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Resumen. En el presente trabajo se aplico el ensayo de Reaccion en Ca-
dena de la Polimerasa (PCR) y sus variantes RT-PCR y Multiplex PCR para la
deteccion de secuencias especificas de Enterovirus, Herpesvirus humanos (Vi-
rus Herpes simple y Virus Herpes tipo 6, Citomegalovirus, Epstein Barr, Vari-
cela Zoster), Virus de Inmunodeficiencia Humana, Toxoplasma gondii, Mico-
bacterium tuberculosis y Micoplasma pneumoniae en muestras de liquido cefa-
lorraquideo (LCR) de cohortes de pacientes con sospecha clinica de menin-
goencefalitis. De las 322 muestras de LCR procesadas, se detectaron un total
de 93 muestras positivas (28,8%) para los distintos agentes infecciosos. En el
grupo de pacientes con diagnodstico clinico de meningoencefalitis viral
(n=212), se obtuvo un total de 73 muestras positivas (34,4%), de las cuales
37 fueron positivas a Enterovirus (50,7%), 19 a VHS (26%) y 10 pacientes
(13,7%) fueron positivos a CMV. Los otros agentes virales VZV, EBV y HVH6 se
encontraron en menor frecuencia. Las 110 muestras restantes de LCR se ana-
lizaron aplicando PCR especificos a cada patégeno por estricta indicacion mé-
dica, pudiéndose detectar en ellas la presencia de Virus de Inmunodeficiencia
Humana (40%), Micoplasma pneumoniae (40%), Toxoplasma gondii (14%) y
Micobacterium tuberculosis (12%). Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran la conveniencia de la aplicacién de las téenicas moleculares en el
diagnostico de laboratorio de las meningoencefalitis de diferente etiologia,
siendo ademas una herramienta muy valiosa para ¢l manejo clinico de los pa-
cientes y para la ¢jecucion de estudios epidemioldgicos.
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Abstract. In the present work, the polymerase chain reaction (PCR) as-
say and his variants RT-PCR and Multiplex PCR were applied for the detection
of specific sequences of Enterovirus, Human Herpes viruses (Herpes simple vi-
rus, Human Herpes virus type 6, Cytomegalovirus, Epstein Barr virus, and
Varicella Zoster), Human Immunodeficiency virus, Toxoplasma gondii, Myco-
bacterium tuberculosis and Mycoplasma pneumoniae in patients’ cohorts
grouped by medical suspicion of meningoencephalitis. Of 326 samples of pro-
cessed cerebrospinal fluid (CSF), 93 samples (28.5 %) were positive for the
different infectious agents. In the group of patients with clinical diagnosis of
viral meningoencephalitis (n=212), there was obtained a whole of 73 positive
samples (34.4 %), of which 37 patients were positive to Enterovirus (50.7 %),
19 were positive to VHS (26 %) and 10 patients (13. 7 %) were positive to
CMV. Other viral agents as VZV, EBV and HVH6 were detected in minor fre-
quency. The 114 remaining samples were analyzed applying specific PCR to
each pathogen for strict medical indication, being able to detect the presence
of Human Immunodeficiency Virus (40%), Mycoplasma pneumoniae (40%),
Toxoplasma gondii (14%) and Mycobacterium tuberculosis (12%) in CSF sam-
ples. The results obtained in this study demonstrate the convenience of the
application of the molecular assays in the laboratory diagnosis of the
meningoencefalitis of different etiology. Besides this, it is also a very valuable
tool for the clinical management of the patients and for the execution of the

epidemiological studies.

Recibido: 03-05-2005. Aceptado: 04-05-2006.

INTRODUCCION

Las encefalitis y las meningitis no bac-
terianas denominadas también meningitis
asépticas o serosas, son los procesos infla-
matorios que con mas frecuencia afectan al
SNC. El cuadro clinico de estas patologias
se caracteriza por sintomas de las vias res-
piratorias altas, cefalea, mialgias, fiebre, al-
teracion del estado de conciencia, disfun-
cién cerebral difusa o local, confusién, de-
sorientacion, alteracion del comportamien-
to y de la personalidad, irritacion menin-

gea, nauseas, vomitos y rigidez de la nuca,
crisis convulsivas locales o generalizadas y
la presencia de un liquido cefalorraquideo
de aspecto claro o ligeramente turbio, con
niveles de proteina y glucosa variable y
acompaiiado o no de leucocitosis y pleocito-
sis (1).

Los agentes infecciosos generalmente
implicados en las meningoencefalitis son
los virus, sin embargo se han reportado
otros agentes etiolgicos tales como bacte-
rias, parasitos y hongos, asi como también
desordenes de tipo autoinmune, los cuales
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pueden ocasionar estas patologias en pa-
cientes inmunocomprometidos e inmuno-
competentes (2-13). Su incidencia a nivel
mundial varia segiin el grupo de edad, el es-
tado previo de salud y el nivel socioecono-
mico, siendo las de etiologia viral las mas
frecuentes en todos los grupos etarios
(14-16).

En Venezuela, segin estadisticas del
Ministerio de Salud, desde el afio 2003 has-
ta la semana N° 47 del ano 2005 se reporta-
ron un total de 3787 casos de meningitis,
con 156 fallecimientos. Las camparias de
vacunacion contra los principales agentes
bacterianos causantes de meningoencefali-
tis han impactado la epidemiologia de las
infecciones del SNC. En este sentido las es-
tadisticas de meningitis en Venezuela para
el ano 2004 registraron 447 casos de me-
ningitis viral y 899 de meningitis bacteria-
na, sin embargo esta correlacion cambié
significativamente en el ano 2005 donde se
observaron 893 casos de meningitis viral y
solo 244 de las bacterianas (17). Esta situa-
cién no ha cambiado en muchos paises sub-
desarrollados donde las meningoenefalitis
bacterianas son frecuentes, y tienen una
mortalidad significativamente mas alta que
en los paises desarrollados, con tasas de
hasta 50% y secuelas hasta en un 60% de los
sobrevivientes (18-20).

En estudios seroepidemioldgicos reali-
zados en el estado Zulia se reporté que el
61% de las infecciones del SNC, referidas
como de etiologia no precisada, fueron
causadas por agentes virales (14). Estos re-
sultados alertaron al sistema de salud so-
bre la posibilidad de existencia de un sub-
registro de éstas y otras entidades infeccio-
sas que causan enfermedades neurolégicas
tanto en individuos inmuncompetentes
como en inmunodeprimidos y ademas se-
nal6 la necesidad de disponer de un diag-
nostico diferencial rapido y oportuno para
estas entidades.

La identificacion rapida y precisa de
dichos agentes infecciosos en las muestras
clinicas procedentes de pacientes con afec-
tacion del SNC, tiene gran valor diagndsti-
co y epidemiolégico, permitiendo la imple-
mentacion de las estrategias terapéuticas
adecuadas (16). Los métodos convenciona-
les que han estado disponibles para estos fi-
nes incluyen el aislamiento del agente cau-
sal a partir de muestras de LCR o tejido ce-
rebral, la deteccion de antigeno en tejido
cerebral y la deteccién de anticuerpos espe-
cificos intratecales (21-23). Estos métodos
generalmente son lentos, laboriosos y poco
sensibles (21-25). La emergencia natural de
una variedad de agentes infecciosos neuro-
tropicos y las limitaciones de los métodos
tradicionalmente utilizados para la identifi-
cacion de los mismos, ha impulsado la bis-
queda de nuevas estrategias diagnosticas.
El desarrollo de las técnicas de biologia mo-
lecular y en particular del ensayo de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR), han
permitido la deteccion de secuencias de
ADN y ARN de microorganismos en diferen-
tes tipos de muestras clinicas, con una ade-
cuada sensibilidad, logrando un diagnéstico
etioldgico rapido y preciso (4, 26-29).

En el presente trabajo se realiza la
confirmacion etiol6gica de un grupo de
agentes neurotrépicos en muestras de LCR
de pacientes inmunocompetentes ¢ inmu-
nodeprimidos con sospecha clinica de me-
ningoencefalitis de diferente etiologia. La
aplicacion de los ensayos de PCR y RT-PCR
para la deteccion de los diferentes agentes
infecciosos se basé exclusivamente en el
criterio médico ¢ incluyé la deteccion de
Enterovirus (EV), Herpesvirus humanos: Ci-
tomegalovirus (CMV), Virus Herpes Simple
(VHS), Epstein Barr Virus (EBV), Varicela
Zoster Virus (VZV), Herpes Virus Humano 6
(HVH6), también se estudio la presencia de
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH),
Micobacterium tuberculosis, Micoplasma
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pneumoniae 'y Toxoplasma gondii, cuando
era indicada por el facultativo.

PACIENTES Y METODOS

Muestras

Se estudiaron un total de 322 mues-
tras de LCR pertenecientes a un grupo de
pacientes hospitalizados en diferentes cen-
tros de salud de las ciudades de Maracay y
Valencia, en los cuales existia la sospecha
clinica de infeccion del SNC de diferente
etiologia. Las muestras fueron recolectadas
durante las primeras 72 horas de evolucion,
durante el periodo comprendido entre Ene-
ro de 2002 y Noviembre de 2004. El proce-
samiento se inicié inmediatamente después
de su recepcién en el laboratorio Genomik
de la ciudad de Maracay.

Los ensayos de PCR se realizaron de
acuerdo a la sospecha clinica del médico
tratante. Para el andlisis, las muestras fue-
ron divididas en los siguientes grupos:

— Grupo 1: Se estudiaron 212 muestras
de LCR provenientes de pacientes, tan-
to recién nacidos como de nifos y
adultos. con el diagnéstico clinico de
meningoencefalitis de posible causa vi-
ral (EV, CMV, EBV, VHS, VZV y HVH6).
Este grupo comprendié 186 pacientes
inmunocompetentes y 26 pacientes
con una historia clinica de inmunosu-
presion por el Sindrome de Inmunode-
ficiencia Adquirida (SIDA).

— Grupo 2: 15 muestras de LCR prove-
nientes de pacientes adultos con diag-
noéstico de SIDA (24-50 afios), con ma-
nifestaciones cerebrales o meningeas
debido a VIH.

— Grupo 3: 47 muestras de LCR prove-
nientes de 42 pacientes adultos (35
pacientes VIH positivos y 7 inmuno-
competentes) y de 5 recién nacidos,
con un diagnéstico presuntivo de toxo-
plasmosis cerebral.

— Grupo 4: 43 muestras de LCR prove-
nientes de pacientes adultos (31 pa-
cientes VIH positivos y 12 inmunocom-
petentes) con un diagnostico presunti-
vo de infeccion del SNC debido a Mico-
bacterium tuberculosis.

— Grupo 5: 5 muestras de LCR prove-
nientes de pacientes inmunocompe-
tentes con un rango de edad entre los
3 a 8 afos y con un diagnostico clinico
presuntivo de infeccion del SNC por
Micoplasma pneumoniae debido a los
resultados seroldgicos.

Las muestras fueron consideradas
como positivas o negativas en dependencia
de la deteccion de las secuencias de geno-
ma especificas para cada agente infeccioso.
El reporte individual de los resultados para
cada paciente fue emitido en un lapso de
48 horas posteriores a la recepcion de las
muestras.

Extraccion de acidos nucleicos
(ADN y ARN)

Se utiliz6 el estuche RNAgents Total
RNA Isolation System (Cat # Z5110, Pro-
mega). Las muestras de LCR con un volu-
men entre 1,5-2 mL fueron centrifugadas a
12000 rpm por 10 minutos y se recupera-
ron 200 ul. de LCR. A este volumen se le
afadieron 300 uL de solucién desnaturali-
zante, 30 uL de acetato de sodio pH 4,0 y
300 uL. de phenol-cloroformo-alcohol isoa-
milico. La mezcla se agité utilizando un
vortex durante 10 a 20 segundos y se colo-
¢6 en hielo por 15 minutos. Posteriormente
se procedié a la centrifugacion a 14 000
rpm en frio por 15 minutos y se transfirie-
ron 400 ul. de la fase acuosa a un tubo va-
cio. Se anadi6 igual cantidad de isopropa-
nol, se agit6 suavemente y se incubd a
—20°C durante 12 horas. Los acidos nuclei-
cos se precipitaron mediante centrifuga-
cion a 14000 rpm en frio por 15 minutos y
el sedimento se lavdo con 1 mL de etanol
frio al 75%. Se procedi6 a centrifugar 2 mi-
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nutos a 10°C y con posterioridad a secar a
temperatura ambiente por 15 min. El preci-
pitado resultante se resuspendié con 30 uL
de agua estéril libre de nucleasas (Prome-
ga) y la suspension se utilizé inmediata-
mente en los ensayos.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
con Transcripcion inversa

— Para el analisis de las muestras de LCR
de pacientes con sospecha de infeccion
por EV, CMV, EBV, VHS, VZV y HVH6
(Grupo 1), se utiliz6 el ensayo de PCR
multiple anidado descrito por Casas y
col. en 1997 (30), usando los estuches
comerciales Access RT-PCR Systems
(Cat.# A1260 y PCR Master Mix Cat.#
M7502, Promega), en un volumen final
de 25 ul. Los controles positivos em-
pleados fueron: cepas Coxsackievirus
B2 y Enterovirus 70 (aisladas de pa-
cientes y tipificadas por seroncutrali-
zacion) para los EV, cepa F para HSV
1, cepa Lovelace para HSV2, cepa CS
para HIIV6, Cepa ELLEN (ATCC) para
VWVZ, cepa AD169 (ATCC) para CMV y
células RAJI (ATCC) para EBV.

— PCR para VIH 1&2. El analisis de VIH
en las muestras de LCR incluidas en el
grupo 2, se realizo mediante los ensa-
yos de PCR para VIH 1&2 descrito por
Albert y col. (31) y Olovy col. (32) res-
pectivamente. Se empleé un juego de
cebadores externos para la primera
amplificacion y dos internos para la se-
gunda amplificacion de tres regiones
conservadas del genoma viral para VIH
tipo 1: una regiéon del pol (JA17 a
JA20); una region del gag (JA4 a JAT)
y una region conservada del env (JA13
a JA16) y dos regiones del genoma vi-
ral para VIH tipo 2: (gag p24, y LTR).
Como controles positivos del ensayo se
utilizaron ADN de linfocitos de pacien-
tes infectados con VIH 1 confirmados

en el ensayo de Western blot y con car-

ga viral conocida.

— Para la deteccién de T. gondii en las
muestras de LCR incluidas en el grupo
3, se empled el método de PCR descri-
to por Fuentes y col. (33), el cual utili-
za cebadores que corresponden al gen
B1 del genoma del T. gondii. Como
control positivo del ensayo se utilizo la
cepa RH de T. gondii.

— La determinacién de M. tuberculosis
en las muestras de LCR incluidas en el
grupo 4, se llevd a cabo mediante el
PCR multiple descrito por Del Portillo
y col. (34) con modificaciones. Se em-
plearon dos juegos de cebadores, uno
que amplifica un fragmento de 506-pb
del gen del antigeno 32-kDa para Mi-
cobacterias; ¢l segundo juego de ceba-
dores amplifica un fragmento de
984-pb de la secuencia de insercién
IS6110 que pertenece al complejo de
M. tuberculosis. Como control positivo
del ensayo se utiliz6 la cepa Micobacte-
rium smegmatis (ATCC 19420).

— Para el andlisis de M. pneuwmoniae en
las muestras de LCR incluidas en el
grupo 5, se utiliz6 el protocolo de PCR
anidada descrita por Deng y col. (35).
Este ensayo utiliza juegos de cebado-
res que amplifican un fragmento de
277pb de la region variable dentro del
gen del ARNr 16S de M. pneumoniae.
Como control positivo del ensayo se
utiliz6 una cepa de Micoplasma spp ob-
tenido de cultivo celular.

Las amplificaciones de todos los ensa-
yos se realizaron en un termociclador
PTC-100 (Peltier Thermal Cycler, MJ Re-
search, MA), utilizando para la reaccion tu-
bos de ensayo de pared delgada (MJ Re-
search, MA, USA). Los productos amplifica-
dos fueron analizados mediante electrofore-
sis en gel de agarosa al 2% que contenia
bromuro de etidium a una concentracion fi-
nal de 1,5 ug/mL. Se utiliz6 el marcador de
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peso molecular: 50bp DNA Step Ladder Pro-
mega. (Cat. # G4521) y las corridas se rea-
lizaron utilizando una corriente eléctrica de
120 voltios por 60 min. Las bandas fueron
visualizadas mediante luz ultravioleta en un
equipo de documentacion de geles Alpha
Ease™ Imagen analysis software (Alpha
Innotech Corporation), siendo identificados
cada uno de ellos por la talla de la banda
obtenida.

RESULTADOS

De las 322 muestras de LCR procesa-
das se detectaron un total de 93 positivas
(28,8%). En las muestras de LCR incluidas

en el Grupo 1 (n= 212), se obtuvo un total
de 73 positivas (34,4%), cuya distribucion
se encuentra en la Tabla 1. Es de senalar
que 37 pacientes fueron positivos a EV
(50,7%), 19 fueron positivos a VHS (26%) v
10 pacientes (13, 7%) fueron positivos a
CMV. Los otros agentes virales VZV, EBV y
HVHG6 se hallaron en menor frecuencia. De
los 26 pacientes inmunosuprimidos inclui-
dos en el grupo 1, 13 (50%) resultaron posi-
tivos a alguno de los agentes estudiados: 4
a VHS, 6 a CMVy 3 a EBV.

En el grupo 2, constituido por 15
muestras de LCR de pacientes con SIDA
con manifestaciones meningeas y en las
cuales se investigd la presencia de secuen-

TABLA I

DISTRIBUCION DE AGENTES VIRALES EN 73 MUESTRAS DE LCR POSITIVAS EN PACIENTES

CON MENINGOENCEFALITIS VIRAL

Muestras Edad Manifestaciones Clinicas / Diagnoéstico presuntivo  Resultado RT-PCR
de (LCR) (n) (anos) positivo

37 2-41  Meningitis aséptica, pleocitosis linfocitaria EV

18 2-44  Encefalitis viral, pleocitosis linfocitaria, VHS
meningoencefalitis viral, gingivo estomatitis
herpética

1 4 Clinicamente: meningo-encefalitis viral, pleocitosis VHS
linfocitaria, antecedentes de gingivo- estomatitis
herpética

5 30-45  VIH positivo, clinicamente encefalitis, ADN de CMV CMV
positivo en sangre.

3 RN Sepsis neonatal, ADN de CMV positivo en sangre CMV

36 Clinicamente meningo-encefalititis viral, pleocitosis CMV

linfo-monocitaria

1 49 Clinicamente poliradiculitis, Sindrome de CMV
Inmunodeficiencia

2 41-50  Complicacién Varicela VZV

1 8 Clinicamente: cerebelitis post-varicela VZV

3 5-39 Meningoencefalitis viral, pleocitosis linfocitaria, EBV
SIDA.

1 54 Meningitis cronica, pleocitosis linfocitaria. HVH6

LCR: Liquido cefalorraquideo.
VZV: Varicela Zoster Virus.
pes Virus Humano 6.

megalovirus.

n: nimero de muestras de LCR.  RN: recién nacidos.
VHS: Virus Herpes Simple.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

EV: Enterovirus.
EBV: Epstein Barr Virus.

CMV: Cito-
HVH6: Her-
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cias de VIH, se obtuvieron 6 muestras posi-
tivas para VIH tipo 1 con un 40% de positi-
vidad.

En los pacientes con sospecha clinica
de Toxoplasmosis (Grupo 3, n= 47), se ob-
tuvieron 7 muestras positivas (14,9%), 5 de
las cuales pertenecian a pacientes VIH posi-
tivos y el resto pertenecian a pacientes con
sepsis neonatal.

En el grupo 4 constituido por 43 pa-
cientes con sospecha clinica de infeccién
por M. tuberculosis, se obtuvieron 5 mues-
tras de LCR positivas (12%), 3 de cuales co-
rrespondieron a pacientes VIH positivos. En
las 5 muestras de LCR de pacientes con sos-
pecha clinica de infeccion del SNC por M.
pneumoniae (grupo 5), se obtuvieron 2
muestras positivas en el ensayo de PCR
(40%). Ambos pacientes tenian resultados
positivos para la prueba de anticuerpos IgM
a M. pneumoniae en suero y LCR y presen-
taron, respectivamente, un cuadro clinico
de encefalitis y meningitis aséptica y de
neumonia.

DISCUSION

La epidemiologia de las infecciones del
SNC es compleja debido a diversos factores
sanitarios y poblacionales entre los que se
destacan las camparias de vacunacion, el in-
cremento del nimero de pacientes con di-
versas formas de inmunosupresion, la emer-
gencia y reemergencias a nivel mundial de
un amplio rango de agentes infecciosos, la
implementaciéon de nuevos métodos diag-
nésticos y los problemas derivados de la re-
sistencia microbiana. Las meningoencefali-
tis asépticas, plantean un problema para los
laboratorios a diferencia de las meningoe-
cefalitis bacterianas para las cuales existe
una estrategia diagndstica establecida en
los Centros de Salud. En este contexto los
especialistas en el 4rea clinica deben en-
frentar a individuos con una amplia varie-
dad de sintomas que indican compromiso

importante del SNC (36). La utilizacion de
las técnicas moleculares, particularmente
la PCR, ha revolucionado el diagnéstico de
las entidades infecciosas, resultando de mu-
cha utilidad para el establecimiento de la
etiologia de numerosas infecciones del SNC
(4,7,26,27,37-43).

En el presente trabajo se aplicaron en-
sayos de PCR para la deteccion de diferen-
tes agentes infecciosos neurotropicos (EV,
Herpes virus humanos, VIH, T. gondii, M. tu-
berculosis, M. pneumoniae), en muestras de
LCR provenientes de un grupo de pacientes
con sospecha clinica de meningoencefalitis.

En 212 pacientes con sospecha clinica
de meningoencefalitis de posible etiologia
viral (Grupo 1), se encontré6 un total de
34,4% de positividad, siendo los EV, VHS y
CMV los patégenos mas detectados en or-
den de frecuencia. Los EV y los herpes virus
humanos son considerados patégenos neu-
rotropicos de importancia médica en los
cuales el diagnostico especifico permite la
implementacién de una terapia antiviral es-
pecifica para los Herpes o una observacion
clinica estrecha y medidas de soporte en
caso de los EV (9, 44-46). En estudios pre-
vios donde se han utilizado diferentes pro-
tocolos de PCR para la deteccion de EV y
Herpes virus humanos en muestras de LCR
de pacientes con meningitis aséptica y en-
cefalitis, se ha encontrado que la positivi-
dad general para estos agentes oscila entre
un 10-60% (2, 10, 25, 30, 37, 38).

Fue posible establecer el diagndstico
de la infeccién del SNC por el VIH-1 en 6 de
15 pacientes adultos con SIDA (Grupo 2).
El VIH-1 ha sido reconocido como un virus
neurotropico relacionado con una variedad
de desordenes neurolégicos progresivos en
los pacientes con SIDA. Los pacientes con
enfermedades neurolégicas causadas direc-
tamente por el VIH o por la infeccion de
agentes oportunistas, pueden presentar re-
plicacion intratecal del virus, por lo tanto el
diagnostico temprano y el tratamiento
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oportuno son considerados de un gran valor
pronostico (47-49).

Se detectd la presencia de T. gondii en
las muestras de LCR de 7 de 47 pacientes
(14%, Grupo 3) con diagnéstico presuntivo
de toxoplasmosis cerebral, siendo notorio
que 5 de estas muestras positivas provenian
de pacientes infectados con VIH. La infec-
cion por T. gondii tiene un profundo impac-
to en el curso de las enfermedades neurolo-
gicas en ninos y adultos, pero principalmen-
te su importancia se enfatiza durante el em-
barazo y la inmunosupresion (50). Se ha re-
portado que la infeccion por T. gondii es
frecuente en pacientes VIH positivos cau-
sando lesiones cerebrales focales (51,52).
En un estudio realizado por Parmley y col.
(53), utilizando ¢l ensayo de PCR y cebado-
res del gen B1 del T. gondii, se obtuvo un
44% de positividad en muestras de LCR de
pacientes adultos inmunocomprometidos
con diagnéstico clinico de encefalitis debi-
da a infeccion por T. gondii.

En los pacientes con sospecha de me-
ningoencefalitis debido a la infeccion por
M. tuberculosis (Grupo 4, n= 43) y M.
pneumoniae (grupo 5, n = 5), se detectd la
infeccion en el 12% y el 40% de los pacien-
tes, respectivamente. El incremento de la
incidencia de tuberculosis y de infecciones
por otras micobacterias en pacientes inmu-
nocompetentes ¢ inmunodeprimidos, ha
impulsado la bisqueda de métodos diagnos-
ticos mas rapidos y sensibles que ¢l cultivo
o las pruebas seroldgicas. El ensayo de PCR
ha resultado apropiado y practico para la
deteccion de diferentes micobacterias en
muestras de LCR de pacientes con menin-
goencefalitis, propiciando la iniciacion de
terapias adecuadas y evitando que los pa-
cientes sufran danos severos del SNC vy
muerte (54, 55). La infeccion por M. pneu-
moniae ocasiona infecciones del tracto res-
piratorio alto y bajo, pero frecuentemente
produce también manifestaciones extrapul-
monares que incluyen desérdenes del SNC y

periférico. Las presentaciones clinicas de
dichas afecciones incluyen meningitis, me-
ningoencefalitis y mielitis transversa. La
utilizacion del PCR en algunos pacientes
con sindromes neurolégicos ha sido benefi-
ciosa ya que ha permitido detectar el M.
pneumoniae en muestras de LCR de pacien-
tes con cultivo negativo (5).

A pesar de la extrema sensibilidad que,
tedricamente tiene la PCR, solo se pudieron
detectar patégenos aproximadamente en
un tercio de los LCR enviados al Laborato-
rio para estos estudios; las causas pueden
ser mdaltiples y combinadas, ej. una baja
concentracion de microorganismos en LCR,
la toma tardia de la muestra y el envio de
muestras a temperaturas no controladas.
Ademais es posible que la PCR que usamos
en la actualidad no tenga ¢l nivel de sensi-
bilidad suficiente para detectar el 100% de
los casos positivos, a este respecto existe
una gran controversia en la literatura debi-
do a la falta de una “prueba de oro” que
permita establecer la verdadera sensibilidad
de este método molecular en las diferentes
situaciones clinicas (1).

Los resultados que se obtuvieron per-
miten sustentar que la implementacion de
las técnicas moleculares en los laboratorios
clinicos es factible y mejora ¢l diagndstico
etioldgico de un grupo agentes infecciosos
que estan frecuentemente implicados en las
meningoencefalitis asépticas en nuestro
pais. Debido a la rapidez en que puede rea-
lizarse el diagnostico (48 horas), este méto-
do puede tener un impacto beneficioso en
el manejo terapéutico de los pacientes, pu-
diéndose evitar el uso indiscriminado de an-
tibioticos en casos no necesarios, teniendo
en cuenta que para algunos grupos virales
existen medicamentos especificos, como
por ejemplo para los Herpesvirus.

La utilizacion de la biologia molecular
representa una alternativa de eleccion para
el sistema de salud nacional permitiendo
perfeccionar el diagnodstico y los estudios
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epidemioldgicos de las infecciones del SNC
de etiologia no bacteriana, actualmente
esta siendo usada en muchos paises y abun-
dan las citas bibliograficas sobre el tema,
sin embargo, a nivel nacional encontramos
escasas publicaciones, por lo cual conside-
ramos de importancia este reporte que pue-
de estimular el uso de esta tecnologia y una
aplicacion mas frecuente del método a la
practica médica.
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