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OBJETIVO. Evaluar la utilidad de un método de PCR rapido y
sencillo aplicado al diagnoéstico de la meningoencefalitis
herpética en la poblacion pediatrica.

PACIENTES Y METODO. Se procesaron 123 muestras de liquido
cefalorraquideo de 114 pacientes pediatricos atendidos en
el Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona con sospecha
clinica de meningoencefalitis virica o interés en descartar
la etiologia herpética. Se utilizé6 como técnica diagndstica
la amplificacion por PCR de una region altamente
conservada del gen ADN polimerasa comun a herpes 1y 2,
ademas de los métodos clasicos. En todos los pacientes se
instauro tratamiento en el momento del ingreso con
aciclovir en espera de los resultados de la PCR. Si el
resultado era negativo, tras una adecuada revaluacion
clinica se consideraba la retirada del tratamiento con
aciclovir; si era positivo se continuaba el tratamiento
durante 20 dias.

ResuLTADOS. El ADN de herpes simple se detecté en

4 pacientes. La evolucion clinica de los enfermos confirmo
los resultados de la PCR en todos los casos, tanto en los
negativos como en los positivos. La entrega de los
resultados de PCR se realiz6 en un rango de tiempo de
6,30 a 72 h (media, 18 h).

ConcLUsION. La aplicacion de esta técnica de PCR, con un
formato sencillo y rapido, adecuado a la rutina diaria de un
laboratorio de microbiologia contribuye a realizar un
diagnostico precoz o, en su defecto, exclusion de la
etiologia por herpes simple de la meningoencefalitis.
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Rapid diagnosis of herpetic meningoencephalitis by PCR

OBJECTIVE. To evaluate the usefulness of a rapid and simple
PCR method in the diagnosis of herpetic
meningoencephalitis in a pediatric population.

PATIENTS AND METHODS. One hundred twenty-three
cerebrospinal fluid samples from 114 pediatric patients
attending the Hospital Sant Joan de Déu in Barcelona for
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clinical suspicion of viral meningoencephalitis or to rule
out a possible herpetic etiology were evaluated. In
addition to classical methods, the diagnostic technique
used was PCR amplification of a highly preserved region of
the DNA polymerase gene common to herpes virus 1 and
2. All patients were administered acyclovir on admission
and until the results of PRC were known. If the result was
negative, withdrawal of acyclovir was considered after
clinical reexamination. If the result was positive, the
therapy was continued for 20 days.

ResuLTs. Herpes simplex DNA was detected in four
patients. In all patients, clinical outcome confirmed the
results of PCR, whether positive or negative. PCR results
were available within 6.30 and 72 hours (mean: 18 hours).
ConcLusioN. This simple and rapid PCR technique can be
applied in the daily routine of the microbiology laboratory.
It allows early diagnosis of herpetic meningocephalitis or,
when lacking, exclusion of Herpes simplex etiology.

Key words: PCR. Meningoencephalitis. Herpes simplex.
Pediatrics.

Introduccion

La meningoencefalitis herpética es una enfermedad
poco frecuente en nuestro medio pero con una elevada
morbimortalidad!. Debido a su gravedad y al beneficio que
puede obtenerse mediante un tratamiento temprano, ante
la sospecha clinica de esta enfermedad se recomienda
iniciar el tratamiento precoz con aciclovir. Esta medida es
cara y no esta exenta de efectos secundarios, por lo que es
de gran interés disponer de una técnica de diagndéstico
rapida, sensible y especifica que ayude al clinico en la
toma de decisiones segun el resultado.

En el presente estudio evaluamos la utilidad de un
método de PCR rapido y sencillo aplicado al diagnéstico de
la meningoencefalitis herpética en la poblacién pediatrica.

Pacientes y método

Durante el periodo de estudio, comprendido entre el 1 de marzo de
1996 y el 31 de abril de 2000 se procesaron 123 muestras de liquido
cefalorraquideo de 114 pacientes pedidtricos, que fueron todos los
atendidos en el Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona por sospecha
clinica de meningoencefalitis virica o interés en descartar la etiologia
herpética. En este hospital existe una unidad de microbiologia
molecular que aplica la tecnologia PCR en mas de 4.000 muestras al
afio por diferentes enfermedades (principalmente infecciéon por el
virus de la inmunodeficiencia humana [VIH]). En los 114 pacientes
se instauré tratamiento en el momento del ingreso con 20 mg/kg cada
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8 h por via intravenosa de aciclovir en espera de los resultados de la
PCR y de la evolucién clinica.

El diagnéstico de los pacientes se basaba en datos clinicos,
caracteristicas del liquido cefalorraquideo (LCR) y del
electroencefalograma, estudios de neuroimagen y estudio
microbiolégico mediante PCR herpes virus 1y 2.

Si el resultado de la PCR era negativo, se consideraba la retirada
del tratamiento con aciclovir tras efectuar una revaluacién clinica
por pediatras intensivistas, que valoraban la evolucion clinica de estas
primeras horas del paciente, el resultado negativo de la PCR y los
resultados del resto de las pruebas realizadas. En los pacientes
positivos se continuaba el tratamiento durante 20 dias.

Técnica de PCR

Transporte y conservacion de las muestras
Las muestras de LCR se procesaron inmediatamente después de la
extraccion o se conservaron a 4 °C durante un maximo de 3 dias.

Extraccion y amplificacién del ADN

Se anadieron 50 pl de LCR a 150 pl de una solucién de resina
Chelex 100 al 20% (ADN extraccién Reagent® Laboratorios Perkin
Elmer).

Los ADN extraidos fueron amplificados segin el método descrito por
Kessler et al?, seleccionando los primers marcados con digoxigenina
5’ -ATCACCGACCCGGAGAGGGAAC y
5'-GGGCCAGGCGCTTGTTGGTGTA que amplifican un producto de
91 pares de bases de una regién altamente conservada del gen ADN
polimerasa comtn a herpes 1y 2.

Se anadieron 20 pl del extracto de ADN a 80 pl de mezcla maestra
(PCR ELISA DIG labeling R, Boehringer Mannhein) que contenia
10 mmol/l de Tris-HCL (pH 8,3), 50 mmol/l de KCL, 1,5 mmol/l de
MgClL, 0,2 mmol/1 de dATP, 0,2 mmol/l de dCTP, 0,2 mmol/l de dGTP,
0,19 mmol/l de dTTP y 0,01 mmol/l de DIG-dUTP, 0,5 pmol/l de cada
primer y una unidad de Taq polimerasa. La amplificaciéon consistio
en 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 30 s, anillamiento de
los primers a 50 °C durante 30 s, y extension a 72 °C durante 15 s. El
ciclo final incluia una extensién a 72° durante 7 min.

Deteccion por hibridacion colorimétrica

Se utiliz6 el equipo de PCR ELISA DIG detection®, Boehringer
Mannhein, empleando la sonda biotinilada:
5'-GAGTTTGTCCTCACCGCCGAACTGAGCAG. Se consideré como
resultado positivo absorbancias superiores a 0,500 OD, negativo
absorbancias inferiores a 0,200 OD y resultado indeterminado
absorbancias entre 0,200 y 0,500 OD.

Controles positivos y negativos

En cada serie se incluy6 un control negativo (50 pl de suero
fisiolégico) y un control positivo. Para el control positivo se procesaron
50 pl de una solucién cuantificada de un cultivo positivo para virus
herpes simple [VHS]-1 (TCDID/50/0,1 ml = 21).

Duracion de la técnica
La extracciéon duré 25 min, la amplificaciéon 90 min y la detecciéon
180 min.

Resultados

El1 ADN del herpes simple se detect6 en cuatro de los
114 pacientes estudiados. En los 4 casos el resultado se
confirmé con una segunda muestra. En los 110 pacientes
restantes todas las muestras procesadas resultaron
negativas. La evolucién clinica de los enfermos confirmé
los resultados de la PCR en todos los casos, tanto en los
que se excluyd la etiologia por herpes simple como en los

cuatro positivos. La entrega de los resultados de PCR se
realizé en un rango de tiempo de 6,30 h a 72 h (media,
18 horas).

Discusion

Numerosos estudios avalan la utilidad de 1a PCR para el
diagnéstico de la meningoencefalitis herpética, la cual es
considerada como técnica de referencia por su sensibilidad
y especificidad?®®. En este estudio retrospectivo hemos
utilizado una técnica de PCR que ha contribuido a
descartar la etiologia por herpes simple en 110 pacientes a
las pocas horas del ingreso. El diagnéstico precoz de los
4 ninos con encefalitis herpética fue de evidente utilidad
para el pediatra. Es de destacar que esta informacion
precoz ha contribuido a racionalizar el uso de aciclovir
completando el tratamiento sélo los pacientes en los que se
confirmé la etiologia herpética de la encefalitis, con lo que
se evitaron los efectos secundarios inherentes al
tratamiento con aciclovir en los enfermos con encefalitis
no herpética y se contuvo el coste econéomico. El coste del
tratamiento intravenoso con aciclovir es elevado; asi, para
un paciente de 30 kg, una dosis de aciclovir cuesta
19 euros, un dia de tratamiento 57 euros y el tratamiento
completo durante 20 dias 1.141 euros, sin considerar
gastos indirectos de personal de enfermeria
(administracion del farmaco) o del control analitico del
tratamiento. El coste de nuestra PCR, procesandose al
momento o con la menor demora posible e incluyendo
2 controles por muestra, fue de 50 euros. Indudablemente,
esta estrategia de retirada del tratamiento con aciclovir se
debe realizar con prudencia, tras la adecuada evaluacion
por pediatras que valoran en conjunto la evolucion clinica
y los resultados de todas las pruebas realizadas. No hay
que olvidar que esta PCR es una técnica muy sensible pero
con sus légicas limitaciones. Se han descrito en la
bibliografia casos de falsos negativos®’, en especial por la
presencia de posibles inhibidores. La deteccién de
inhibidores en la mezcla de reaccion podria realizarse
utilizando controles internos de la amplificacién, lo que
aumentaria la seguridad del resultado de la técnica.

Debido a que la tecnologia de PCR es muy similar para
la mayoria de los agentes infecciosos, la incorporacién de
esta técnica para el diagnéstico de enfermedades menos
frecuentes, como la encefalitis herpética, no implicé
globalmente una mayor carga asistencial en la unidad de
PCR de nuestro hospital. En general, la tecnologia de PCR
es relativamente rdpida, pero existen variaciones
importantes en la duracién de la técnica segtin el método
de extraccién escogido y el sistema de deteccion del
producto amplificado. El protocolo que hemos aplicado
destaca por su sencillez y rapidez, la extraccién con Chelex
100, con una duraciéon de tan sélo 25 min y minima
manipulacién. Resulta interesante porque reduce la
posibilidad de falsos positivos, ya que la contaminaciéon
en este tipo de técnicas se relaciona con el nimero de veces
y el tiempo en que se manipula la muestra®. Se seleccioné
para la amplificacion una secuencia del gen de la ADN
polimerasa comun a herpes simple 1 y 2 debido a que los
dos virus pueden ser causa de encefalitis herpética, siendo
similar el manejo clinicoterapéutico, y porque existe
abundante informacién sobre la sensibilidad y
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especificidad de la amplificacién de esta zona del genoma
del virus del herpes simple?. Respecto al sistema de
deteccion elegido, es de destacar el incremento de
sensibilidad que ofrece la hibridacién del material
amplificado® con sondas especificas y la lectura objetiva de
los resultados. En nuestra serie, todos los resultados
positivos presentaban absorbancias superiores a 2 OD y
los negativos inferiores a 0,150 OD sin que se encontraran
resultados indeterminados.

En resumen, la aplicaciéon de esta técnica de PCR, con
un formato sencillo y rapido, adecuado a la rutina diaria
de un laboratorio de microbiologia, contribuye a realizar
un diagnéstico precoz o, en su defecto, la exclusion de la
etiologia por herpes simple de la meningoencefalitis,
incrementando la calidad de la asistencia a estos
pacientes.
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