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Los enterovirus se incluyen dentro de la familia Picornaviridae (pico: pequefio, RNA virus), que consta de cuatro géneros. Dos de éstos
afectan sélo a los animales (Cardiovirus y Aphtovirus) y los otros son importantes patdgenos humanos: Rhinovirus y Enterovirus. El
virus de la hepatitis A fue originalmente clasificado como Enterovirus tipo 72, aunque actualmente ha sido separado del grupo, siendo
considerado un género aparte denominado Hepatovirus (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de los enterovirus humanos.

Poliovirus: tipos 1-3

Coxsackievirus A: 23 tipos, A1-A24 (el Coxsackie 23 es conocido como Echovirus 9)

Coxsackievirus B: tipos B1-B6

Echovirus (Enteric Cytopathogenic Human Orphan): 31 tipos

Enterovirus tipos 68-71: previamente clasificados como Echovirus o Coxsackievirus

Los enterovirus comparten gran niimero de caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y ecolégicas, asi como ciertas propiedades fisicas
y quimicas. Difieren entre si por el distinto comportamiento en cultivo, antigenicidad y ciclo replicativo aunque, en todos los casos, el
habitat comin y el lugar de replicacion es el tracto intestinal humano.

Se conocen mas de 70 serotipos que causan infecciones, muchas veces clinicamente inaparentes, pero que, en un pequefio
porcentaje de casos, dan lugar a enfermedades graves del sistema nervioso central, como la meningitis aséptica, encefalomielitis,
ataxia cerebelar, sindrome de Guillain-Barré, mielitis transversa y poliomielitis, entre otras. Aunque determinados enterovirus se
asocian con frecuencia a brotes epidémicos, dando lugar a un sindrome especifico, los mismos serotipos pueden, en otras ocasiones,
ser responsables de infecciones esporadicas, con distintas manifestaciones clinicas, incluso asintomaticas. Por otro lado, diferentes
virus pueden producir el mismo sindrome. Por estas razones, en general, las manifestaciones clinicas no son una base satisfactoria
para el diagnéstico.

La poliomielitis es una infeccién aguda que afecta de forma grave al SNC, con destruccion de las neuronas motoras de la médula
espinal, dando lugar a una pardlisis flaccida. Los virus Coxsackie tipo A producen una variedad de enfermedades que incluyen la
meningitis aséptica, herpangina, mialgia epidémica (pleurodinia o enfermedad de Bornholm), sindrome mano-pie-boca, miocarditis,
pericarditis, neumonia, exantema cutaneo y resfriado comin. Se han relacionado también con malformaciones congénitas y algunas
formas de diabetes.

Existen evidencias de que las infecciones por virus Coxsackie del grupo B juegan un papel importante en la etiologia de la diabetes
mellitus dependiente de insulina (DM-1). Algunos estudios post-mortem de pacientes con cetoacidosis diabética han relacionado a
determinados virus de este grupo con esa patologia, particularmente el virus Coxsackie B4. Aunque parece posible su implicacion en
desarrollo de la DM-1, queda por determinar si inician los procesos que dan lugar a la diabetes o bien precipitan la enfermedad en
aquellos pacientes con la funcién endocrina ya dafiada. También se ha relacionado a los virus Coxsackie B4, B5 y del grupo A con la
pancreatitis en los adultos.

Por Gltimo, existe una vasta miscelanea de cuadros clinicos en los que se ha implicado a los enterovirus. El sindrome de fatiga crénica,
caracterizado por una debilidad del musculo esquelético, acompafiada de mialgias, cefaleas, dificultad de concentracién, parestesias,
etc., se ha asociado con multiples agentes etiolégicos viricos, siendo los enterovirus uno de ellos. La meningitis aséptica, ciertas
enfermedades febriles con o sin exantema cutaneo y el resfriado coman también se relacionan con los Echovirus. El enterovirus tipo
68 causa infeccidn de vias respiratorias bajas; el enterovirus tipo 70 es el agente de epidemias de conjuntivitis hemorréagica aguday el
enterovirus tipo 71 causa meningitis aséptica, encefalitis y sindrome mano-pie-boca (Tabla 2).

Tabla 2. Manifestaciones clinicas asociadas con los distintos tipos de enterovirus.

Grupo Manifestacion clinica

Poliovirus Poliomielitis paralitica
Meningitis aséptica

Sindrome febril




Virus Coxsackie A Meningitis aséptica
Herpangina
Sindrome febril
Conjuntivitis

Sindrome pie-mano-boca

Virus Coxsackie B Meningitis aséptica
Sindrome neonatal grave
Miopericarditis
Encefalitis

Pleurodinia

Sindrome febril

Echovirus Meningitis aséptica
Conjuntivitis

Exantema cutaneo
Sindrome neonatal grave

Sindrome febril

Enterovirus 68-71 Meningitis aséptica
Sindrome de pseudo-polio
Sindrome pie-mano-boca

Conjuntivitis epidémica

MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA ANTIGENICA. PROPIEDADES FiSICAS

Los enterovirus presentan una capside de simetria icosaédrica, sin envoltura; tienen un tamafio pequefio (20-30 nm), poseen RNA de
cadena Unica y polaridad positiva, por lo que se replican utilizando el propio RNA como mensajero. Su genoma se divide en 4 regiones
que codifican proteinas estructurales y 2 regiones no codificadoras, reguladoras. Sus cuatro proteinas estructurales: VP1, VP2, VP3y
VP4 se sintetizan como una poliproteina en la que el extremo 5” esta unido covalentemente a una pequefia proteina VPg. Dentro de
cada grupo, existe un niumero de serotipos definidos por los epitopos de la capside que se deben a modificaciones estructurales de la
superficie del viridn. Los epitopos antigénicos, que definen a cada serotipo, estimulan la formacién de anticuerpos especificos que se
comportan como neutralizantes de la infeccién, ya que no permiten su unién al receptor celular. La evolucion de los serotipos sigue un
proceso de deriva antigénica, en el que durante el proceso de copia del genoma se producen errores que introducen mutaciones
puntuales. Estas mutaciones son acumulativas y modifican progresivamente la estructura de la capside.

El ciclo replicativo de los enterovirus es litico y su receptor celular es una molécula perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas que se presenta en distintos 6rganos diana, como el corazén (Coxsackievirus), el sistema nervioso central
(Poliovirus), el higado o el intestino. Son resistentes a todos los antiviricos y quimioterapicos conocidos, y a la inactivacién por
solventes de lipidos. Presentan una tendencia natural a la agregacion espontanea que los defiende del efecto de los agentes externos.
Se inactivan rapidamente a mas de 50°C, por la luz ultravioleta y en condiciones de desecacion. Son estables a pH acido,
caracteristica que los diferencia de los Rhinovirus.

EPIDEMIOLOGIA

El hombre es el Unico reservorio conocido y la transmision es, fundamentalmente, por via fecal-oral y respiratoria. Se dan casos de
transmisién por fomites o0 moscas, aunque la mas frecuente es la via directa, de persona a persona, existiendo gran nimero de
portadores sanos. Los virus se eliminan por las heces y se pueden detectar en aguas residuales. Pueden presentarse en forma
endémica o en brotes epidémicos, siendo més frecuente en verano y otofio, en niveles socioeconémicos bajos y en lactantes y nifios
(mas frecuente en varones).

La poliomielitis grave ocurria en los paises industrializados antes de la introduccién de los programas de vacunacion. El objetivo 5 de
la estrategia de "Salud para todos en el afio 2000" de la OMS plantea la erradicacion mundial de la poliomielitis, para lo que dicho
organismo ha elaborado un "Plan de actuaciones para la consecucion del Certificado de Erradicacion de la Poliomielitis”, en el que
Espafia participa dentro del grupo europeo. Las actuaciones que dicho grupo considera necesarias para la consecucion de dicho
certificado son: a) implantar un sistema de vigilancia eficaz de la pardlisis flacida aguda, b) alcanzar y mantener altas coberturas de



vacunacion, ¢) organizar un sistema de vigilancia ambiental, d) realizar un estudio seroepidemioldgico que valore el estado inmunitario
de la poblacion frente al virus de la poliomielitis. Estas cuatro actuaciones se estan llevando a cabo en Espafia desde 1997.

PATOGENIA

El virus penetra en el organismo por via oral o nasofaringea, con un periodo de incubacion que oscila entre 2 y 30-40 dias. Se
multiplica localmente en el tejido linfoide de la faringe y las placas de Peyer y después se disemina por via sanguinea a otros tejidos
diana, como la piel, miocardio, meninges, pancreas, etc., en donde se replica. Los sintomas pueden ser el resultado directo de la
destruccion de células diana en los tejidos (como ocurre en la poliomielitis), o puede deberse a la respuesta inmune frente al virus
(como ocurre en el modelo murino de miocarditis por virus Coxackie tipo B).

La mayoria de las infecciones son abortivas, debido a la existencia de anticuerpos neutralizantes. Los anticuerpos 1gG, IgM e IgA
aparecen con bastante rapidez en el curso de la infeccién. La inmunidad es, predominantemente, humoral, especifica de serotipo y
duradera (los anticuerpos persisten durante toda la vida). Las personas con un déficit de la inmunidad humoral tienen un mayor riesgo
de desarrollar la enfermedad paralitica cuando se utiliza para su vacunacion la vacuna de antipolio oral con virus atenuados (Sabin,
OPV), siendo recomendable en esta situaciéon el empleo de la vacuna parenteral de virus inactivados (Salk, IPV).

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Aislamiento virico e identificacion

La técnica de referencia para el diagnostico especifico de las infecciones por enterovirus es el cultivo en lineas celulares susceptibles.
Ante una sospecha de infeccién enteroviral se deben remitir muestras de heces (o torunda rectal), o bien un exudado faringeo. En el
caso de la meningitis aséptica debe remitirse LCR, aunque en la fase aguda de la infeccion se puede detectar el virus también en
plasma. Asimismo, se puede aislar de fluidos vesiculares, orina, exudado conjuntival y secreciones nasales. Se recomienda el envio
conjunto de muestras de LCR, exudado faringeo y heces, ya que aumenta el porcentaje de aislamiento. La excrecion es con
frecuencia intermitente; por tanto, debe recogerse mas de una muestra en un intervalo de 24-48 h. Dicha excrecion comienza a los
pocos dias de la infeccidén y puede mantenerse semanas o incluso meses, excepto en el caso de los Echovirus, donde rara vez excede
de un mes. El aislamiento a partir del exudado faringeo es posible durante la fase aguda de la infeccion, especialmente en los casos
con sintomas respiratorios. El periodo con el indice de aislamientos mas alto se establece en los cinco dias previos a la aparicion de
los sintomas, y continla hasta cinco dias después. Las muestras se transportan refrigeradas a 4°C y es recomendable que sean
almacenadas a temperaturas inferiores a —20 °C si no se procede a la inoculacion inmediata de los cultivos.

Se puede realizar un diagndstico presuntivo de infeccion enteroviral sobre la base del cuadro clinico, época del afio, linea celular que
permite el aislamiento virico y efecto citopatico asociado. Esta identificacién preliminar, sin esperar el tipo especifico de virus, tiene
utilidad en estudios de salud comunitaria, para no administrar tratamiento antibiético innecesario y para racionalizar las pruebas
diagnésticas a utilizar con posterioridad.

El aislamiento de un enterovirus Gnicamente a partir de heces, no indica necesariamente que sea el agente etiologico de la infeccion,
pues estos virus pueden excretarse asintomaticamente durante bastante tiempo; asimismo, en el caso de los poliovirus, puede tratarse
de un virus vacunal si el paciente ha sido vacunado hace poco o ha tenido contacto con alguna persona vacunada. De ahi que sea
importante la identificacién de los serotipos.

La mayoria de los serotipos mas habituales de enterovirus citopéaticos crecen bien en células de rifién de mono, aunque este tipo
celular no se usa actualmente en los laboratorios de diagnéstico virolégico debido a la dificultad de obtencién. Por esta razén, si se
quiere recuperar el maximo de tipos posibles, se deben inocular las muestras clinicas en distintas lineas celulares, y asi aumentar la
frecuencia y rapidez de recuperacion de enterovirus en las muestras clinicas. Para detectar los virus Coxsackie A es necesaria la
inoculacién en ratones recién nacidos, ya que en las lineas celulares se multiplican mal, o no lo hacen.

Los cultivos celulares més sensibles son las lineas WI-38 (pulmén embrionario humano), HEK (rifibn embrionario humano) y RD
(rabdomiosarcoma humano). Tras la incubacién a 37 °C, la presencia del virus se manifiesta por la aparicion de un efecto citopatico
tipico y rapido (24-48 h), caracterizado por la picnosis nuclear, redondeamiento citoplasmatico, aparicion de células refractarias,
degeneracion celular y despegamiento del frasco de cultivo. No deben considerarse (inicamente estas caracteristicas citopaticas como
la base para la identificacién, ya que puede confundirse con efectos téxicos sobre el cultivo, e incluso es semejante al producido por la
toxina de Clostridium difficile.

Algunas veces, el efecto citopatico no es claramente visible en ciertos tipos celulares como las células Vero o los fibroblastos
humanos, pero la realizacion de una tincion inmunofluorescente con anticuerpos monoclonales especificos permite su identificacion,
de ahi que sea recomendable hacerlo antes de descartar un cultivo como negativo. La centrifugacién aumenta la posibilidad de
recuperacion virica, asi como la rapidez de aparicion del efecto citopatico.

La identificacién del serotipo no tiene una utilidad clinica inmediata; la mayoria de las veces, lo importante es determinar con rapidez si
se trata de un enterovirus o no, aunque si tiene un claro interés epidemiolégico. Para la mayoria de los enterovirus, la identificacion
especifica se realiza mediante la neutralizacion, aunque también se utilizan otros tipos de técnicas como la hemaglutinacion indirecta
(HIA) y la fijacion del complemento (FC). La inmunofluorescencia (IF) es actualmente la forma més sencilla y rpida de tipificacion de
los enterovirus.

La prueba de neutralizacién se basa en contrarrestar el efecto citopatico sobre el cultivo mediante la utilizacion de un antisuero
especifico que impide la unién del virus a su receptor celular. La técnica se ha simplificado bastante con el desarrollo de mezclas
estandarizadas de antisueros especificos de tipo [como la propuesta por Lim y Benyesh-Melnick (LBM)], de manera que un antisuero
concreto aparece en 1, 2 6 3 mezclas. De esta forma, el enterovirus puede ser identificado por su patrén de neutralizacion, por la
mezcla o mezclas que contienen su antisuero homotipico. Las primeras mezclas disponibles fueron A-H, que identificaron 42
enterovirus y la mezcla J-P que identificaba 19 Coxsackievirus.



Uno de los inconvenientes de esta técnica es que ciertas cepas presentan agregacion de particulas viricas u otros factores que
reducen el contacto del virus con el anticuerpo. La fraccion no neutralizable puede ser debida a particulas viricas recubiertas entera o
parcialmente de material proveniente de la membrana celular, que incrementa la tendencia a agregarse del virus y lo hace menos
accesible a la neutralizacion. Esta puede mejorarse con tratamientos fisicos y quimicos de la muestra. La filtracion a través de una
membrana de porosidad apropiada consigue eliminar la fraccion no neutralizable, pero la recuperacion no siempre es 6ptima. Los
tratamientos quimicos con desoxicolato sédico, éter o cloroformo también mejoran el contacto virus-anticuerpo, por disgregacion de las
particulas virales, siendo de eleccidn el tratamiento con cloroformo para las suspensiones viricas de bajo titulo. La mayoria de los
problemas de neutralizacion con células en medio liquido se resuelven con las técnicas de microneutralizacion, que se realizan en
placa, y que permiten detectar anticuerpos incluso en presencia de fraccién no neutralizable, ya que es mas sensible que la prueba de
neutralizacion en tubos. Sin embargo, la laboriosidad de la técnica de neutralizacion y la aparicién de otros métodos mas sencillos
(como la IF) ha hecho que se utilice cada vez menos en los laboratorios de diagndstico viroldégico. También se utilizan para identificar
serotipos la HIA y la FC, aunque sélo un tercio de los diferentes enterovirus son capaces de aglutinar los hematies, y no todos pueden
ser identificados por FC, por lo que han caido en desuso.

Las técnicas inmunofluorescentes que detectan antigenos viricos son las mas utilizadas por su rapidez y sencillez. Actualmente,
existen disponibles antisueros contra el antigeno comuin de los enterovirus, que sirven de cribado inicial. Si es positivo, se realiza una
segunda técnica de IF con antisueros comunes de los virus Coxsackie A y B, Echovirus y Enterovirus 68-71. Por Gltimo existen
también antisueros especificos de tipo que permiten facilmente su reconocimiento individualizado.

Deteccion de anticuerpos especificos

Las técnicas serolégicas deben considerarse como un arma diagnostica adicional. La deteccion de anticuerpos especificos de tipo so6lo
deberian realizarse: a) si se dispone del aislamiento de un enterovirus y es necesaria la confirmacion del serotipo infectante, b) cuando
en un cuadro clinico puedan estar implicados varios enterovirus de un mismo grupo (v. g., pleurodinia por Coxsackievirus del grupo B),
c) ante un brote epidémico causado por un serotipo determinado, y d) en estudios seroepidemiol6gicos.

Seroneutralizacion. La técnica recomendada, y considerada de referencia, es la seroneutralizaciéon. Se necesitan muestras pareadas,
la primera tomada tan precozmente como sea posible durante en el curso de la infeccion, y la segunda 3-4 semanas después. Los
sueros de la fase aguda y convaleciente se estudiaran simultaneamente, utilizando varias diluciones del suero frente a una cantidad
constante de virus. El titulo se calcula sobre la base de la dilucién de suero que es capaz de neutralizar una cantidad dada de virus. Se
consideran significativos de una infeccion reciente aquellos incrementos de al menos cuatro veces respecto del titulo basal. Los titulos
de anticuerpos neutralizantes pueden ya ser elevados en el comienzo de la fase sintomatica, haciendo dificil la interpretacion de
resultados en una muestra Unica. Si el titulo es igual en las dos muestras apareadas, no es posible discernir si la infeccién se ha
producido recientemente o0 mucho tiempo antes, ya que los anticuerpos neutralizantes persisten durante afios, cuando no de por vida.

Fijacion del complemento (FC). Inicialmente se realiza la FC con un antigeno comun de enterovirus; si el resultado es positivo, se
debe repetir la técnica utilizando antigeno de los distintos grupos. Los anticuerpos FC aparecen durante el curso de la infeccion, pero
pueden desaparecer o caer a niveles bajos en pocos meses; si se obtienen las muestras en momentos apropiados, es posible
aumentar la utilidad diagnostica de la FC. Pueden aparecer reacciones cruzadas entre los distintos enterovirus, que hacen a ésta
técnica poco especifica de serotipo.

Hemaglutinacién. Relativamente facil de realizar, los pacientes que son infectados con un enterovirus hemaglutinante desarrollan
anticuerpos homotipicos que pueden persistir afios, aunque también pueden producirse anticuerpos heterotipicos que hacen que la
prueba pierda especificidad.

Inmunofluorescencia indirecta. Es posible detectar y titular anticuerpos usando una técnica de inmunofluorescencia. Se trata de
métodos sencillos que estan teniendo cada vez un uso mayor en los laboratorios diagnosticos, ya que permite la deteccion separada
de los anticuerpos IgG e IgM. Si s6lo se dispone de una muestra, la deteccién de anticuerpos especificos de la clase IgM puede ser (til
para identificar infecciones recientes.

Hemaglutinacion pasiva. Es un método que permite detectar elevaciones en el titulo de anticuerpos frente a los enterovirus. Existe
reactividad cruzada y los serotipos no pueden distinguirse, aunque la prueba puede servir de cribado para diagnosticar una infeccion
por enterovirus.

Enzimoinmunoanalisis (ELISA). Permite medir la respuesta sérica de los distintos tipos de inmnoglobulinas IgM, IgA e IgG; sin
embargo no, esta establecido su uso en el diagndstico de las infecciones enterovirales. Se ha empleado para detectar IgG especificas,
gue aparecen generalmente siete dias después del establecimiento de los sintomas. Mas recientemente se han desarrollado técnicas
de captura que permiten detectar IgM especifica de los virus Coxsackie grupo A y B y algunos Echovirus. Aunque existe reactividad
cruzada, suele reflejar una infeccion enteroviral reciente.

Deteccion de genoma (PCR)

Es conocido que el indice de recuperacién de enterovirus por cultivo a partir de LCR es bajo, debido a la escasa concentracion de
viriones en la muestra y a la dificultad de crecimiento de algunos serotipos en los cultivos celulares. La detecciéon de genoma mediante
PCR, aporta rapidez, aumento de sensibilidad y posibilidad de deteccién de todos los enterovirus, por lo que, aunque esta actualmente
en evaluacion, resulta muy recomendable en los laboratorios de Virologia. Asi, Andréoletti et al. (1998), detectan un 22% de muestras
de LCR positivas, frente a un 2,3% por cultivo. Recomiendan realizar la PCR en LCR y suero para aumentar la sensibilidad
diagnéstica.

Gorgievski-Hriosho et al. (1998) obtuvieron una diferencia significativa entre el porcentaje de diagnoéstico etioldgico por PCR (85%)
frente a un 24% por cultivo en muestras de LCR procedentes de pacientes con meningitis aséptica. Estos autores, ademas, cultivaron
muestras de heces y de exudado faringeo, asemejandose mas el porcentaje diagndstico al obtenido por la PCR (71% vs 85%).

Existen varios métodos comercializados, aungque el mas evaluado y con buena rentabilidad diagndstica (Roche Amplicor) ha sido



momentaneamente retirado del mercado. Recomendamos que, debido a las posibilidades diagndsticas que ofrecen estos métodos,
sean utilizados en todos aquéllos laboratorios con experiencia en técnicas de biologia molecular.
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