o

&

—=_RIC

ARTICULO ORIGINAL
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CSF RT-PCR standardization in pediatric patients
with enteroviral central nervous system infection

ABSTRACT

Objective. We standardized the RT-PCR panviral CSF and
determined its applicability in detecting acute enterovirus
infection in the central nervous system in children under 15
years. Material and methods. RT-PCR was performed
directly in CSF samples of 10 pediatric patients with suspected
CNS infection and 9, with different conditions of the central
nervous system. Results. 80% (8/10) of RT-PCR samples
were positive for enterovirus in patients with suspected CNS
infection and no sample was positive in patients with different
ailments. Conclusions. Since enteroviruses are among the
main etiologies of pediatric encephalitis, RT-PCR could be
particularly useful for rapid detection in CSF.
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INTRODUCCION

Se han caracterizado mas de 90 serotipos entre
los enterovirus humanos (HEVs), pero solamente se
reconocen 68 en la taxonomia actual.! Se dividen en
cuatro especies (HEV-A a -D); los tres serotipos de
poliovirus estan cercanamente relacionados a los se-
rotipos de NPEV (no polio EV) incluidos dentro de
las especies de HEV-C.2

Los EV pueden causar un amplio espectro de en-
fermedades que van desde un catarro de verano has-

RESUMEN

Objetivo. Estandarizar la RT-PCR panviral en LCR y deter-
minar su aplicabilidad para detectar infeccién aguda por ente-
rovirus en el sistema nervioso central en menores de 15 afos.
Material y métodos. Se realiz6é RT-PCR directamente en
muestras de LCR de diez pacientes pediatricos con sospecha de
infeccion del sistema nervioso central y en nueve con padeci-
mientos diferentes del sistema nervioso central. Resultados.
El 80% (8/10) de las muestras fueron RT-PCR positivas para
enterovirus en los pacientes con sospecha de infeccién del sis-
tema nervioso central; ninguna muestra resulté positiva en
los pacientes con padecimientos diferentes. Conclusiones. Ya
que los enterovirus se encuentran entre las principales etiolo-
gias de encefalitis pediatrica, la RT-PCR podria ser particular-
mente Gtil para su detecciéon rapida en LCR.

Palabras clave. Enterovirus. RT-PCR. Infeccién del SNC.

ta miocarditis y encefalitis, pero las infecciones ge-
neralmente permanecen asintomaéticas; asimismo,
ocasionan pérdidas econémicas y sociales significati-
vas.35 Cuando la inmunidad est4 intacta, las infec-
ciones tienen un curso autolimitante y el virus se
elimina. Los enterovirus son responsables de 80-
90% de todos los casos de meningitis aséptica®’ y de
5% de encefalitis.?

La relevancia de la infectividad de los enterovirus
queda de manifiesto en el estudio de Lamaréo, et
al.,? en el cual —por medio de cultivos virales— obtie-
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nen una prevalencia de meningitis aséptica de
13.2%; al estratificar, 57.6% fueron pacientes meno-
res de 11 afnos y los virus aislados fueron coxsackie-
virus B5 y Echovirus 30 y 4.

El diagnéstico se debe basar en la historia médica
y el examen, seguido por el anélisis del LCR para ni-
veles de glucosa y proteinas, analisis celular e iden-
tificacién del patégeno por PCR.10

El uso de medios celulares multiples es el mejor
método para la recuperaciéon de EV. Para mejorar la
efectividad de su aislamiento e impedir el uso innece-
sario de antibidticos es apropiado el uso de métodos
diagnésticos de laboratorio sensibles y rapidos, tales
como la PCR.11-13

Debido a que todos los serotipos de enterovirus
tienen una region conservada 5’ no traducida, el uso
de iniciadores provenientes de esta regién ofrece un
medio de identificacién de la mayoria de los entero-
virus que infectan a humanos.%!% La deteccién de la
regién 5’ no codificadora del genoma enteroviral en
LCR es el estandar de oro para el diagnéstico de in-
feccién del SNC por EV y proporciona resultados
oportunos en la clinica.!%1? En el presente trabajo
los iniciadores seleccionados correspondieron a la
mencionada regién; ademas, el RNA enteroviral tni-
camente se habia detectado en exudados faringeos y
en muestras de heces.?’

El diagnéstico molecular se convierte en el estan-
dar de oro y su uso en el momento de la admisién
del paciente (sobre la Ginica base de la sospecha cli-
nica de meningitis) ha brindado datos muy confia-
bles. Los datos citol6gicos y bioquimicos del anéalisis
del LCR son de bajo valor predictivo para influir en
la decisién inicial de tratar con antibiéticos.!® Las
pruebas con acidos nucléicos son mas sensibles que
los cultivos en el diagnéstico de infecciones entero-
virales. En los centros en donde el tiempo de entrega
para estas pruebas es < 24 h se pueden ahorrar cos-
tos e impedir el tratamiento antibiético innecesario
de meningitis aséptica.?!

La prueba de EV-PCR debe hacerse de rutina en
el laboratorio de los hospitales y considerarse como
parte del manejo inicial de meningitis.?2

La meningitis inicia con manifestaciones que
generalmente son inespecificas para una etiologia
dada. El principal dilema para el clinico es decidir
el inicio de un tratamiento probabilistico. En el
Departamento de Infectologia Pediatrica del Hos-
pital de Infectologia del Centro Médico Nacional
(CMN) La Raza, Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), la infeccién viral aguda del SNC
esta dentro de los principales diagnésticos de in-
ternamiento, representa 80% de los ingresos. La

infeccién por enterovirus en el SNC causa diferen-
tes presentaciones clinicas, las cuales se han rela-
cionado con la edad del paciente: en escolares es
comun encefalitis y meningitis; sin embargo, la in-
formacion sobre la frecuencia de las manifestacio-
nes no neurolégicas en otros grupos de edad es
limitada. En México, el cultivo de células para el
aislamiento viral no esta al alcance de los labora-
torios clinicos y hospitales.

OBJETIVO

Estandarizar la RT-PCR panviral en LCR y deter-
minar su aplicabilidad en la deteccién de infeccién
aguda por EV en el SNC en menores de 15 anos.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes

Se evaluaron diez pacientes que ingresaron a los
Servicios de Urgencias y Neurologia Pediatrica del
Hospital General, CMN La Raza, asi como al Servi-
cio de Infectologia Pediatrica del Hospital de Infecto-
logia del CMN La Raza. Con los diagnésticos de
meningitis aséptica o encefalitis aguda de probable
origen viral, fiebre sin causa explicable en menores
de un afo y crisis convulsivas desencadenadas por
fiebre en menores de seis anos. El tamano de mues-
tra fue pequeno porque se traté de un estudio piloto
para estandarizar la prueba.

También se incluyeron como controles nueve pa-
cientes con meningitis bacteriana, encefalitis por
otros virus (herpes, citomegalovirus o Epstein-
Barr), encefalomielitis, encefalopatia o crisis convul-
sivas.

El periodo de estudio fue de abril a septiembre
2007.

Después de ser aceptado el protocolo por el Comi-
té de Etica del hospital, se solicité a los padres o re-
presentantes legales el consentimiento por escrito
para ingresar al estudio.

Criterios de inclusién

* Diagnéstico probable o de sospecha de encefalitis
viral o meningitis aséptica por:
° Antecedente de enfermedad previa (diarrea,
exantema o sindrome gripal).
Sindrome febril.
Sindrome de hipertensién intracraneana.
Sindrome meningeo.
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Sindrome de dano neuronal y sindrome ence-
falico, de los que se contara con estudio cito-
quimico de LCR con patrén aséptico y
biometria hemética con diferencial y predomi-
nio de linfocitos.

* Menores de 15 anos de edad.
* Pacientes con autorizacién de los padres o tuto-

res para ingresar al estudio.

Diagnéstico clinico

Basado en historia clinica, exploracion fisica del
paciente, anélisis citoquimico del LCR, cultivo micro-
biolégico, tincién de Gram, coaglutinacién, tomogra-
fia computarizada de craneo y electro-encefalograma.

Procedimiento de toma de muestra

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les
realiz6 puncién lumbar para extraer el liquido cefa-
lorraquideo, el cual se almacené en condiciones esté-
riles y en congelacién hasta su procesamiento.

Descartada alguna contraindicacién de puncién
lumbar en los pacientes, se procedi6 a la extracciéon
de LCR para la toma de muestras de cultivos para
aerobios en medios rutinarios, tincién de Gram (2
mL), coaglutinacién (2 mL), citoquimico (2 mL);
diez gotas de LCR para la prueba de RT-PCR y 2 mL
para carga viral de CMV, VEB, HVS1 y HVS2. Del
expediente clinico se recolecté la informacién acerca
de la evolucién del padecimiento, manifestaciones
clinicas, complicaciones, dias de estancia y trata-
miento instituido.

Las muestras rutinarias para la identificacién mi-
crobiolégica en LCR se inocularon de inmediato en
el laboratorio clinico del hospital. A las 24 h se veri-
fic6 desarrollo en los medios de cultivo de LCR y el
reporte final se captur6 después de 72 h. El resulta-
do de la tincién de Gram y coaglutinacién de LCR se
recabé en 24 h, pero si la muestra se tomé el fin de
semana, el resultado se proporcioné en 48-72 h. El
resultado oficial de carga viral se entregé en un pe-
riodo de 7-10 dias hébiles. La muestra de LCR para
RT-PCR enteroviral se entreg6 en la Unidad de In-
vestigacién del Hospital de Infectologia en dias habi-
les y el fin de semana; la muestra se almacené a
-20 °C.

Se recabaron estudios de tomografia computari-
zada de craneo y el EEG fue interpretado por el
neurologo participante. La prueba de RT-PCR pan-
viral para enterovirus es una prueba validada;2°
una vez estandarizada, se procesaron las muestras

en LCR. El resultado de la RT-PCR se entregé al
médico tratante y se anoté la fecha en que se reci-
bié. Se eliminaron los casos cuando el cultivo del
LCR presenté un microorganismo bacteriano, en
casos de alta voluntaria o traslado a otro hospital
no perteneciente al IMSS, PCR cuantitativa positi-
va para otros virus (CMV, VEB, HVS1, HVS2) y
cuando la muestra fue insuficiente o con un alma-
cenamiento inadecuado.

Virus

Se utilizé una cepa de referencia como control
positivo de Echovirus 30 proporcionada por el Insti-
tuto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemio-
légicos (InDRE) para estandarizar la RT-PCR. Se
realiz6 la optimizacién de todos los pardametros de la
PCR como iniciadores, cloruro de magnesio, dN-
TPS, taq polimerasa, buffer y ADN. Esta prueba se
realiz6 con anterioridad en muestras fecales y en
exudados faringeos;2° la aportacién del presente es-
tudio fue hacerla en LCR.

Extraccion de RNA

El RNA se extrajo con isotiocianato de guanidina
y fenol, de acuerdo con el procedimiento descrito por
Chomeczynski.?? Las concentraciones de RNA de to-
dos los extractos se determinaron por fotometria.
Las muestras se almacenaron a -70 °C.

Iniciadores

Las secuencias de iniciadores (Cuadro 1) se selec-
cionaron de partes altamente conservadas de la re-
gion no codificadora 5’ (5’-NCR, por sus siglas en
inglés).20?* Los iniciadores consistieron de 20 a 21
bases con 100% de homologia con las secuencias co-
nocidas de RNA enteroviral (Cuadro 1). Usando la
combinacién de iniciadores 2 y 3, el producto ampli-
ficado fue de 155 bp y usando la combinacién de los
iniciadores 1y 3 el producto obtenido fue de 440 bp.

Cuadro 1. Especificaciones de la secuencia de iniciadores de enterovi-
rus para la PCR.

Iniciador ~ Secuencia Localizacion*
1 5-CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG-3’ 160-180
2 5-TCCTCCGGCCCCTGAATGCG-3 445-464
3 5-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3’ 580-599

*Las posiciones se refieren a la secuencia de coxsackievirus B1 de li-
zuka, etal®
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Trascripcion reversa y PCR

Se preparé una mezcla de reacciéon de 50 pwL. La
mezcla de reaccién contuvo 50 mM de KCI, 10 mM de
Tris-HCl (pH 8.9), 3.6 mM de MgCl,, 10 mM de cada
desoxinucléosido trifosfato (Accsess Quick™ RT-PCR
system), 5 U de transcriptasa reversa del virus de la
mieloblastosis aviar (Promega ™), 5 U de Tfl DNA po-
limerasa, 20 pmol de cada uno de los iniciadores 1y 3
(Cuadro 1) y RNA aislado de los sedimentos de las
muestras clinicas. Después de la incubacién a 37 °C
por 60 min, desnaturalizacién a 94 °C durante 5 min.
La amplificacion se realiz6 en 40 ciclos consistiendo de
desnaturalizacién por 1 min a 94 °C, alineamiento
de iniciadores por 1 min a 42 °C y extensién por 2
min a 72 °C. En todas las corridas se utiliz6 un con-
trol positivo y uno negativo. Las reacciones se anali-
zaron por electroforesis en geles de agarosa a 2%.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa a 2%, tefiido con bromuro
de etidio; 10 uL en cada carril del producto de PCR obtenido de los
DNA’s (440pb). (1) Marcador de 100pb, los tamafios de sus fragmentos
se indican a la izquierda; (2) control positivo, Echovirus 30; (3) control del
sistema, se usé agua destilada como templado; (4-6) muestras de LCR de
pacientes 1, 2 y 8 con posible infeccidn enteroviral.

Pb I 2 3 = 3 i

500ph
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100ph

PCR semi-anidada
Un segundo set de iniciadores 2 y 3 (Cuadro 1) se
utilizé para llevar a cabo la PCR a partir del pro-

ducto obtenido previamente. Se generé un producto
de PCR de 155 bp.

Validacién de la RT-PCR

La validacién de la prueba ya se habia realiza-
do.?% La sensibilidad analitica fue de 0.1 fg de la
clona que se utilizé de coxsackievirus tipo B3; que
correspondié aproximadamente a diez equivalen-
tes del genoma. La especificidad analitica de la
PCR se probé con virus no relacionados como ade-
novirus tipo 1, virus de paperas, CMV humano;
herpes simple tipo 1, 2 y 3; reovirus tipo 3 y virus
sincicial respiratorio. Ninguno de estos virus re-
accioné en la PCR. Durante la validacién se utili-
zaron para su deteccién, poliovirus tipos 1 a 3,
coxsackievirus tipos Al a A24, coxsackievirus ti-
pos B1 a B6, Echovirus tipos 1 a 33 (descartando
22 y 23 que actualmente pertenecen al género pa-
rechovirus tipos 1 y 2) y enterovirus numerados
del 1 al 71. Se obtuvo un producto de amplifica-
cion de 155 pb de todos los serotipos probados, ex-
cepto cuatro que no se detectaron con esta
combinacién de iniciadores: Echovirus tipo 16,
coxsackievirus tipos A11, A17 y A24. Las reaccio-
nes se analizaron por hibridacién en dot spot o
Southern blot.

RESULTADOS

Se identificaron diez pacientes que cumplieron
con los diagnésticos de inclusién.

Figura 2. Electroforesis de la PCR semiani-
dada. (1) Marcador de 100pb; (2) Echovirus 30
(155pb); (3) control negativo, (4, 5y 7) LCR de
pacientes 1, 2 y 8 (positivos); (6 y 8) LCR de pa-
cientes control (negativos).
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Ensayos de PCR

Luego de estandarizar las condiciones de la reac-
cion se encontré que en el control positivo se amplifi-
¢6 la banda inicial esperada de 440 pb, mientras que
en el control negativo y en las muestras de LCR de
los pacientes 1, 2 y 8 con sospecha de infeccién ente-
roviral, no se observ6 banda de amplificacién (Figura
1). Con la finalidad de aumentar la sensibilidad, se
realiz6 una segunda PCR semianidada a partir del
amplificado inicial, obteniéndose un producto de 155
pb demostrado en los LCR’s de los pacientes 1, 2y 8,
confirmando asi la positividad (Figura 2).

El1 80% de las muestras fueron RT-PCR positivas
para enterovirus. Entre los pacientes con prueba po-
sitiva, 6/10 fueron del genero masculino, la media de
edad se ubicé en 7 + 3, con un rango de 3 a 13 anos.

Cuadro 2. Manifestaciones clinicas y hallazgos de los estudios de gabinete.

Entre las principales manifestaciones clinicas
nueve presentaron crisis epilépticas, seguidas de fiebre
> 38 °C y manifestaciones neurolégicas en siete.
El sindrome encefélico se caracterizo6 por alteraciones
en el comportamiento, alucinaciones y alteraciones en
el estado de conciencia. En la totalidad de los pacien-
tes se realiz6 tomografia computada de craneo, tres
presentaron hallazgos anormales. El 90% de pacien-
tes manifest6 crisis convulsivas, en 50% el patrén fue
de crisis focales. Sélo en un paciente se detect6 corre-
lacion entre los hallazgos de la tomografia de craneo
y el electroencefalograma (Cuadro 2). Presentaciones
menos comunes fueron crisis epiléptica aislada y sin-
drome cerebeloso en 10%. Antecedente de infeccién
previa se encontré en cinco casos, cuatro habian pa-
decido infeccién de vias respiratorias superiores y
10% de gastroenteritis aguda.

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fiebre > 38 °C No Si No No Si Si Si Si Si Si
Alteracion del estado de conciencia Si No Si Si Si Si Si No Si No
Cambios en el comportamiento Si No Si Si No No Si No No No
Alucinaciones Si No No No No No Si No No No
Crisis convulsivas
Focales Si Si No Si Si Si
Generalizadas Si Si Si Si No
Déficit neurologico Si Si Si Si No Si Si Si Si Si
Tomografia computada Normal Trombosis  Normal Infartos  Normal ~ Normal Imagen  Normal Normal Normal
SEeno-venoso multiples hipodensa
bilaterales
Electroencefalograma NR* NR* NR* NR* NR*  Paroxismos  Paroxismos
polipuntast  polipuntas§ NR* NR*  NR*

* NR: No reportado. T En pedunculo cerebeloso. ¥ Complejas p-0 1.5 Hz. § En hemisferio izquierdo, en region frontotemporal y occipital.

Cuadro 3. Caracteristicas del liquido cefalorraquideo inicial de los pacientes.

Paciente  Edad (afios) Aspecto Células (mm3)  Proteinas (mg/dL)  Glucosa (mg/dL)  Eritrocitos (mm?) DHL (mg/dL)
1 7 Turbio 5 NR* 50 3+ 47
2 5 Agua roca 2 15 ¥ 0 NR*
3 6 Transparente 3 3 60 0 NR*
4 3 Transparente 4 0 D 0 NR*
5 8 Transparente 3 46 70 0 NR*
6 4 Agua roca 10 46 104 0 47
7 13 Transparente 4 35.1 73 0 5
8 9 Transparente 13 0.1 46 0 18
9 11 Transparente 7 # » 0

10 7 Transparente 7 40 6 0 Pl

*NR: No reportado.
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Cuadro 4. Resultados de la RT-PCR comparados con el panel viral de otros virus causantes de infeccion en el SNC.

Pacientes Diagnéstico Herpes 1y 2 CMV Epstein-Barr RT- PCR/EV
1 Encefalitis Negativo ND** Negativo Positiva
2 Encefalitis Negativo Negativo Negativo Positiva
3 Encefalitis Negativo Negativo Negativo Negativa
4 Encefalitis Negativo Negativo Negativo Positiva
5 Encefalitis Negativo NR* NR* Positiva
6 Neuroinfeccion Negativo Negativo Negativo Positiva
7 Encefalitis Negativo Negativo Negativo Positiva
8 Encefalitis Negativo Negativo Negativo Positiva
9 Meningitis subaguda Negativo Negativo Negativo Positiva

10 Meningoencefalitis Negativo Negativo Negativo Negativa

*NR: No reportado. ** ND: No detectable.

El citoquimico de LCR fue anormal en 60% (Cua-
dro 3). Todos los casos con RT-PCR positiva para
enterovirus tuvieron cultivos bacterianos sin desa-
rrollo, coaglutinacién y tincién de Gram negativos;
el nimero de copias de PCR cuantitativa de citome-
galovirus (< 600 copias/uL) y Epstein Barr (< 125
copias/ul) fueron negativas para enfermedad al
igual que los resultados de herpes simple 1 y 2 por
PCR cualitativo. Los nueve pacientes con enferme-
dades diferentes del SNC presentaron la RT-PCR
panviral negativa. Ante la imposibilidad de contar
con el aislamiento viral, el diagnéstico clinico se
consideré como el estandar de oro, el cual fue anali-
zado por médicos especialistas en Neurologia e In-
fectologia, basandose principalmente en el que ellos
consideran un patrén aséptico, como la presencia de
mononucleares, proteinas de 50 a 200 mg/dL, gluco-
sa mayor a un tercio de la sérica y LCR con aspecto
de agua de roca (Cuadro 4). Los valores predictivos
positivo y negativo para la RT-PCR fueron de 100 y
81%, respectivamente.

La estancia hospitalaria se colocé entre cuatro a
49 dias, promedio 19 + 12, la estancia se prolongé
en 3/10 pacientes por complicaciones agudas. Las
complicaciones en el primer paciente fueron hiper-
tensién endocraneana, infartos cerebrales y paro
cardiorrespiratorio. El segundo caso ingres6 con de-
terioro neurolégico, hemiparesia fasciocorporal dere-
cha, se sum6 neumonia nosocomial y egresé con
afasia. El ultimo paciente cursé con sepsis e hiper-
tensién endocraneana. Ninguno de los pacientes con
RT-PCR positivos para enterovirus fallecié.

DISCUSION

El beneficio del estudio podria ser una posible limi-
tacién del uso innecesario de antibi6ticos; ademés, el

RNA enteroviral (con los iniciadores seleccionados en
este estudio) nunca se habia detectado en LCR.

Aunque la muestra estudiada fue pequena, la etio-
logia por enterovirus coincide con la reportada en la
literatura mundial que se ubica de 26 a 80%.25-27

En la mitad de los pacientes estudiados el antece-
dente de infecciéon aguda reciente de vias respi-
ratorias altas o de gastroenteritis aguda estuvo
presente, lo que sugiere que los enterovirus pueden
tener un papel importante en la infeccién respirato-
ria aguda de la infancia.?8 Los preescolares y escola-
res del género masculino fueron los mas afectados;
llama la atencién que ningGn caso de meningitis o
encefalitis fue identificado en el grupo de lactantes,
comportamiento que coincide con las publicaciones
de meningoencefalitis por enterovirus.29-31

Las manifestaciones clinicas dominantes fueron
crisis convulsivas, déficit neurolégico y fiebre. En la
mayoria de los casos se sustent6 el sindrome encefa-
lico. Crisis convulsivas y fiebre fueron carac-
teristicas constantes. No se detecté un patrén
predominante de crisis convulsivas. La afasia fue el
principal signo de déficit neurolégico al ingreso. En
contraste con la literatura, la fiebre fue un signo co-
miin,39:32

Las infecciones por enterovirus se diagnostican
por aislamiento viral seguido por serotipificacién
con un panel de antisueros neutralizantes. Sin em-
bargo, este procedimiento es laborioso y desafortu-
nadamente no se realiza de rutina en México. En
cuanto a diagnéstico molecular, se han desarrollado
los ensayos de hibridacién dot spot e hibridacién in
situ para detectar el genoma enteroviral.3® No obs-
tante, estos métodos carecen de sensibilidad.

A diferencia de otros, el ensayo de PCR utilizado
en este estudio puede detectar un rango amplio de
enterovirus. Se detectaron 8/10 de los casos con
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diagnéstico clinico de infeccién del SNC viral, me-
diante RT-PCR panviral. Los valores predictivos po-
sitivo y negativo para la RT-PCR fueron de 100 y
81%, respectivamente.

En el presente estudio, a pesar de contar con una
muestra pequena, se sugiere que los enterovirus se
encuentran entre las principales etiologias de ence-
falitis pediatrica y la RT-PCR podria ser particular-
mente atil para su deteccién rapida. Ya que las
técnicas virolégicas convencionales para la detec-
cién de virus en SNC no estan disponibles en todas
las Unidades de Atencién Médica, la PCR sera una
poderosa herramienta diagnéstica. Desafortunada-
mente, la prueba utilizada en el presente estudio tie-
ne la limitante de que es panviral y no permite
identificar cudl es el enterovirus implicado.

El diagnéstico viral molecular rapido de una en-
fermedad benigna que no requiere de tratamiento,
pero que de inicio es preocupante, representa una
ventaja indiscutible. Es benéfico tanto para el pa-
ciente como para la comunidad por su impacto en la
economia de la salud, el consumo innecesario de far-
macos, dando como resultado, la resistencia a los
antibiéticos.

Los resultados de la presente investigacion sirvie-
ron para ampliar el nimero de casos y determinar la
prevalencia de enterovirus en el sistema nervioso
central a través del diagnéstico molecular.
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