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RESUMEN

Introduccion. Los Adenovirus (Ad) son responsa-
bles de al menos el 5% de las Infecciones Respi-
ratorias Agudas (IRA) en el mundo.Generalmente
producen infecciones de vias respiratorias medias
que regularmente son autolimitadas. Sin embargo,
algunos pueden inducir enfermedad respiratoria
con alta morbilidad dependiendo de ciertos tipos
de Ad y el estado inmunologico del paciente.
Objetivo. Identificar los tipos de Ad aislados de
muestras de pacientes con infeccion respiratoria
aguda.

Material y Métodos. Para aislar Ad, se inocularon
muestras de secreciones respiratorias en células
HEp-2. Se reconocio el aislamiento de Ad por
inmunofluorescencia indirecta. La tipificacion se
realizo mediante andlisis de restriccion con las
endonucleasas Eco-RI, Hind-III, Bgl-II y Sma-I
(RFLP - Polimorfismo en el tamafio de los frag-
mentos de restriccion).

Resultados. Fueron analizadas 118 muestras,
el 22% resuld positivo a adenovirus por
inmunofluorescencia especifica. El uso del
RFLP, permiti6 la identificacion de Adl en
cuatro muestras, Ad2 en seis muestras y dieciséis
presentaron AdS.

Conclusiones. Este trabajo es el primero en
reportar la presencia de Adl, Ad2 y AdS en
pacientes con infeccidn respiratoria aguda.

Palabras Clave: Infeccion respiratoria aguda,

adenovirus, RFLP.

SUMMARY

Adenovirus isolated from Mexican patients
with Acute Respiratory Infection
Introduction. Adenoviruses are responsible for
at least 5% of acute respiratory infections world
wide. Regularly, they produce self-limited middle
respiratory tract infections. Depending on the type
of infecting adenovirus and the immunological
status of the patient, adenoviral infection may
result in high morbidity of respiratory diseases.
Objective. To identify the adenovirus type
from isolates of patients with acute respiratory
infection.

Material and Methods. In order to isolate the
adenovirus agent, samples of respiratory secretion
were inoculated into HEP-2 cells. Detection
of adenoviral isolation was done by indirect
immunofluorescence. Adenoviral typing was done
by restriction enzyme analysis using the enzymes
Eco-RI, Hind-III, Bgl-II and Sma-I (RFLP).
Results. A total of 118 samples were analysed, of
which 22% were identified as adenovirus positive
by specific immunofluorescence. The RFLP pattern
allowed the typing of Ad1 in 4 samples, Ad2 in 6
samples and 17 samples had the type AdS5.
Conclusions. We are reporting for the first time
the presence of Ad1, Ad2, and Ad5 in patients with
acute respiratory infection.
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INTRODUCCION

Los adenovirus (Ad) estan ampliamente distri-
buidos en el mundo, infectan millones de personas
causando diversas manifestaciones clinicas tales
como queratoconjuntivitis, cistitis hemorragica,
gastroenteritis y afectan seriamente vias respirato-
rias altas y bajas (1). Son virus de ADN, desnudos,
de forma icosaédrica de 70-90nm de didmetro. Es-
tan constituidos por 252 capsémeros, doce de los
cuales forman la base de una proyeccion conocida
como filamento, éste es utilizado para unirse a las
células epiteliales de los tejidos que infectan (2).
La familia Adenoviridae se constituye por mas de
100 tipos de adenovirus que forman dos géneros,
Mastadenovirus'y Aviadenovirus. El género Avia-
denovirus se limita a virus de aves mientras que
Mastadenovirus afecta varios mamiferos; se han
reportado 51 tipos capaces de afectar al hombre
(3). Los tipos de Ad se han clasificado en 6 subgé-
neros (A-F) basados en su capacidad de aglutinar
eritrocitos, facultad conferida al filamento. Otras
caracteristicas se han incluido en la clasificacion,
¢éstas incluyen la capacidad oncogénica del virus
en ratones, movilidad electroforética de las protei-
nas y la homologia en el genoma identificada por
hibridacion molecular cruzada, secuenciacién o
digestion con endonucleasas de restriccion (4).
Los adenovirus producen infecciones intimamente
relacionadas con su tropismo en diverso tejidos;
AdS8, Ad19 y Ad37 infectan ojo; Ad1, Ad2, Ad3,
Ad4, Ad5 y Ad6 infectan preferentemente vias
respiratorias mientras que Ad40 y Ad41 causan
infeccion en tracto digestivo (4,5).

Los Ad respiratorios son los responsables
al menos del 5% de las infecciones respiratorias
agudas (IRA) a nivel mundial. Los sintomas
usuales incluyen congestion nasal, tos y coriza,
acompafiados por malestar general, fiebre, mialgias
y dolor de cabeza. Algunos pacientes puede
presentar inflamacion exudativa de amigdalas
que la hacen indistinguible de una enfermedad
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causada por estreptococos del grupo A. Los tipos
Adl, Ad2, Ad5 y Ad6 que conforman al subgénero
C, son los mas frecuentemente involucrados
(6,7); los tipos Ad3 y Ad7 (subgénero B) son
responsables de cuadros faringo-conjuntivales
y casos esporadicos de cuadros respiratorios
severos (8-10). Particularmente en nifios muy
pequefios pueden ser fatales o asociarse con dafios
pulmonares cronicos. En pacientes con infeccion
latente por adenovirus se ha mostrado bronquiolitis
obliterante caracterizada por atrapamiento de aire,
engrosamiento peribronquial con disminucion del
diametro y cantidad de los vasos, bronquiectasias y
atelectasia cicatrizal con colapsos pulmonares, con
la consecuente bronquiolitis constrictiva (11-16).
El objetivo de este estudio fue identificar los
tipos de Ad aislados de muestras de pacientes
con IRA, para lo cual se utiliz6 el aislamiento del
agente etiologico en cultivos celulares y el analisis
de restriccion con endonucleasas sobre el ADN
(RFLP).

MATERIAL Y METODOS

Muestras clinicas. Se analizaron 118 muestras
bioldgicas de exudados faringeos las cuales fueron
referidas al Instituto de Diagnostico y Referencia
Epidemiologicos (InDRE) de la Secretaria de
Salud, del 2001 al 2003 y que cumplieron con
los siguientes criterios de inclusion: a) muestras
provenientes de los estados de la Republica
Mexicana de pacientes con IRA que acuden a
consulta de centros de salud de primer nivel, b)
Ambos sexos y c¢) Cualquier edad.

Toma de muestra. Las muestras fueron tomadas
durante los primeros 5 dias del inicio de la enfer-
medad con hisopos de dracén o raydn y colocadas
en un medio de transporte viral; y mantenidas a
4°C hasta su envio al InDRE (17)

Aislamiento de adenovirus en cultivo celular.
Las muestras bioldgicas fueron inoculadas en la
linea celular HEp-2 procedentes de carcinoma
epidermoide de laringe de rata (ATCC. Kansas Cy
MO). Estas células con morfologia epitelial son
susceptibles a ser infectadas por Ad. Después de 3
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a 5 pases, se observa el efecto citopatico caracteris-
tico (ECP). Este efecto consiste en cambios morfo-
lo6gicos, bioquimicos y moleculares producidos por
la replicacion viral y son visibles al microscopio
optico, las células se redondean y fusionan entre
ellas formando racimos, se incrementa el efecto
de refringencia y pueden observarse granulaciones
irregulares intranucleares (18).

Prueba de inmunofluorescencia. El aislamiento
fue corroborado mediante la prueba de inmu-
nofluorescencia indirecta (IFT) (19). Se utiliz6 el
estuche de diagnostico Respiratory Panel 1 Viral
Screening & Identification IFA Kit (Chemicon
International Inc.) que permite la identificacion de
los virus de Influenza A y B, Sinsicial Respiratorio,
Parainfluenza 1,2 y 4 y adenovirus (Chemicon
International Inc.). Se us6 yoduro de propidio
como colorante de contraste (Sigma-Aldrich Co.
St Louis MO), el cual tifie de rojo los acidos
nucleicos.

Extraccion de ADN. Los adenovirus aislados fue-
ron replicados nuevamente en cultivos de células
HEp-2 hasta obtener ECP. Las células infectadas
se sometieron a un proceso de congelacion y
descongelacion por tres periodos para liberar las
particulas virales. Se centrifugaron a 300Xg por 10
minutos y se procedio a la extraccion del ADN se-
gun el método de Elsom (20). El material genético
fue almacenado a -20°C hasta su identificacion.
Tipificacion de adenovirus por RFLP. El DNA
total de los virus aislados se sometio a analisis de
restriccion con las endonucleasas Eco-RI, Hind-
II1, Bgl-IT y Sma-1I, las digestiones se realizaron de
acuerdo a los protocolos de Sigma (Sigma-Aldrich
Co. St Louis MO). Los productos de digestion
fueron procesados para electroforesis en un gel
de agarosa al 1%, por 9h a 40 volts y se tiiid con
bromuro de etidio 1ug/ml (Sigma-Aldrich Co. St
Louis MO). Se usaron como marcadores estanda-
res de pesos moleculares Lambda DNA/EcoRI +
Hind Il y ¢ X174 DNA/Hae III (Promega Co. Ma-
dison, WI). La identificacion de los tipos se realizéd
por comparacion con los patrones de restriccion
reportados en la literatura (14,21-23).

RESULTADOS

En este estudio se analizaron 118 muestras
procedentes de pacientes con IRA y que cumplieron
con los criterios de inclusion.
Aislamiento de Adenovirus en cultivo celular.
Todas las muestras se inocularon en la linea
celular HEp-2. El control de células sin infectar
no presentd alteraciones morfoldgicas (Figura
1a). El ECP caracteristico de Ad se observo en 26
de las muestras estudiadas (22%) (Figura 1b).
Prueba de inmunofluorescencia. El aislamiento
de Ad fue corroborado por esta prueba. Las células
no infectadas s6lo presentaron el colorante rojo de
contraste. Las células infectadas se distinguen por
la marcada fluorescencia verde brillante. (Figura
lecy 1d).

Figura 1. Cultivo celular e inmunofluorescencia. Células
HEp-2 a) no infectadas; b) efecto citopatico caracteristico
de adenovirus. La flecha indica la agrupacién celular, c)
Inmunofluorescencia en células HEp-2 no infectadas,
solo presentan el colorante de contraste con yoduro
de propidio; d) las células infectadas presentan en
anticuerpo especifico para adenovirus-FITC que tifie de
color verde brillante.

El Cuadro 1 presenta los datos de edad y
procedencia de los pacientes de quienes se aislaron
e identificaron los Ad. El Distrito Federal y Nayarit
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presentaron Adl, Ad2 y AdS, los estados de
Michoacén Ad2 y AdS, y Tamaulipas, Hidalgo y
Yucatan AdS. De los casos estudiados 22 de ellos
fueron menores de 13 afios (81%) y 4 adultos.

Cuadro 1
Muestras de pacientes con IRA positivas para Adenovirus
NOMBRE | *EDAD | PROCEDENCIA | TIPO
2001 AEM 24 A Distrito Federal Ad5
ARS 53A Nayarit AdS
DOR 6A Nayarit Ad5
EBM 13A Distrito Federal Ad5
EMV 3A Michoacan Ad5
ALS 10A Distrito Federal Ad5
AFA 1A Distrito Federal Adl
2002 AIBG 12A Nayarit Adl
AIGL R/n Nayarit AdS
JRR 4 A Michoacan Ad2
GROG 2A Distrito Federal Adl
LERC 2A Michoacan AdS
MVM 5M Distrito Federal AdS
JEC 10A Distrito Federal Adl
AEGG 1A Distrito Federal AdS
0cz 6A Hidalgo AdS
BFP 3A Nayarit Ad2
JPP 6A Michoacan Ad2
FGR 1A Distrito Federal Ad2
CSp 12A Nayarit Ad2
AYOR 10A Yucatan AdS
2003 FCB 1A Distrito Federal Ad5
NLC 6A Distrito Federal AdS
MALA 51TA Tamaulipas AdS
MRVM 39A Distrito Federal Ad5
MOG 8A Distrito Federal Ad2

* R/n=Recién nacido, M=Meses, A=Afos

Tipificacion de adenovirus por RFLP. La Figura
2 presenta los patrones que se obtuvieron con
los productos de digestion del DNA total de las
particulas virales. El uso de las cuatro enzimas
de restriccion, permitio la identificacion de Ad1 en
cuatro muestras, Ad2 en seis muestras y dieciséis
presentaron AdS.
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Fig 2. RFLP de Adl, Ad2 y Ad5. Eco RI (lineas 2, 7 y
12); Hind III (lineas 3,8 y13); Bgl II (lineas 4,9y 14) y
Sma I (lineas 5, 10 y 15). Las lineas 1, 6 y 11 presentan
el DNA sin digerir. Se usaron como marcadores de peso

molecular el DNA de A digerido con Hind IIT y DNA de
¢ digerido con Hae III.

DISCUSION

Los adenovirus respiratorios representan un
problema de salud publica. Ellos inducen entida-
des clinicas de un amplio rango de severidad. A
pesar de que las caracteristicas epidemioldgicas
de los adenovirus varian segun el tipo, todos son
transmitidos mediante el contacto directo, éste
suele ser fecal-oral, y ocasionalmente por el agua.
Se ha demostrado que algunos adenovirus (como
los serotipos 1, 2, 5y 6), son endémicos en varios
lugares del mundo donde han sido estudiados. La
infeccion por estos tipos es adquirida en la nifiez;
en esta etapa pueden ser persistentes en pulmones
y amigdalas, y cursan como casos asintomaticos
(15,16). Otros tipos causan infeccion esporadica o
brotes ocasionales. Se han reportado Ad responsa-
bles de infecciones de vias respiratorias medias que
regularmente son autolimitadas. Las infecciones
severas de vias respiratorias bajas, son producidas
por tipos de Ad3 y Ad7 que pueden incapacitar al
paciente o llegar a ser fatales (11-13). Los brotes
de enfermedad respiratoria estan asociados con
este virus, ocurren mas frecuentemente al final del
invierno, en la primaveray al inicio del verano, sin
embargo, las infecciones por adenovirus pueden



150

Adenovirus e infeccion respiratoria aguda en mexicanos

ocurrir en cualquier temporada del afio.

En un estudio controlado realizado con 18000
ninos del Hospital del Nifio en Washington D.C.,
los tipos de Ad 1, 2, 3, 5, 6 y 7 se encontraron
asociados significativamente con infeccion respi-
ratoria aguda de vias bajas (24). Ocasionalmente
se presentan neumonias en nifios ocasionadas por
Ad3, Ad44 y Ad21, muy probablemente estos ca-
sos estan asociados a condiciones particulares del
paciente como el estado nutricional e inmunologi-
co, edad, y susceptibilidad genética (18, 25, 26).

Es importante mencionar que en paises de
América Latina se han reportado adenovirus que
afectan vias respiratorias. Kajon y colaboradores,
realizaron un analisis por enzimas de restriccion
en 148 muestras de nifios menores de 1 afio, pro-
cedentes de Argentina, Chile y Uruguay. Ellos
identificaron Adl, Ad2 y Ad5 y las variantes
genotipicas D1 para Adl, D5 de Ad2 y D36 de
Ad5, también reportan que los varones son los
mas afectados (22). Un dato importante de citar,
es que también se han identificado adenovirus
del subgénero C asociados con conjuntivitis en
pacientes mexicanos (27).

En una comunicacion muy reciente (11 de
octubre del 2007), las autoridades panamenas de
salud confirmaron la muerte de 17 nifios en la co-
marca indigena Gnobe Bugl¢, del centro del pais,
por problemas respiratorios causados por el “ade-
novirus”. Sin embargo no indican la identificacion
de tipos especificos (28).

En estados Unidos de América se ha dado
particular interés al estudio de Ad7, debido a que
es el Ad responsable de casos agudos que pueden
ser fatales y casos con dafios pulmonares crénicos
(17,30).

En este estudio pudimos observar que el 81%
de los pacientes afectados por adenovirus fueron
nifos e infantes, lo que concuerda con lo reportes
antes mencionados.

En México se conoce poco sobre la prevalen-
cia de adenovirus y de los tipos circulantes. Pizarro
y colaboradores, identificaron por neutralizacion
los anticuerpos de los tipos Ad1, Ad2 y Ad6 (30).

En otro reporte identifican por fijacion de comple-
mento, la presencia de anticuerpos anti-adenovirus
en poblaciones cerradas (militares) asi como el
aislamiento de Ad2 como responsable de un brote
faringo-conjuntival en una casa de cuna (31,32)

Lopez y colaboradores de InDRE, realizaron
un estudio de 1995 al 2000, con muestras prove-
nientes de pacientes con diagndstico presuntivo de
IRA; reportan que de 8029 muestras analizadas por
Inmunofluorescencia indirecta, 94 (1.17%) fueron
positivas a adenovirus, ademas observaron que las
infecciones por este virus no presenta un patron
estacional aparente (33)

A pesar de que los Adl,Ad2, AdS, y Ad6
infectan mas del 80% de la poblacion humana
en las primeras etapas de la vida, el virus puede
establecerse como una infeccion asintomatica en
la cual los viriones infectivos son liberados en las
heces por varios afios, esta podria ser la fuente
probable de las infecciones persistentes asociadas
a los tejidos linfoides en mucosas (adenoides y
amigdalas) en nifos pequefios. Regularmente en
etapas tempranas de la vida estan mas comunmente
asociadas a resfriados, conjuntivitis, complica-
ciones de vias respiratorias bajas y sindromes en
pacientes inmunocomprometidos, lo que justifica
la importancia de identificarlos y monitorearlos
como parte de la vigilancia epidemiologica de
virus que causan [IRA.

En este articulo identificamos a los tipos Ad1,
Ad2 y adS5 del subgénero C con un 22%, que co-
rresponde Unicamente al porcentaje de positividad
con las técnicas utilizadas. Resulta de importancia
realizar un estudio representativo a nivel nacional
que permita entender la prevalencia de estos virus.
Es de importancia aclarar que Ad6 raramente es
detectado en comparacion con los otros tipos del
subgénero C, esto podria estar relacionado con
varios factores como la edad en que se presenta
la infeccion, el inicio de la misma y su temprana
deteccion, el tipo de linea celular que se utiliza
para el aislamiento, asi como la permisibilidad de
Adb6 a las células, entre otros.

El analisis RFLP para DNA viral puede
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ser utilizado como una poderosa herramienta
para estudios epidemiologicos (14,21-23). En
este estudio mostramos el patron de restriccion
del ADN de adenovirus aislados de pacientes
mexicanos con IRA. El uso de un grupo de
cuatro endonucleasas de restriccidon, permitid
tipificar facilmente los tipos Adl, Ad2 y Ad5
usando comparativamente, patrones prototipos
previamente publicados. Es importante mencionar
que las enzimas de restriccion utilizadas, pueden
identificar cualquier tipo de adenovirus.

CONCLUSIONES

Este trabajo es el primero en México en
mostrar la presencia de Adl, Ad2, Ad5 en
pacientes con IRA a partir de la inoculacion de las
muestras en la linea celular HEp-2 y el analisis de
restriccion con endonucleasas.

Sabemos que adenovirus es endémico en
México, sin embargo se ha dado poca atencion
a la tipificacion y el dafio que puede causar. Este
estudio propone una técnica para la identificacion
de tipos de Ad, como una alternativa que facilite
los estudios epidemiologicos que muestren la im-
portancia de la infeccion por este virus en nuestro
pais.
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