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RESUMEN

Introduccion. La significacion de la infeccion
por Adenovirus (AdV) en pacientes inmunocom-
prometidos ha sido firmemente establecida. Estas
infecciones tienen el potencial de causar enferme-
dad diseminada, con altos indices de mortalidad, y
son consideradas un gran problema en el cuidado
de estos pacientes.

Objetivo. Investigar el papel de los adenovirus en
las infecciones respiratorias en pacientes cubanos
infectados por el VIH y caracterizar los aislamien-
tos obtenidos en especies y serotipos, utilizando
técnicas de biologia molecular.

Materiales y Métodos. Fueron investigadas
prospectivamente 21 muestras de liquidos bron-
coalveolares de pacientes seropositivos al VIH,
con sintomas respiratorios de larga evolucion, de
etiologia no precisada, dentro de los cuales pre-
dominaba la neumonia a repeticion que, a pesar
de la terapia antibidtica, permanecian sin resolver.
El diagnostico inicial fue realizado mediante PCR
y aislamiento viral. La identificacion y caracteri-
zacion en serotipos de los aislamientos fue reali-
zada por métodos de PCR. Fueron investigados,
ademas, otros patdgenos respiratorios tales como
bacterias y hongos.

Resultados. De las 21 muestras, en 10 de ellas
(48%) fue detectada la presencia de AdV vy el
virus fue aislado en siete (70%). La neumonia
fue la manifestacion clinica predominante en el

50% de los casos positivos. Los AdV encontrados
pertenecieron a las especies B (28%) y C (71%),
serotipo 3y serotipos 1y 2, respectivamente. En
el 80% de los casos, AdV fue encontrado como
unico patogeno y en 2 (20%) fue detectado junto
con bacterias.

Conclusiones. Se identificaron a los adenovirus
como causantes de infeccidn respiratoria en pa-
cientes seropositivos al VIH, particularmente las
especies By C; por lo que su inclusion en los com-
plementarios de rutina seria Util para el manejo
y tratamiento del paciente VIH con infeccion
respiratoria. La combinacion de técnicas clasicas
y moleculares, introducidas en el laboratorio, re-
sultaron utiles para el diagnostico, la identificacion
y la caracterizacion de este grupo viral.

Palabras claves: adenovirus, infeccion respi-
ratoria viral, pacientes inmunocomprometidos,
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ABSTRACT
Detection of adenoviruses from bronchoalveolar
lavage fluid in HIV- infected Cuban patients

Introduction. The significance of AdV infection
in immunocompromised patients has been firmly
established. These infections have the potential
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to cause disseminated disease with high mortali-
ty rates, and the clinical management of infected
patients is a major problem.

Objective. To research the role of Adenovirus
in Respiratory Infections in HIV-infected Cuban
patients, and to characterize the isolates obtained
in species and serotypes using Molecular Biology
techniques.

Materials and Methods. 21 samples of bronchoal-
veolar lavage fluid from HIV-positive patients with
respiratory symptoms of prolonged evolution with
uncertain etiology, in which there was a predomi-
nance of chronic pneumonia were researched. In
spite of antibiotic therapy, their problems remained
unresolved. The initial diagnoses were performed
by PCR and viral cultures. The identification and
typing of AdV isolates were achieved by PCR.
Other respiratory pathogens, such as bacteria and
fungi were also investigated.

Results. In 10 (48%) out of the 21 samples the
presence of AdV was detected, and the virus was
isolated in 7 of them (70%). Pneumonia was the
predominant clinical manifestation (50 % of the
cases).The AdV found belonged to species B
(28%) and C (71%), type 3 and types 1 and 2,
respectively. In 80% of the cases, only AdV was
found, and in 20% AdV was found together with
bacteria.

Conclusions. Adenoviruses were identified as
causative for respiratory infections in HIV-positive
patients, particularly the B and C species. For that
reason, including them in diagnostic testing would
be useful in treating and managing HIV patients
with respiratory infections. The combination of
classical and molecular techniques proved very
effective in diagnosing, identifying and characte-
rizing adenoviruses.

Key words: adenovirus, viral respiratory infec-
tions, immunocompromised patients, bronchoal-
veolar lavage fluid

INTRODUCCION
Las infecciones por adenovirus han sido
tradicionalmente asociadas con enfermedades
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respiratorias, oculares y gastrointestinales, princi-
palmente en nifios y personal militar como infec-
ciones endémicas o durante brotes epidémicos (1).
Durante las tltimas décadas, el papel de adenovi-
rus como un patégeno viral de elevada morbilidad
y mortalidad en el paciente inmunocomprometido
se ha incrementado significativamente. Este
fendmeno esté asociado con el crecimiento de la
poblacion inmunocomprometida, ya sea debido a
terapias inmunosupresivas por enfermedades como
el cancer, individuos trasplantados, malnutricion
y aumento de la epidemia del SIDA a nivel global
(2).

Numerosos reportes evidencian que las
infecciones respiratorias virales son, ademas, un
factor de riesgo para el posterior desarrollo de
neumonias bacterianas y fungicas, sugiriendo la
interaccion bidireccional entre ambos como fac-
tor predisponente al cuadro severo (3). Los virus
inducen un dafio epitelial local alterando la funcion
respiratoria, regulan y modifican la expresion de
los receptores celulares, alteran el sistema inmune
innato y las bacterias pueden amplificar la pato-
genicidad de los virus y amplificar la inflamacion
4).

En individuos con una respuesta inmune
dafada, como los pacientes con SIDA, las infec-
ciones por adenovirus son comunes; al tomar
ventaja de esta situacion, ellos pueden desarro-
Ilar infecciones agudas y persistentes mostrando
severas manifestaciones clinicas con altos indices
de letalidad. El espectro de estas manifestaciones
es variado; entre las principales enfermedades se
encuentra la infeccion respiratoria, siendo la neu-
monia la forma mas avanzada de progresion de la
infeccion respiratoria con tasas de mortalidad de
hasta 60% (5).

Relativamente poco es conocido acerca
del impacto de la infeccion respiratoria aguda por
adenovirus en pacientes infectados con el VIH y,
a pesar de que se realizan analisis exhaustivos, el
25% de las IRA permanecen sin un diagnostico
etiologico, lo que sugiere que los patdgenos
causales no se encuentran incluidos en los pro-
cedimientos de diagnostico actuales. Identificar
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a los adenovirus como agentes causales de IRA
en pacientes seropositivos al VIH, esencialmente
en los casos de neumonia, constituyé el objetivo
central de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio. Descriptivo de serie de casos.

Universo de estudio. Estuvo constituido por la
totalidad de los pacientes seropositivos al VIH a
quienes fue indicada una broncoscopia por pre-
sentar una afeccion respiratoria con etiologia no
precisada durante el afio 2007.

Tamafio de la muestra y caracteristicas de la
poblacién. Fueron analizados 21 lavados bron-
coalveolares (LBA), procedentes de pacientes
seropositivos al VIH que presentaban sintomas
respiratorios de evolucion prolongada, por lo cual
se encontraban hospitalizados. Dentro de los sinto-
mas, predominaban la neumonia a repeticion y un
sindrome febril prolongado (SFP), ademas de otros
sintomas respiratorios como tos, expectoracion,
falta de aire y fiebre. Otros presentaban también
malestar general, anorexia, marcada pérdida de
peso y astenia. Todos los pacientes fueron adul-
tos, con edades comprendidas entre 27 y 48 afos
(media 39 afos).

Diagnostico de la infeccion por adenovirus

Deteccidon del genoma viral por Reaccidon en
cadena de la polimerasa (PCR). El acido nu-
cleico viral fue extraido de una alicuota de 200
pL de la muestra clinica, utilizando el método de
tiocianato de guanidinio descrito previamente (6)
y que permite la extraccién tanto de ADN como
de ARN. Brevemente, estos 200 pL de muestra
fueron adicionados a 600 pL de buffer de lisis
(Tiocianato de guanidinio 5M, citrato de sodio 1M,
ditiotreitol 1M, sarkosyl 3%, glicgeno 20 mg/mL)
que contenian 400 copias de ADN clonado como
control interno del ensayo. Esta mezcla fue agi-
tada vigorosamente durante 10 segundos. Se dejo
reposar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se le adicionaron 600 uL de iso-
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propanol frio. Seguidamente, se centrifug6 a 14000
rpm durante 20 minutos a 4°C, se descart6 toda la
fase liquida y se le adicion0 al sedimento 1 mL
de etanol al 70 % frio y fue centrifugado a 14000
rpm durante 20 minutos a 4°C. La fase liquida fue
descartada y el sedimento fue diluido en 20 pL de
agua estéril libre de ARNasas (Sigma); 5 uL del
producto extraido fue utilizado para desarrollar la
técnica de RT-PCR descrita posteriormente.
Lareaccion de amplificacion (RT-multiple)
incluyd un paso previo de reverso-transcripcion
(RT), que consistio en un ciclo de 45 minutos a
48°C y 2 minutos a 42°C, seguida de dos rondas
de amplificacion (RT-PCR anidada), previamente
descrita (7), que permiten detectar en un mismo
tubo de reaccion la presencia de todas las espe-
cies de Adenovirus y otros agentes virales RNA
causantes de IRA. El uso del control interno en el
buffer lisis resulté util para el chequeo del proceso
de extraccion, la eficiencia de la amplificacion y
la presencia de inhibidores en la muestra clinica.
El control negativo empleado consistié en agua
estéril libre de RNAsas (Sigma), que fue pro-
cesada siguiendo el mismo esquema utilizado para
el procesamiento de las muestras clinicas. Los
resultados de las investigaciones bacteriologicas
y micoldgicas, asi como de Mycobacterum tuber-
culosis, fueron extraidos de las historias clinicas.

Aislamiento en cultivo celular. Se utilizaron dos
lineas celulares continuas que han sido descritas
para el aislamiento viral, dada su susceptibilidad
a los Adenovirus: Hep-2 (carcinoma laringeo hu-
mano) y A-549 (carcinoma de pulmoén humano),
ambas procedentes de la American Type Culture
Collection (ATCC). El medio de mantenimiento
utilizado fue medio esencial minimo (MEM)
(Difco) con glutamina 2 mM y aminoacidos no
esenciales, suero bovino fetal (SBF) (Integra
Biosciences, UK) al 2%, con penicilina y estrep-
tomicina al 0.1%, pH 7.2-7.4. Las células fueron
observadas diariamente durante un periodo de 7
a 10 dias al microscopio invertido, en busca de la
aparicion del efecto citopatico (ECP). Antes de
informar una muestra como negativa, se realizaron
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3 pases ciegos en las mismas condiciones. Los tu-
bos con ECP fueron identificados posteriormente.

Identificacion. A los tubos de cultivos que pre-
sentaron efecto citopéatico sugestivo de AdV, se les
realiz6 una extraccion de ADN directamente del
aislamiento original, utilizando proteinasa K, de
acuerdo con el método descrito por Tenorio et al.
en 1993 (8). A 39.5 pL del cultivo se le adicion6
10 pL de Tampon lisis y 0.5 pL de Proteinasa K
a una concentracion de 20 mg/ml. Esta mezcla se
incubo a 56°C durante 45 minutos en bloque tér-
mico y la enzima fue inactivada posteriormente a
95°C durante 10 minutos. De esta extraccion se
tomaron 5 pL para la reaccion de amplificacion.
La identificacion se llevo a cabo posteriormente
mediante una PCR de tipo genérico en una sola
ronda de reaccion, el cual utiliza cebadores de la
region conservada del exdn en los 51 serotipos de
adenovirus humanos conocidos, disefiados a partir
de secuencias publicadas previamente en el Gene
Bank (9).

Caracterizacion de los aislamientos. Los
aislamientos ya identificados por PCR genérico
fueron clasificados en especies, mediante un ensayo
de PCR multiple empleando oligonucle6tidos
especie-especificos, complementarios a la region
del gen de la fibra de cada una de las especies (9)
y disefiados a partir de secuencias del gen de la
fibra disponibles en el Gen Bank, y evaluado para
su especificidad con otros virus ADN como herpes
simple 1y 2, virus Epstein Barr, citomegalovirus,
parvovirus humano B-19, entre otros. Una vez que
los aislamientos fueron clasificados en especies
(A-F), se procedi6 a determinar el serotipo; para
ello, fueron desarrollados diferentes métodos de
PCR que abarcaron los serotipos que comunmente
causan infeccion respiratoria (AdVs 1-7, 14 y 21).
Para la determinacion de los serotipos de la especie
B (AdV-3, AdV-7 y AdV-21), fue desarrollado
una PCR mudltiple con juegos de cebadores de
diferentes regiones de los lazos 1 y 2 del gen del
exon (10), mientras que para el serotipo 14 fue
utilizado un método simple con cebadores que
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también flanqueaban al gen del exén (11). Para
los aislamientos pertenecientes a la especie C
(AdV-1, AdV-2, AdV-5 y AdV-6), fue utilizado
un PCR multiple de la region de la fibra (12).

RESULTADOS

Fueron investigadas veintiin muestras
con infeccion respiratoria de curso prolongado
de etiologia no precisada, procedentes de
pacientes seropositivos al VIH cuyas edades
oscilaban entre 27 y 48 afios. Todos los pacientes
se encontraban hospitalizados al momento
de la colecta de la muestra por los sintomas
respiratorios antes referidos, con tratamiento
antibiotico de amplio espectro y, en 66.6 % de
ellos, la infeccién por VIH habia progresado a
SIDA.

De las 21 muestras analizadas, en 10
(48%) fue detectada la presencia de AdV por
PCR y en siete de éstas (70%) el virus fue
aislado. En 8 de los 10 casos positivos (80%),
AdV fue encontrado como Unico patégeno y
en 2 (20%) fue detectado concomitantemente
junto a bacterias (Klebsiella pneumoniae y
Pseudomona aeruginosa) y, en uno de éstos,
junto al virus del herpes humano tipo 8,
asociado a un paciente con sarcoma de Kaposi.
En cinco de los diez pacientes positivos, la
neumonia constituy6 la manifestacion clinica
predominante.

Los AdV encontrados en estos pacientes
pertenecen a las especies B (28.5%), todos
serotipo 3,y C (71.4%), serotipos 1y 2.

En el Cuadro 1 se muestran los resultados
de las veintiun muestras de LBA investigadas,
con las especies y serotipos encontrados, asi
como el resultado de la deteccion de otros
patdgenos respiratorios.

DISCUSION

Aunque se conoce que los adenovirus
causan infeccién respiratoria en todos los
grupos de edades, relativamente poco es
conocido acerca del impacto de la infeccidn
en pacientes infectados con el VIH. A pesar
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Cuadro 1
Frecuencia de casos positivos a la infeccion por AdV en muestras de lavados broncoalveolares de pacientes

cubanos infectados con el VIH

No. de | Aislamiento | Especie/ | Manifestaciones clinicas | Estadio clinico Resultados de otros patdgenos

casos tipo Neumonia OSR VIH |[SIDA [ OVR | Bact. |Hongos | BAAR

AdV+ 7 B-3(n=2) 5 5 2 8 0 2 0 0
C-1(n=2)

(n=10) C-2(n=3)

AdV- 0 0 2 9 5 6 0 7 1 1

(n=11)

Totales 7 B-2 7 14 7 14 0 9 1 1

(n=21) C-5

OSR: Otros sintomas respiratorios

OVR: Otros virus respiratorios (Influenza A, B y C y Virus sincitial respiratorio A y B)

BAAR: Bacilos acido-alcohol resistentes

de que se realizan analisis exhaustivos, el 25%
de las infecciones respiratorias permanecen sin
un diagnostico etioldgico, lo que sugiere que los
patdgenos causales no se encuentran incluidos en
los procedimientos de diagnostico actuales (13).

Este estudio mostré la presencia de AdV en
10 de los 21 casos de las muestras investigadas
por PCR, de los cuales en 7 de ellos fue aislado
el virus, confirmando en 70% de los casos los
resultados de PCR y permitiendo, ademas, la
caracterizacion del agente a nivel de serotipo por
métodos moleculares.

Algunos reportes han estimado prevalencias
mas altas que la encontrada en esta investigacion,
pero han sido realizados por técnicas de PCR en
tiempo real, que exhiben una mayor sensibilidad
respecto al PCR convencional (13). Otros estudios
han descrito prevalencias que van de 3 a 20%,
para diferentes virus respiratorios, en LBA de
pacientes inmunocomprometidos con enfermedad
pulmonar (14,15). En este estudio resulté mas
elevada y consideramos que esta relacionada,
en primer término, con el criterio de seleccion
de la muestra y el tipo de muestra investigada,
pacientes inmunocomprometidos con enfermedad
respiratoria en los cuales se ha encontrado una
respuesta ineficiente de linfocitos T-CD4 en los
LBA, especialmente en fase SIDA (16); en segundo
lugar, con el empleo de métodos que como el PCR
incrementan la sensibilidad y la especificidad de la
deteccidn y que, con el empleo del cultivo celular

solamente, permanecen subestimando el verdadero
impacto de estos virus (17).

Resulté un hallazgo sorprendente el hecho
de que, en 5 de los 8 pacientes donde solamente fue
detectado AdV, el cuadro fue mucho més severo
(neumonia) que donde AdV fue detectado junto a
otros patdgenos. Este hecho, unido al aislamiento
viral en tres de estos cinco casos con neumonia,
nos sugiere que la presencia de AdV no fue un
hecho casual.

De forma general, este grupo de 8 casos donde
AdV fue encontrado como Unico patdégeno podria
representar pacientes donde AdV sea la Unica causa
de todos los sintomas y que los cinco pacientes
con neumonia sean producto de la complicacion
de la infeccion viral. Tampoco es descartable
que estos ocho casos sean representativos de
pacientes en los que otros patdgenos bacterianos
fueran exitosamente tratados y que la existencia
del virus fuera solo los restos de una infeccion
persistente. En ambos casos, nuestros hallazgos
apoyan la contribucion de AdV a la severidad de
la enfermedad respiratoria.

El hecho de que todos los pacientes tuvieran
una inmunosupresion severa (SIDA) es consistente
con lo descrito anteriormente, de que el adecuado
funcionamiento de ambas respuestas, humoral y
celular, son necesarias para la eliminacion viral
(18) y, por ello, es comUn que estos pacientes sean
un blanco frecuente para los virus respiratorios con
una fuerte tendencia a causar complicaciones en
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el tracto bajo (16).

Los AdVs aislados pertenecen a las especies
B y C, que al igual que en otros estudios son las
que, de manera usual, se detectan en el tracto
respiratorio de pacientes con inmunodeficiencias
adquiridas, como trasplantados y seropositivos
al VIH (19- 20), y han sido responsabilizadas de
las manifestaciones respiratorias, posiblemente
producto de una reactivacion en el caso de las
especies C o de una infeccion primaria por especies
B, que normalmente se encuentran circulando en
la comunidad y que pueden ser transmitidas a
estos pacientes, cuyo debilitamiento del sistema
inmune hace mas severas y prolongadas las
manifestaciones clinicas (2).

El desarrollo de metodologias que emplean
ensayos cuantitativos y que generan patrones de
carga viral serian mas informativas con respecto
al papel patogénico; tales estrategias de PCR son
ahora disefiadas para la vigilancia, la deteccion
temprana y la respuesta a la terapia en pacientes
de alto riesgo (21-25).

En conclusion, este estudio muestra, aunque
en un limitado nimero de casos, que la deteccion
de Adenovirus en lavados broncoalveolares
de pacientes VIH debe ser incluida en los
andlisis complementarios indicados al paciente
seropositivo con sintomas severos que involucran
el tracto respiratorio bajo. Este diagnostico podria
ser Util en el manejo y el tratamiento del paciente
VIH+ con enfermedad respiratoria, evitando el
uso de antibidticos y valorando el inicio de un
tratamiento antiviral.
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