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Incidencia de los Adenovirus en las conjuntivitis virales
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RESUMEN

Se llevo a cabo un estudio de incidencia de los Adenovirus en las conjuntivitis virales, para lo cual se realiz6 un disdfio mues

y se tomaron muestras de exudado conjuntival a 150 pacientes con diagnéstico de conjuntivitis de presuntiva causa viral, en el
Hospital Oftalmologico "Ramén Pando Ferrer" en el periodo comprendido entre julio y diciembre de 1994. Las muestras fueron
inoculadas en cultivo celular y a las que presentaron un efecto citopatogénico sugestivo de infecciéon por Adenovirus, se les
realizo la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl). Se usaron anticuerpos monoclonales contra Adenovirus, lo que
permitié identificarlas como pertencientes a la familia Adenoviridae. Se utilizé la técnica de hemaglutinacion, con hematies de
monos y ratas como sistema indicador, para agrupar los aislamientos previamente identificados mediante la técnica de IFI,
después se les realizé el analisis por enzimas de restriccion del genoma viral, lo cual posibilitd la clasificaciéon ers tipos. L
resultados de este estudio mostraron una incidencia de los Adenovirus en las conjuntivitis virales de 20 %, con un intervalo de
confianza del 14-26 %, y un indice de confiabilidad de 95 %. Se demostr6 que el serotipo 37 fue el que produjo conjantivitis co

mayor frecuencia.

Descriptores DeCS:CONJUNTIVITIS VIRAL/etiologia; INFECCIONES HUMANAS POR ADENOVIRUS/epidemiologia;
TECNICA DEL ANTICUERPO FLUORESCENTE INDIRECTA/métodos; TESIS DE HEMAGLUTINACION/métodos;
GENOMA VIRAL; ADENOVIRUS HUMANO/genética; ADENOVIRUS HUMANO/aislamiento & purificacion.

Los Adenovirus fueron reportados por primera vez importante causa de morbilidad y sustanciales pérdidas
como agentes virales en 1953, durante intentos poreconémicas, dentro de ellas los Adenovirus desempefian
establecer una linea celular continua procedente de tejidaina funcién importante desde el punto de vista cdusal.
tonsilar y adenoidedEn la actualidad se reconocen Desde que en 198@Vadelly otro$ establecieron
42 serotipos, que producen afecciones en humanos dbs patrones de restriccién para los diferentes serotipos
nivel de los sistemas respiratorio, cardiovascular, de Adenovirus, se ha logrado un avance notable en el
digestivo y urinario, entre otréAl nivel ocular pueden  campo de la epidemiologia molecular de estos agentes, lo
producir clinicamente 3 grandes sindromes: querato-que ha permitido aumentar el conocimiento acerca del
conjuntivitis epidémica (QCE), fiebre faringo-conjuntival origen de diferentes entidades clinicas y ha posibilitado
y conjuntivitis folicular aguda no especifica, todas estasun diagnéstico eficaz y rapido de epidemias y brotes.
entidades tienen en comun la presencia de conjuntivitis ~ Hasta el momento, no existen reportes en nuestro
caracterizada por enrojecimiento de la conjuntiva, edemapais que permitan conocer la incidencia de los Adenovirus
lagrimeo, fotofobia, sensacién de cuerpo extrafio yen las conjuntivitis virales, ni el serotipo mas
frecuentes adenopatias preauriculatess conjuntivitis frecuentemente implicado en esta afeccién, por lo cual
infecciosas y dentro de ellas las virales, constituyen unaconocer estos datos fue nuestro objetivo fundamental,
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se utilizaron técnicas como inmunofluorescenciaindirecta  Identificacion viral por inmunofluorescencia
(IF1), hemaglutinacién y el andlisis del genoma viral con indirecta y hemaglutinaciérse realizé la técnica de IFI,
endonucleasas de restriccion. a partir del cultivo celular inoculado con las muestras que
presentaron ECP, segln el protocolo descritipayht
. y otros® Se usaron anticuerpos monoclonales antihexén
METODOS (Chemicon Light Diagnosti&E.UU.) deAdenovirusle
acuerdo con las indicaciones del productor, se consideré
Pacientes y muestra®ara realizar este estudio se positiva la presencia de 5 0 méas células fluorescentes por
escogio el Hospital Oftalmologico "Ramon Pando Ferrer”, campo.
que reporta el mayor nimero diario de atenciones de A las muestras positivas por IFI se les realizé la técnica
enfermedades oculares, al nivel provincial. Se realizd unde hemag|utinacic’)n, con hematies de mono y rata Seg(jn
disefio muestral que tenia en cuenta la frecuencia de log| protocolo descrito poHierholzef (con el fin de
casos de conjuntivitis virales en afios anteriores y losc|asificarlas en grupos hemaglutinantes). Para la
reportes de la literatura, que sefialan una incidencia dénterpretacion de la prueba se consider6 la presencia o
los Adenovirus en las conjuntivitis virales entre 20y 5sencia de hemaglutinacion, de acuerdo con los
80 %> El disefio consistio en un muestreo simple patrones propuestos por el anterior autor, para los
aleatorio, con 95 % de confiabilidad y precision de + 0,05 serotipos productores de conjuntivitis.
y se calculo el tamafio de la muestra, la cual quedd  Eytraccion del ADN y andlisis de restricciol
constituida por 150 pacientes,que cumplieron 10s op\ ge los aislamientos fue extraido a partir de cultivos
requisitos siguientes: de células HELA infectadas, segin el método descrito
. o . _ por Hirt y otros!® Para comprobar la calidad y con-
1. Diagnostico de conjuntivitis de presuntiva causal centracién del ADN extraido se realizé una electroforesis
viral, basado en la presencia de inflamacion de Iaen gel de agarosa al 0,8 %, se utiliz6 cbufterde corrida
conjuntive}, Iagrimeo_, prurito, fotofobia, foliculos y el Tris-Borato EDTA. Se estimé la concentracién de ADN
a(_jenopatlas prea_u,rlculares. . correspondiente a cada muestra, para su posterior
Tiempo de eyoluuon _dv_a aproximadamente 5 d. digestion se consider6 como adecuada la concentracion
3. Nouso previo de anfivirales. - de 2 ug. Se digirié cada una de las muestras en una mezcla
4. Ausencia de otra enfermedad ocular acompafante. que incluyé ADN extraido y 25 unidades de la enzima

Conociendo el promedio reportado anteriormente (Hind 1l Promega), teniendo en cuenta las indicaciones
' del productor), en un volumdmal de 50 pL de agua

que fue de 33 casos mensuales, se decidio tomar muest a}destilada, y se mantuvo 3 h a 37:%C.

a 25 casos por mes, y se completo a 150 en el semestre Para la deteccion del producto digerido se realizd

estudiado, de julio a diciembre de 1994. Para conocer la . .
incidencia deAdenovirusen las conjuntivitis agudas una electroforesis (se aplicaron 20 i de la mezcla), en

_ ae. : ! Idas ot .
con diagndstico presuntivo de causa viral, se utilizo laun gel_ge agarosa al 0,8 % tefiido con bromuro de etidium.
férmula de proporcion y se estimé su error. Se dejo migrar a 80 V por 3 h. Se utilizaron marcadores de

A estos pacientes se les realizé exudado conjuntivalIOeSOS moleculares (Lambda ADN digerido con ECORI-

con hisopo estéril; para el traslado de la muestra se utilizéHind lll'y Lambda ADN digerido con Hind lil) y 2

solucién Hanks con lactoalbtimina y antibiéticos: 150 U CONtroles positivos que correspondieron a ADN extraidos
de penicilina, 150 mg de estreptomicina y 5 mg de de cepas de Adenovirus 3y 7, con los cuales se siguid

anfotericin B/mL a4 °C. Las muestras se conservaron 49Ul procedimiento. o o
- 70 °C hasta su inoculacién Las bandas fueron visualizadas en transiluminador

Aislamiento viralPara la inoculacién de las muestras € 1uz ultravioleta Transiluminator 2001 Macrowg y
se utilizaron cultivos de células procedentes de carcinomdotografiadas.
humano cervical (HELA-ATCC) en medio esencial minimo
con glutamina, suero de ternera fetal al 2 % y antibiéticos
(se utilizaron como controles positivos, los serotipos 3, RESULTADOS
7,9y 15; y como controles negativos, cultivo celular sin
inocular). Se realiz6 laincubacion de las muestrasa37 °C,  En este trabajo se encontrd que de las 150 muestras
y se observo diariamente en busca de la aparicion dénoculadas, en 30 se observé un efecto citopatico
efecto citopatico (ECP); en caso de no observarse séugestivo de infeccion por Adenovirus,"racimos de

realizaron 3 pases ciegos, antes de reportar una muesttd/as”. Al realizarse la IFl para identificar los aislamientos
como negativa. como pertenecientes a la familia Adenoviridae,
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encontramos 100 % de coincidencia entre la observaciémpropuestos por el anterior autor en 199#rJohansson

de los cambios morfolégicos celulares y la positividad deen 1993y porWigandy otros en 198%,4 de las muestras

las muestras por la IFl. Estos resultados permitieronaplicadas presentaron patrones idénticos a los

conocer (segun los métodos antes descritos), que labservados en las posiciones 10 y 14, las cuales

incidencia de Adenovirus en las conjuntivitis virales en corresponden al serotipo 3, 4 muestras correspondieron

el presente estudio, fue de 20 %, con un intervalo deal serotipo 7a (canales 3y 6), y en el resto de los canales,

confianza de 14 a 26 % y un indice de confiabilidad dese observan patrones que pertenecen a variantes del

95 %. serotipo 37, que se obtuvieron en 21 muestras. Al
Al realizar la técnica de hemaglutinacion a las realizarse la digestion una muestra se degrado (tenia un

muestras previamente identificadas por IFI, todas patron | de hemaglutinacion).

guedaron incluidas dentro de los grupos hemaglutinantes

Iy II; por lo tanto se decidié utilizar la enzima Hind IIl, 3

que permite diferenciar entre los serotipos productoresDISCUSION

de conjuntivitis de estos 2 grupos y distinguir las

diferentes variantes que existen dentro de un mismo  En estudios de incidencia de Adenovirus en con-

serotipo? En la figura, en el canal 1, se encuentra el juntivitis virales, autores comBuenoy otros en 1993,

marcador de peso molecular Lambda ADN digerido conobtuvieron un resultado de 63 %, con una buena

ECOR |- Hind IIl, y en los canales 18 y 19 se encuentra elcorrelacion clinico-microbiologica, estudios previos

marcador de peso molecular Lambda ADN digerido con realizados pairving en 1981°,Aokien 1982y Mc Minn

Hind I11. Los patrones de restriccién que se observan enen 19917 sefialan porcentajes de aislamientos de 20, 80y

los canales 2 y 11, se corresponden con los Adenoviru$0 %, respectivamente. Las variaciones de incidencia

7 y 3, respectivamente, que se usaron como controle§bservadas en los diferentes reportes, pueden justificarse

positivos (la utilizacion de esta enzima permitio identificar POr las condiciones epidemioldgicas especificas de cada

al control positivo de Adenovirus 7, como la variante 7a Pais, y por los cambios anuales, que pueden ocurrir dentro

de acuerdo Con(ajon y otros)]_-z Segun IOS patrones de una misma zona. Los SerOtipOS de Adenovirus

causantes de conjuntivitis producen tantos casos

esporadicos como epidémicos, y dependiendo de esta
situacion habra también fluctuaciones en el nimero de

aislamientos.

El analisis de restriccion del genoma viral permite
clasificar con alta especificidad a los Adenovirus, y ha
contribuido a esclarecer las reacciones cruzadas que se
observan por otras técnicas; posibilita ademas, el
incremento del conocimiento sobre la epidemiologia
molecular de estos agentes. La utilizacion de esta técnica
permitié tipificar nuestros aislamientos, nuestros
resultados son similares a los de otros autétégue
plantean que los serotipos 3, 7 y 37 estan entre los
principales productores de enfermedad ocular. De acuerdo
con lo reportado en la literatura, los aislamientos de los
serotipos 3y 7 son mas frecuentes en el verano, y los del

. . . serotipo 37 se mantienen constantes durante todo ¥l afio.
Fig. Gel de agarosa al 0,8 % tefiido con bromuro de etidium, donde . S L. . .
se muestran los diferentes patrones obtenidos de la digestion de Iogn el presente esu,Jd'(_)' la distribucion de los _a'SIam'entos
genomas virales procedentes de casos clinicos. del serotipo 37 coincide con lo reportado; sin embargo,
Canal: en el caso de los serotipos 3y 7 no se pudo establecer la
# '\é'al‘lrlcggoofRdle peso molecular Lambda ADN digerido con egtacionalidad. Estos resultados no son concluyentes,
1én 19. Marcadclar de peso molecular Lambda ADN digerido con y‘f" que para pre‘?isar la relacion ?mre la circulacion de los
Hind 11 diferentes serotipos de Adenovirus y la época del afio,
2. Cepa prototipo de Adenovirus 7a (previamente descrita). es necesario realizar un estudio longitudinal en un periodo
11. Cepa prot(’)ti‘po de Adenovirgs 3 (previam(_ente descrita). mayor. Hay que tener en cuenta ademés' que los trabajos
ib,eiff_aéii Ocsl'r;'“?r?iz Ocsoggﬁgzzgf;f;eﬂ zfrsog:r%(t’i p7c; 3 que reportan esa relacion fueron realizados en zonas
4,5,7, 8, 9, 12, 13, 15, 16 y 17. Se encuentran casos clinicodeograficas con estaciones bien delimitadas, lo cual no
cuyos patrones se corresponden con 2 variantes del serotipo 37sucede en nuestro paI'S.




Al corresponder el 70 % de nuestros aislamientos 2.
a 2 variantes del serotipo 37, se confirma lo planteado por
Kempen 1983 e Higuchi en 1990,2° en cuanto a los
cambios en la causa de las queratoconjuntivitis, y la ™
posibilidad del serotipo 37 y de sus variantes de provocar 4.
casos esporadicos y epidémicos, en nifios y adultos. El
grupo D, al que pertenece el serotipo 37, exhibe una gran
variabilidad, con 29 variantes reconociéfaks carac- 5
teristico en este grupo la presencia de cepas serol6-
gicamente intermedias; es comprensible por tanto, lag,
necesidad de utilizar endonucleasas de restriccion para
distinguir entre los aislamientos.

En la epidemiologia de las QCE, ocupan un lugar -
importante los casos esporadicos de conjuntivitis y
gueratoconjuntivitis (como los que reportamos en el g,
presente estudio), ya que son ellos los que mantienen a
los virus productores de epidemias circulando en la
comunidad, y al unirse este factor a la violacion de las 9
normas de higiene individual y colectiva, se favorece el
desencadenamiento de las epideriias.

En nuestro pais no existian estudios previos delo.

incidencia de los Adenovirus en las conjuntivitis virales,
por lo cual este trabajo constituye el primer reporte, con
el serotipo 37 como el agente que con mayor frecuencia
fue aislado, seguido de los serotipos 3y 7.

12.

SUMMARY

13.
A study about the incidence of Adenovirus on viral conjunctivitis
was conducted. A sample design was made and samples of

conjunctival exudate were taken from 150 patients with diagnosis 14.

of apparently viral conjunctivitis at the "Ramén Pando Ferrer"
Ophthalmological Hospital from July to December, 1994.
Sampleswere innoculated in cell culture and the indirect
immunofluorescence technique was applied to those with a
cytopathogenic effect that suggested infection due to Adenovirus.
Monoclonal antibodies were used against Adenovirus allowing
to identify them as part of the Adenoviridae family. The
hemoagglutination technique was used with erythrocytes of
monkeys and rats as an indicator system in order to group the
isolates previously identified by the indirect immunofluorescence
technique. Later on, it was made an analysis by restriction enzymes

15.

of the viral genome to enable typing. The results of this study 18.

showed an incidence of Adenovirus on viral conjunctivitis of

20 %, with a confidence interval between 14 and 26 % and a
reliability index of 95 %. It was proved that serotype 37 caused 19.
conjunctitivis more frequently.

Subject headings: CONJUNCTIVITIS, VIRAL/etiology;

ADENOVIRUS INFECTIONS, HUMAN/epidemiology;
FLUORESCENT ANTIBODY TECHNIQUE, INDIRECT/
methods; HEMAGGLUTINATION TESTS/methods; GENOME,
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