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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Ac: Anticuerpos

AcNt: Anticuerpos neutralizantes

ADN:: Acido desoxirribonucleico

AdV: Adenovirus

APP: Antecedente patolégico personal

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ATCC: Siglas del inglés American Type Culture Collection

CAR: Receptor de coxsackie y adenovirus, siglas del inglés coxsackie adenovirus receptor
CDC: Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta, siglas del inglés Center for Diseases Control
CHA: Conjuntivitis hemorragica aguda

CMV: Citomegalovirus

CTL.: Linfocitos T citotoxicos, siglas del inglés cytotoxic T lymphocyte
DR: Distres respiratorio

ECP: Efecto citopatico

ED: Enfermedad diseminada

ENF: Exudados nasofaringeos

ES: Enfermedad subyacente

EUA: Estados Unidos de América

FFC: Fiebre faringo-conjuntival

HLA: Antigeno leucocitario humano, siglas del inglés Human Leukocyte Antigen
IC: Intervalo de confianza

IF: Inmunofluorescencia

IFI: Inmunofluorescencia Indirecta

IL: Interleuquina, siglas del inglés Interleukin

IPK: Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"

IRA: Infeccidn respiratoria aguda

IRAG: Infeccidn respiratoria aguda grave

ITR: Infecciones del tracto respiratorio

ITRI: Infecciones del tracto respiratorio inferior

ITRS: Infecciones del tracto respiratorio superior

ITU: Infecciones del tracto urinario

LBA: Lavados broncoalveolares

LCR: Liquido cefalorraquideo
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LNRE: Laboratorio Nacional de Referencia de Enterovirus

LNRVR: Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios

MCD: Miocardiopatia dilatada

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad, siglas del inglés Major Histocompatibility Complex

MVA: Miocarditis viral aguda
NK: Células asesinas naturales, siglas del inglés Natural killer

OR: Coeficiente de riesgo relativo, siglas del inglés Odds Ratio.

p: Valor de significacion estadistica

pb: Pares de bases

QCE: Queratoconjuntivitis hemorragica

RCP: Reaccion en cadena de la polimerasa

RCP-TR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa a Tiempo Real
SDRA: Sindrome de distres respiratorio agudo

SFP: Sindrome febril prolongado

SIDA 6 Sida: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
SNC: Sistema nervioso central

SNI: Sindrome neuroldgico infeccioso

SSP: Sindrome similar al pertusis

TGI: Tracto gastrointestinal

Th: Células T cooperadoras, siglas del inglés T helper
TR: Tracto respiratorio

TRI: Tracto respiratorio inferior

UCI: Unidad de cuidados intensivos

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VIH+: Individuos seropositivos al VIH



SINTESIS

Las infecciones por adenovirus causan un variado espectro clinico en el hombre, con
un rango que incluye desde la infeccion asintomatica hasta la enfermedad diseminada
con peligro para la vida. En el presente estudio, se analiz6 el comportamiento de las
infecciones por adenovirus en sindromes de etiologia viral como la infeccidén
respiratoria aguda, la miocarditis viral, la conjuntivitis hemorragica y el sindrome
neuroldgico infeccioso. Ademas, se estudid la participacion de estos agentes en los
sindromes gastrointestinal y respiratorio en pacientes seropositivos al VIH. Los
adenovirus constituyeron el 16,4 % de todas las IRA investigadas (n=1200) y la
infeccidn se asocio significativamente a los nifios menores de cinco afios, sin un patrén
estacional definido, pero asociado a parametros meteoroldgicos como la temperatura y
las precipitaciones. La neumonia constituy6 el principal diagnéstico clinico (34%).Se
demostro la participacion de los adenovirus dentro de la miocarditis viral aguda y en la
conjuntivitis hemorragica con porcentajes de 58,3% y 40%, respectivamente. Se
demostré la participacion de los adenovirus en los sindromes gastrointestinal (25%) y
respiratorio (48%) en pacientes seropositivos al VIH. La asociacion de este virus con
manifestaciones severas y casos fatales, la aparicion de complicaciones que involucran
al sistema nervioso central, avalan la importancia de este patdgeno y su impacto en la

morbilidad de las infecciones por adenovirus en la poblacién cubana.
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INTRODUCCION

| INTRODUCCION
.1 Antecedentes

Estudios basados en la vigilancia de las infecciones respiratorias agudas (IRA),
realizados fundamentalmente en los Estados Unidos hace mas de 40 afos,
concluyeron que las infecciones por adenovirus (AdV) eran muy comunes entre los
nifios, siendo asintomaticas en el 50% de los casos, mientras que las sintomaticas se
manifestaban de forma tipicamente leve y eran resueltas sin secuelas (Jordan et al.,
1957; Fox et al, 1969; Hall et al, 1971; Fox et al, 1977). A diferencia de esto, la
experiencia descrita entre la poblaciéon militar era la de numerosas epidemias con
manifestaciones clinicas severas, que incluian neumonia y encefalitis, especialmente
causadas por los serotipos 4 y 7, lo que trajo como consecuencia el desarrollo de
vacunas que se utilizaron con eficacia entre la poblacién militar. De esta manera, la
infeccion por AdV se consider6 una infeccién sin consecuencias significativas a
excepcion de la morbilidad que causaban en la poblacién militar (Gray et al., 2007).

Sin  embargo, mucho ha cambiado desde aquellos primeros estudios
epidemioldgicos, donde en comparacién con la actualidad, pocos serotipos se habian
descubierto. Hoy, los AdV constituyen una extensa y difundida familia viral, donde
estan contenidos los 51 serotipos capaces de infectar al hombre (Wold y Horwitz,
2007). Cada serotipo constituye una plétora de genotipos, algunos de ellos con
multiples variantes genéticas de diferente distribucidon geografica, periodos de tiempo
y manifestaciones clinicas (Chang et al., 2008; Mahadevan et al., 2010; Carr et al.,
2011). Esta variabilidad genémica demuestra el cambio en los patrones evolutivos y

explica el dramético ascenso en la incidencia de las infecciones adenovirales con
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una morbilidad significativa entre la poblacion susceptible (Landry et al., 2009;
Rebelo de Andrade et al., 2010)

A medida que se ha ido conociendo que la mayoria de los serotipos correlacionan
con los diferentes sintomas clinicos y que la aparicion de nuevas variantes genéticas
podrian estar asociadas con la severidad, el valor de la serotipificacion y la
caracterizacion de los aislamientos se ha incrementado como tareas esenciales para
el fortalecimiento de la vigilancia de laboratorio (Lee et al., 2010). Esto permite alertar
oportunamente al sistema nacional de salud sobre los cambios en la prevalencia de
un determinado serotipo, que deberd ser evaluado como un indicador de la
emergencia de una nueva cepa. Adicionalmente, resulta importante y estrictamente
necesario monitorear los patrones epidémicos e investigar la extension de las
infecciones para identificar, controlar y prevenir futuras epidemias, teniendo en
cuenta que la vacunacion no esta disponible (Ren et al., 2009).

Las enfermedades que los AdV causan en el humano tienen un variado espectro
clinico que depende sustancialmente del serotipo infectante (Stroparo et al., 2010).
Este espectro es amplio, con un rango que incluye desde la infeccidon asintomatica,
infeccidon respiratoria (leve, moderada y severa), conjuntivitis, miocarditis, cistitis
hemorragica, meningoencefalitis, gastroenteritis, hepatitis, hasta la enfermedad
diseminada (ED) con peligro para la vida (Louie et al., 2008).

La morbilidad y mortalidad asociadas a las infecciones por virus respiratorios han
determinado que las IRA constituyan una prioridad dentro de los retos a resolver por
los sistemas de salud a nivel mundial (WHO, 2004). Las IRA del tracto inferior son
unas de las principales causas de mortalidad entre los nifilos del mundo,
particularmente en paises pobres y en vias de desarrollo, causando
aproximadamente un tercio de todas las muertes estimadas en nifios menores de 5
afos (Williams et al., 2002).

Los AdV constituyen uno de los virus respiratorios que aportan un peso importante a
la etiologia de estas infecciones, causando el 10% de las IRA que requieren
hospitalizacién dentro de la poblacién pediatrica, siendo considerado uno de los virus

respiratorios que mas muertes produce en nifios (Hong et al., 2001). Ellos se asocian



INTRODUCCION

con infecciones esporadicas, endémicas, asi como a brotes comunitarios en
instituciones escolares y unidades hospitalarias cerradas con una elevada mortalidad
entre pacientes y personal médico (Gerber et al., 2001; Ghanaiem et al., 2011).
Aunque los AdV pueden causar diversas manifestaciones clinicas dentro del tracto
respiratorio inferior, es sin duda la neumonia, la enfermedad de mayor gravedad, con
frecuente admision en unidades de cuidados intensivos (UCI) y necesidad de
ventilacion mecanica, dejando importantes secuelas de dafio pulmonar residual como
las bronquiectasias y la bronquiolitis obliterante (Gupta et al, 2010; Odivre et al,
2011).

Ademas de los neonatos, nifios pequefios, adultos jévenes y reclutas, que son los
mas frecuentemente afectados, la significacion de la infeccion por AdV en pacientes
inmunocomprometidos esta soélidamente establecida, hoy se reconocen entre los
muchos patégenos que contribuyen al deterioro y a enfermedades que amenazan la
vida del paciente inmunocomprometido (Tebruegge y Curtis, 2010). Estas infecciones
tienen el potencial de causar ED, con indices de mortalidad superiores al 50%, y se
consideran un gran problema en el cuidado de estos pacientes (Ison y Green, 2009;
Lindemans et al., 2011). El manejo de estas infecciones es aun dificil en términos de
prevencién y tratamiento, aunque se han hecho progresos con respecto al
diagnostico temprano de la infeccion y de sus complicaciones, basados en la
deteccion del acido desoxiribonucleico (ADN) de AdV en plasma, particularmente
mediante ensayos cuantitativos que permiten predecir la diseminacién y evaluar una
terapéutica antiviral adecuada (Hoffman, 2009; Lion et al., 2010).

Al ser el AdV el Unico de los virus respiratorios capaz de propagarse a otros 6rganos
mas alla del sistema respiratorio, fuera de su contexto habitual se describen como
agentes causales de enfermedades oculares, como la conjuntivitis folicular, la fiebre
faringo conjuntival (FFC), la queratoconjuntivitis epidémica (QCE) y la conjuntivitis
hemorragica aguda (CHA) que aunque no representan un peligro para la vida, son
enfermedades de un gran impacto social y elevado costo econémico (Sethuraman y
Kamat, 2009)
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Ademas de las infecciones oculares, los AdV califican dentro de los virus
cardiotrépicos y junto a los enterovirus se consideran agentes principales de
miocarditis viral aguda (MVA) (Knowlton y Lim, 2009). Esta enfermedad que continta
siendo un reto desde el punto de vista clinico y terapéutico, se considera la causa
mas frecuente de fallo cardiaco en nifios, con una alta mortalidad en este grupo de
edad (Calabrese et al., 2002; Camargo et al.,, 2011). Se plantea ademas, que la
infeccion persistente del miocardio por este virus, es un factor importante en el curso
hacia la miocardiopatia dilatada (MCD), la cual puede ocurrir como una secuela
tardia de la MVA. La progresion hacia esta enfermedad es posible aun con una baja
carga viral, ya sea por un dafio viral directo producto de la infeccion temprana o por
un dafio indirecto después de la infeccidbn mediado por el sistema inmune (Debiasi et
al., 2010).

Las técnicas moleculares contribuyen significativamente a la pronta identificacién de
este virus asociado a diferentes cuadros clinicos, permitiendo la adopcion rapida de
medidas terapéuticas y estrategias de prevencidon y control, que eviten la
diseminacion de estas infecciones de alto grado de transmisibilidad, disminuyendo su
impacto en la morbilidad y la mortalidad (Stroparo et al., 2010).

En Cuba, no existe informacién acerca de los patrones de circulacion de los AdV, ni
de los factores de riesgo que condicionan la gravedad, las complicaciones clinicas y
la mortalidad que este virus produce dentro de la infeccidn respiratoria aguda grave,
que constituye la primera causa de muerte dentro de las enfermedades infecciosas
(MINSAP, 2011). Tampoco existen estudios previos que reflejen la incidencia de este
virus fuera del &mbito respiratorio en otras enfermedades de etiologia viral como la
MVA y la CHA, asi como también se desconoce cudl es el alcance y trascendencia
de estas infecciones en el paciente inmunocomprometido, particularmente los
afectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Este trabajo pretende aportar un mejor conocimiento sobre la dimension de la
infeccidon por los AdV en nuestro pais y que nuevas tareas debemos enfrentar para

disminuir su incidencia, lo cual es de suma importancia.
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Sospechar tempranamente esta infeccion e implementar estrategias que incluyan el
diagndstico rapido y la caracterizacion viroldgica podrian evitar la infeccion
nosocomial en nifios hospitalizados, la evolucion grave de los casos secundarios que
ocurre en pacientes con factores de riesgo y el uso innecesario de antibiéticos,
disminuyendo el costo adicional que representa para el paciente y el sistema
nacional de salud el alto porcentaje de secuelas luego de una IRA del tracto inferior

por AdV (Tregoning y Schwarze, 2010).

[.2 Hipotesis.
Las infecciones por las diferentes especies y serotipos de adenovirus que circulan en
Cuba, estan asociadas a una variedad de manifestaciones clinicas en diferentes

grupos de pacientes.

1.3 Objetivos

General

Identificar a los adenovirus como agentes causales de infecciones relevantes
asociadas a diferentes cuadros clinicos.

Especificos:

1. Caracterizar la infeccién por adenovirus en pacientes con diagndstico clinico de
infeccidn respiratoria aguda.

2. Determinar la participacion de los adenovirus en la miocarditis, la conjuntivitis
hemorragica y el sindrome neuroldgico infeccioso.

3. Determinar la prevalencia de la infeccion por AdV en el tracto gastrointestinal y su
asociacion con los sindromes gastrointestinal y respiratorio en pacientes

seropositivos al VIH.
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Il REVISION BIBLIOGRAFICA

[I.1 Los Adenovirus

II.1.1Resefa historica

Durante la década de los cincuenta, Rowe y colaboradores reconocieron a un agente
transmisible que causaba degeneracion de las células del tejido epitelial de
amigdalas y adenoides, extraidos quirurgicamente de nifios. De este modo, los AdV
se cultivaron y describieron por primera vez como nuevos virus. Casi
simultaneamente, agentes similares se aislaron de personal militar mientras se
establecia la etiologia de un sindrome febril respiratorio. Estos virus
morfoldgicamente indistinguibles fueron clasificados como agentes “degeneradores”
de adenoides, agentes adeno-faringo-conjuntivales y agentes de infeccion
respiratoria aguda (Rowe et al., 1953; Hilleman y Werner, 1954).

La nomenclatura para los AdV se adoptd en el afio 1956 (Enders et al., 1956) y mas
tarde se reclasificaron en 1999 (Van Regenmortel et al., 2000). Posteriormente, se
comprob6 que este nuevo virus tenia multiples serotipos, relacionados
antigénicamente por un grupo-especifico de antigenos fijadores del complemento. El
numero de serotipos de AdV crecio rapidamente durante 1960 - 1970 y hasta hoy se
reconocen 51 (Berk, 2007), aunque una nueva especie, G-52 (Jones et al., 2007) y
nuevos serotipos, D-53 (Ishiko y Aoki, 2009), D-54 (Robinson et al., 2009) y B-55
(Yang et al., 2009), se aceptan como nuevos candidatos. La sorprendente diversidad
de los AdV humanos se reconocié tempranamente al igual que sus propiedades
biolégicas, muchas de las cuales tienen una obvia influencia en la patogenicidad y se
usaron como base para establecer las subdivisiones que actualmente conocemos
(Benko, 2008).
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11.1.2 Clasificacion, estructura y composicion

Los AdV pertenecen a la familia Adenoviridae, que esta dividida en cuatro géneros:
Aviadenovirus, Mastadenovirus, Siadenovirus y Atadenovirus (Davison et al., 2003).
Los AdV humanos, se encuentran incluidos dentro del género Mastadenovirus y
estan subdivididos en 6 especies, de la A — F (Tabla 1.1), sobre la base de criterios
inmunoldgicos, bioquimicos y de acuerdo a su tropismo, en estas 6 especies estan

contenidos los 51 serotipos que infectan al hombre (Wold y Horwitz, 2007).

Tabla 1.1 Clasificacion de los AdV humanos de acuerdo al tropismo

ESPECIES SEROTIPOS TROPISMO

A 12,18,31 Intestino
Tracto Respiratorio,
Tracto Intestinal

B:2 11,14,34,35, 50 Tracto Urinario, Tracto
Respiratorio

C 1,2,5,6 Tracto Respiratorio, Tracto
Intestinal

8-10, 13, 15, 17, 19, 22-30

32, 33, 36-39, 42-49, 51 Conjuntiva, Tracto intestinal

E 4 Tracto Respiratorio,
Conjuntiva
F 40, 41 Intestino

Fuente: Wold y Horwitz, 2007

Los AdV son virus icosaédricos, desnudos, de aproximadamente 90 nm de diametro,
cuyo virion contiene ADN (13%), proteinas (87%) y pequefias cantidades de
carbohidratos (Berk, 2007). La capside externa estd conformada por 252
subunidades de proteinas denominadas capsémeros (Figura 11.1), de las cuales 240
son hexonas y 12 son pentonas, desde cuya base se proyectan las fibras donde se
encuentran las glicoproteinas responsables de la adhesién a las células endoteliales

y responsables de su capacidad hemaglutinante (Harrach, 2008).
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Figura Il.1 Estructura de un adenovirus
El genoma de AdV es una molécula lineal de ADN de doble cadena y 36.000 pares
de bases (pb) aproximadamente que codifica para 11 proteinas estructurales,
numeradas convencionalmente de II-IX, llla, py, proteina terminal y la proteasa viral
p23. El genoma de los AdV humanos tiene cinco unidades de transcripcion inmediata
temprana (E1A, E1B, E2, E3 y E4), tres unidades de transcripcion temprana (IX, Va2
y E2 tardia) y una unidad principal de trascripcion tardia (MLTU, segun sus siglas en
inglés), que generan cinco familias de ARNm tardios (L1-L5) (Berk, 2007). Estas
unidades de transcripcion codifican para polipéptidos cuyas funciones estan
relacionadas entre si, por ejemplo, la unidad E1A codifica para dos proteinas que
activan la transcripcién e inducen a la célula hospedera a entrar en la fase S del ciclo
celular; E1B codifica para dos proteinas que bloquean la apoptosis; E2 codifica para
tres proteinas cuya funcion esta directamente relacionada con la replicacion del ADN
(Benko, 2008). La region E3 codifica para productos que modulan la respuesta
inmune del hospedero a la infeccion (Fu et al.,, 2011), dentro de los que se

encuentran las proteinas: gp-12.5K, la "Adenovirus death protein” (ADP, segun sus

siglas en inglés), 6.7K, gp-19K y 14.7K y los receptores de internalizacién y
degradacion (complejo RID) (Wold y Horwitz, 2007). La familia de los ARNm tardios
codifica para productos relacionados con la produccion y el ensamblaje de los
componentes de la capside. La unidad E4 codifica para disimiles funciones, como
son, regular la transcripcion y la traduccion, mediar la salida del ARNm del nucleo,

modaular la replicacion y la apoptosis (Benko, 2008).
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[1.1.3 Principales antigenos

Las proteinas de AdV que son dutiles clinicamente son las tres proteinas de la
capside: el hexon, la base del penton y la fibra. La mayoria de los epitopes
reconocidos por los anticuerpos neutralizantes (AcNt) se encuentran contenidos
dentro de estas proteinas. Se ha estimado que del 85 al 90% de los AcNt estan
dirigidos contra las regiones hipervariables del hexén (Figura Il. 2) (Ebner et al.,
2005). Los epitopes de grupo y tipo- especificos estan localizados en los lazos 1y 2
y se conocen como determinante E. Los AcNt contra estos epitopes no impiden la
union y la entrada del virus a la célula, lo que sugiere que los Ac anti-hexdn inhiben
la replicacién viral, después que estos pasos se han completados. Los epitopes
responsables de la hemaglutinacion se encuentran en la fibra y se les denomina
determinantes | (Wold y Horwitz, 2007).

Infecciones experimentales en humanos, utilizando vectores adenovirales de
replicacion defectiva, muestran que la respuesta de Ac contra la fibra y la base del
pentdn tienen un efecto sinérgico en los ensayos de neutralizacion (Gahery-Segard
et al., 1998). Las diferencias de infectividad viral en la neutralizacién son la base para
la clasificacion de los diferentes serotipos, de este modo, un serotipo es definido
tanto, cuando no exhibe reaccion cruzada con otro, o cuando la proporcién del titulo

homologo/heterdlogo es mayor de 16.
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Figura 1.2 Representacion esquematica de la estructura del hexén de Adv-2
Fuente: Ebner et al., 2005

Los antigenos que se encuentran en la superficie del viribn son principalmente de
tipo especifico. La proteina del hexdn se encuentra asociada a la neutralizacion, y la

fibra a la neutralizacion e inhibicién de la hemaglutinacién. El antigeno especifico de
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género esta localizado en la superficie basal del hexdn, mientras que los antigenos
serotipo-especificos estan localizados en la parte superior del hexdn (Harrach, 2008).
[1.1.4 Propiedades biologicas

El rango de hospederos naturales de los AdV es usualmente confinado a una
especie animal o a las estrechamente relacionadas (Harrach, 2008). Los AdV se
ensamblan en el nucleo de la célula infectada y los cambios morfologicos se usan
con propositos de diagndstico. Ellos incrementan la glucdlisis en lineas celulares
continuas e inducen en las células la produccién de grandes cantidades de acido. El
redondeamiento de las células es causado por los componentes de la base del
penton (Figura 11.3) (Wold y Horwitz, 2007).

EANEE -u\

i ",‘f-‘#_"’ o

ADENOVIRUS

Figura 1.3 Efecto citopatico de AdV en cultivo de células de rifidn humano.
HK: Control de células sin infectar (Fuente: Wold y Horwitz, 2007).

Los AdV por su caracteristica de ser virus desnudos, son resistentes a los solventes
organicos como el éter y el cloroformo, ademas son capaces de sobrevivir por largos
periodos en medios liquidos o en superficies (Horwitz, 2001).

Los cambios nucleares después de la infeccién con las especies C y B incluyen
alargamiento y aparicibn de inclusiones. Aunque estos cambios no son
patognomodnicos de la infeccion por AdV, son dutiles para el diagnodstico
histopatolégico de biopsias y permiten diferenciarlos de otros agentes virales en
cultivo de tejidos (Wold y Horwitz, 2007).

10
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[1.2 Agente infeccioso

[1.2.1 Patogenia y patologia

La infeccion por AdV causa inhibicion del ADN celular, del ARNm y de la sintesis de
proteinas. En cultivo, las células infectadas no muestran caracteristicas tipicas de
apoptosis. Las ceélulas del epitelio respiratorio que son afectadas durante la
neumonia contienen cuerpos de inclusion. Estas células son referidas como células
“manchadas” (del inglés, smudge cells) y son muy utiles en el diagndstico de los
tejidos de biopsias y autopsias. No hay formacion de sincitios ni células gigantes
multinucleadas. Las células epiteliales son el objetivo primario de la citopatologia in
vivo (Wold y Horwitz, 2007). Los cambios inducidos a nivel de una célula, se reflejan
en altos niveles de toxicidad del érgano durante la invasion tisular. Una de las
proteinas estructurales, la base del penton, que es sintetizada en exceso se une a
las integrinas y causa el desprendimiento rapido de las células de la monocapa,
sugiriendo el papel de esta proteina en la patogénesis (Nemerow et al., 2009).
Aungue en humanos no esta definido este papel, esta proteina se ha encontrado en
la sangre de individuos fallecidos con neumonia por AdV (Henquell et al., 2009).

Los AdV establecen tres tipos de interacciones con las células del huésped. La
primera es la infeccion litica, que corresponde al ciclo replicativo del virus y da como
resultado la muerte celular, con la liberacion de los viriones. La segunda es la
infeccion latente, que afecta principalmente las células linfaticas, libera una pequefna
cantidad de virus y asi causa una infeccién no evidente. Un tercer tipo de infeccion,
no descrita en seres humanos, consiste en la integracion del genoma de AdV al ADN
celular y su posterior replicacion sin la produccién de viriones infecciosos,
relacionado con la capacidad oncogénica del virus (Wold y Horwitz, 2007).

[1.2.2 Entrada al hospedero

Dada la compleja estructura de la capside de los AdV, no es nada sorprendente que
la interaccién del virus con la célula hospedera sea también compleja. La union inicial
a la célula hospedera esta mediada por la afinidad de la interacciéon del dominio
globular de la fibra con el receptor celular, localizados en el epitelio bucal,
nasofaringeo y conjuntival, que son las tres vias de entrada de los AdV al humano
(Smith et al., 2010). Después de la unién al receptor, la entrada por endocitosis, esta

mediada por la interaccion secundaria de la base del pentdn con las integrinas. Este

11
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evento se acompafa del desensamblaje parcial de la particula viral, en la cual las
proteinas de los vértices son liberadas en un ambiente acidificado por el endosoma
(Nemerow et al., 2009). Los eventos moleculares que tienen lugar en el
desensamblaje de los AdV aun quedan por definir, pero se cree que la liberaciéon de
la proteina VI facilita la ruptura del endosoma, permitiendo la entrada de la particula
viral desencapsidada a través de los microtubulos hasta el nucleo (Wiethoff et al.,
2005). Un factor clave que determina el tropismo de los AdV por los diferentes
tejidos, lo constituyen los eventos iniciales de unién y entrada del virus a la célula
hospedera mediada por los diferentes receptores (Arnberg, 2009).

[1.2.2.1 Receptores celulares que median la entrada del virus

Receptor _coxsackie-adenovirus (CAR, segun sus siglas en inglés): pertenece a la

superfamilia de las inmunoglobulinas y contiene dos dominios que varian en longitud
dependiendo del grado de glicosilacion (Tomko et al., 1997) La principal funcion de
estas proteinas, es promover la adhesién célula-célula mediante la formacién de
uniones estrechas entre las células epiteliales, creando homodimeros intracelulares
(Fan et al. 2009). EI CAR actua como un receptor eficiente in vitro para todas las
especies de los AdV, excepto para las especies B. (Roelvink et al., 1998). Estudios
realizados, muestran que la interaccion entre los AdV y el CAR, se produce a través
de los lazos de la fibra. La secuencia aminoacidica de estos lazos son conservadas
dentro de los serotipos que utilizan este receptor y no existen en la especie B, que
utilizan otro tipo de receptor (Nemerow et al., 2009). Estudios estructurales y
cinéticos revelan que hasta 3 moléculas de CAR pueden unirse a cada fibra creando
interacciones de alta afinidad que facilitan la entrada del virus (Sharma et al., 2011).
El papel del CAR como un biomarcador y su relacién con la carcinogénesis, se
encuentra actualmente bajo investigacién. Estudios muy recientes sugieren que
elevados niveles de esta molécula estan presentes en diversos tipos de cancer
(Stecker et al., 2011; Dietel et al., 2011), lo cual podria tener un impacto en su uso en
la terapia de genes ya sea utilizando Ac contra CAR o utilizando ARN que repriman o
silencien su expresién (Vindrieux et al., 2011).

Factores de la coagulacion: en el contexto de la terapia génica, desviar el tropismo

de los vectores de AdV hacia el higado, es crucial y al estudio de los mecanismos

que rigen este fendmeno se dedican actualmente grandes esfuerzos (Zaiss et al.,

12
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2011). El extremo terminal de la fibra y la depresion central del hexon son los sitios
de unidén a los factores IX, VIl y X de la coagulacion y a la proteina C4, que actuan
como co-receptores (Jonsson et al., 2009). A través de estos co-receptores, el virus
se une a receptores lipoproteicos que se encuentran en la superficie de los
hepatocitos, promoviendo una eficiente entrada del virus (Waddington et al., 2008;
Gimenez-Alejandre et al., 2008). El grado de afinidad de estas uniones depende del
serotipo y esta informacion resulta util a la hora de estudiar el tropismo de la
infeccidon natural por los AdV y para seleccionar los serotipos utiles como vectores de
expresion. (Hamdan et al., 2011; Duffy et al, 2012)

Lactoferrina: es una proteina del sistema inmune innato que usualmente actua como
un componente antibacteriano, antifungico y antiviral (Onishi et al., 2011).
Investigaciones recientes demuestran que la lactoferrina se une al viriéon, por medio
de una proteina que aun no se ha identificado y promueve la transduccién de los AdV
hacia las células del epitelio respiratorio haciendo de puente entre ella y la célula
hospedera (Garcia-Montoya et al., 2012). La lactoferrina esta presente en grandes
cantidades en el fluido lagrimal y la mucosa respiratoria, lo cual es consistente con el
tropismo ocular y respiratorio de las especies C, que la utilizan para la infeccion in
vitro a través de mecanismos similares (Berlutti et al., 2011).

CDA46: perteneciente a la familia de las proteinas que regulan la activaciéon del
complemento, esta molécula se expresa en todas las células humanas nucleadas
(Arnberg, 2009). Su funcion principal es proteger a la célula no infectada de la accién
del complemento, sin embargo, es probable que actue como un verdadero receptor
para los serotipos de las especies B, (Gaggar et al., 2003; Persson et al., 2007). Para
la mayoria de los miembros de esta especie la unidn fibra-CD46 es de alta afinidad,
excepto para los serotipos AdV-3 y AdV-7, donde la afinidad de estos es menor in
vitro (Marttila et al., 2005), lo que no descarta al CD46 como receptor de estos in vivo
(Sirena et al., 2005).

Acido sialico: es el nombre comun de una amplia familia de sacaridos con mas de 50
miembros, estos actuan en un gran numero de procesos biologicos y estan
localizados al final de las cadenas de glicanos, que se encuentran en la superficie
celular, haciendo facilmente accesible a los patégenos su uso como receptor (Angata

y Varki, 2002; Johansson et al., 2007). Se postula que los AdV de la especie D,
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particularmente los serotipos 8, 19 y 37, se unen al acido sialico de la superficie
celular mediante un mecanismo dependiente de la carga eléctrica (Nepomuceno et
al., 2007; Spjut et al., 2011).

Integrinas: son proteinas que funcionan como receptores para varios patdogenos
(Luo, 2007). La interaccion con los AdV se produce a través de la proteina de la base
del pentdon y aunque no se utilizan para la union inicial del virus a la célula, son
indispensables para la entrada de los AdV, independientemente de cual sea el tipo
de receptor que utilicen (Hall et al., 2010).

Otros receptores: otras moléculas se han identificado como candidatos a receptores

para la transduccién de los AdV, entre ellas, la molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | (MHC-I, segun sus siglas en inglés) que es expresada en
la superficie de las células - linfoblastoides (Arnberg, 2009) y el sulfato de heparan
que es una proteina multifuncional que se une a la superficie de las células humanas
por diferentes vias, apoyando la infeccion de los AdV a las células epiteliales,
particularmente de las especies C (Tuve et al., 2009; Welch et al., 2011). Otras dos
moléculas, CD80 y CD86, las cuales son expresadas en las células dendriticas, se
han identificado también como candidatos a receptores o co-receptores para las
especies B (Short et al., 2006).

[1.2.3 Diseminacion del virus dentro del hospedero

Desde el hallazgo inicial de los AdV en amigdalas y adenoides ha quedado claro que
estos tejidos de la orofaringe son el sitio principal donde se inicia la replicaciéon para
la entrada de los AdV al humano. Para los AdV que causan infecciones del tracto
respiratorio (ITR), la replicacion probablemente ocurre en el epitelio respiratorio no
ciliado, donde se localizan la mayoria de las manifestaciones clinicas (Lukashok y
Horwitz, 2006). En ocasiones la infeccion viral puede extenderse hacia el pulmoén. Un
posible mecanismo que puede explicar esta diseminacion, es que la proteina de la
fibra, sintetizada en exceso y liberada durante la lisis, se una al CAR en la superficie
basolateral, rompiendo los homodimeros e incrementando la permeabilidad celular
en las uniones, facilitando la entrada del virus al tracto respiratorio inferior (TRI)
(Walters et al., 2002). Otra via propuesta para la diseminacion del virus a otros
sistemas es la via hematdgena, considerada a partir del aislamiento del virus en la

sangre de individuos con infecciones graves del tracto respiratorio (Wold y Horwitz,
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2007). Dada la capacidad de los AdV de infectar los linfocitos (Garnett et al., 2002;
McNees et al., 2004), la via linfatica, podria ser también otra de las rutas para el
acceso del virus a otros 6rganos, como el miocardio (Baboonian et al., 2003),

I1.2.4 Latencia y persistencia

Los AdV fueron descubiertos precisamente por su capacidad de establecer
infecciones latentes en el tejido adenoideo (Rowe et al., 1953). El término de latencia
implica que el genoma viral es mantenido dentro de la célula en un estado episomal
(no integrado), donde ninguno 0 muy pocos genes son expresados (Wold y Horwitz,
2007). También los AdV pueden establecer infecciones persistentes con prolongados
periodos de excrecion, principalmente por via fecal. Ambos tipos de infecciones
complica la interpretacion del virus en las muestras clinicas (Hoffman, 2009).
Mediante la deteccion del ADN viral, numerosas evidencias demuestran la capacidad
de los AdV de mantenerse en el hospedero en amigdalas, adenoides, linfocitos,
nddulos pulmonares y tejido ocular por largos periodos sin la produccion de virus
infecciosos (Wold y Horwitz, 2007; Kaneko et al., 2008). Investigaciones que utilizan
métodos cuantitativos de RCP, apoyan la latencia de los AdV, al menos de las
especies C, en linfocitos, amigdalas y adenoides en el 80% de los casos analizados,
con un pico de un 90% hasta los cuatro afios que va decreciendo con la edad
(Garnett et al., 2002). Poco es conocido acerca de los mecanismos que mantienen el
estado latente, donde el virus puede ser reactivado hacia una infeccion aguda o una
infeccion persistente (Traylen et al., 2011). Esta condicién se considera un factor
clave en la patogénesis de algunas enfermedades cronicas como la enfermedad
pulmonar obstructiva en adultos fumadores, el asma bronquial y la miocardiopatia
dilatada, después de una miocarditis por AdV (McNees et al., 2004).

[1.2.5 Respuesta inmune

La respuesta inmune innata es llevada a cabo fundamentalmente por neutrofilos,
macrofagos y células asesinas naturales (NK, segun sus siglas en inglés) y se asocia
con la liberacién de multiples citoquinas y quimoquinas (Smith et al., 2008; Vareille et
al., 2011), que incluyen, interleuquinas (IL)-1, IL-12, IL-6, IL-8, interferones y el factor
de necrosis tumoral a (TNF, segun sus siglas en inglés), cuyos niveles estan

relacionados con un prondstico desfavorable en nifios infectados (Tecle et al., 2010).

15



REVISION BIBLIOGRAFICA

Después de la infeccion primaria, son generados Ac especie- especificos (no
neutralizantes) y tipo- especifico (neutralizantes), los primeros son utiles para medir
la respuesta del paciente a la infeccion. Los AcNt anti-fibra y anti-pentdn bloquean la
entrada del virus a la célula y los Ac anti-hexdn previenen el desnudamiento y la
entrada del ADN viral al nucleo (Wold y Horwitz, 2007). Aun después de una
respuesta inmune exitosa, el hospedero puede seguir excretando virus
intermitentemente por semanas y meses, después de la infeccion inicial. Esto
demuestra que los AcNt, protegen al hospedero previamente infectado de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad y de las reinfecciones con el mismo
serotipo, pero no eliminan el estado de portador (Wold y Horwitz, 2007).

La respuesta inmune celular es mediada fundamentalmente por células T-CD4+ y por
células T-CD8+, siguiendo un patron de secrecion de citoquinas de células T-
cooperadorasl tipo 1 (TH-1, segun sus siglas en inglés) (Heemskerk et al., 2005).
Aunque se plantea que la respuesta humoral puede ser suficiente para anular la
infeccidn, la presencia de epitopes para las células T en la region conservada del
hexon sugiere que ambas respuestas se generan durante el proceso infeccioso y por
lo tanto una y otra son indispensables para la eliminacion viral (Lenaerts et al., 2008).
Los AdV poseen estrategias que les permiten evadir la respuesta inmune del
hospedero, de acuerdo a diferentes mecanismos que son llevados a cabo
principalmente por proteinas codificadas por la region E3 (Kojaoghlanian et al., 2003)
como la gp19K y la 14.7K. Estos mecanismos incluyen: la inhibicion del transporte de
las moléculas MHC-I| del reticulo endoplasmatico hacia la superficie celular; el no
reconocimiento de las células infectadas por los linfocitos T- citotoxicos (CTL, segun
sus siglas en inglés) el bloqueo de factores que inducen apoptosis en la célula
infectada y la inhibicién de la sintesis de quimoquinas (Di Paolo et al., 2009). La
produccién de interferon, es también contrarrestada por proteinas codificadas por el
gen E1 que bloquean el ensamblaje de los factores inductores y apagan la sintesis
(Gregory et al., 2011).

Investigaciones en vectores adenovirales muestran que la respuesta inflamatoria
inicial ocurre independientemente de la expresion de los genes virales y es
desencadenada directamente por la interaccion de las proteinas de la capside con

las integrinas de la superficie celular (Fu et al., 2011). De esta manera, no esta
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totalmente esclarecido si el dafid celular y las manifestaciones clinicas son producto
de la propia infeccidn o de la respuesta inmune del hospedero frente al patégeno
(Gregory et al., 2011).

I1.3 Epidemiologia

Las infecciones por AdV ocurren a nivel mundial, de forma endémica, esporadica y
epidémica. De manera general estos patrones correlacionan bien con el serotipo viral
y la edad de la poblacion susceptible, que en el 80% de los casos suelen ser los
nifos menores de 4 afios (Wold y Hortwitz, 2007). Aunque el hospedero tiene la
capacidad de eliminar la infeccion generando una respuesta inmune potente, el
hecho de que esta respuesta sea serotipo- especifica, hace posible que individuos de
todas las edades puedan infectarse con diferentes serotipos de AdV a lo largo de
toda la vida (Lynch et al., 2011). Para los hospederos con una respuesta inmune
deficiente como los trasplantados, seropositivos al VIH (VIH+), individuos sometidos
a quimio y radioterapia por cancer, entre otros, se incrementa el riesgo de
infecciones severas y diseminadas (Storsley y Gibson, 2011; Watcharananan et al.,
2011; Yaghobi et al., 2011).

Las epidemias pueden ser de infeccion respiratoria, fiebre faringo-conjuntival,
queratoconjuntivitis y gastroenteritis infantil. Estas pueden ocurrir durante todo el
afio, aunque habitualmente se observan durante el invierno y a principios de la
primavera, en paises donde se diferencian las cuatro estaciones (Kim et al., 2003).
Los serotipos 1, 2, 5 y 6 se aislan con frecuencia de tejido nasofaringeo y linfo-
epitelial en nifos menores de 5 afos, mientras que los serotipos 3, 4 y 7 se asocian
mas frecuentemente a ITR superior en adultos (Cherry y Chen, 2009). Las
infecciones provienen de dos fuentes principales, una exdgena, a partir del contacto
de personas sanas con secreciones respiratorias y oculares de individuos infectados,
por la exposicion a sangre y tejidos infectados, y también por el contacto con
superficies, objetos e instrumentos oftalmoldgicos contaminados (Wold y Horwitz,
2007). La existencia de portadores asintomaticos, capaces de excretar el virus,
durante largos periodos de tiempo, hacen de la trasmision fecal-oral una importante
via de adquirir y diseminar al virus (Jones et al., 2007). La otra forma importante de
contraer enfermedades lo constituye la via enddgena, a partir de la reactivacion de la

latencia que los AdV establecen en el tejido linfoide, parénquima renal, tracto
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gastrointestinal y otros tejidos después de una primera infeccion (Lion et al., 2010).
Mas recientemente, el hallazgo del virus en el liquido amnidtico de mujeres
embarazadas y en aspirados traqueales de neonatos pre- términos, indican la posible
trasmision vertical (Henquell et al., 2009; Tsekoura et al., 2010).

El periodo de incubacion va de 2 a 14 dias, dependiendo del serotipo viral y la via de
trasmision (Cherry y Chen, 2009). Las epidemias pueden extenderse rapidamente en
poblaciones cerradas, en ambientes con poca higiene y hacinamiento, como
unidades militares, becas, orfanatos, circulos infantiles, salas hospitalarias vy
unidades de cuidados intensivos, donde las medidas de control son esenciales para
evitar la diseminacion (Wold y Horwitz, 2007).

Los serotipos predominantes difieren de acuerdo a los paises, regiones vy
localidades, su prevalencia cambia con el tiempo debido a la trasmisién y al
reemplazamiento de nuevas cepas. Existen diferencias notables en la distribucién de
los serotipos entre la poblacion civil y militar. Por ejemplo en los EUA, durante el
periodo 2004-2006 en la poblacion civil, el AdV-3 estuvo implicado en el 34,6% de
las ITR y los AdV-4 y 21, representaron el 4,8 % y 2 %, respectivamente. Sin
embargo, en la poblacion militar, se detectdé el AdV-4 en el 92,8%, el AdV -3 en el
2,6% y el AdV- 21 en el 2,4% (Gray et al., 2007). De manera interesante, entre el
2002 y el 2006 diversos serotipos de la especie B (AdV-3, 7, 14 y 21) emergieron
como los serotipos predominantes entre la poblacion militar de EUA, probablemente
como resultado del cese de la vacunaciéon (Metzgar et al., 2007). De forma general,
en los adultos, los serotipos implicados incluyen a las especies B (AdV-3, 7, 11, 16 y
21), C (AdV-1, 2,5y 6) y E (AdV-4) (Ermand et al., 2002; Moura et al., 2007; Houng
et al., 2010). Entre los nifios, los serotipos mas frecuentemente asociados a ITR son
los tipos del 1 -7 y el 11 (Baum, 2005; Lee et al., 2010).

[1.3.1 Prevencién y Control de las Infecciones

Dado que el periodo de incubacion de la enfermedad, puede ser de hasta 10 dias y
en muchos casos hay una excrecion prolongada, la trasmision es favorecida entre
individuos con contacto estrecho (Lesser et al., 2009). Por ello, la prevencién y el
control de brotes epidémicos, estan mediados basicamente por la educacion a la
poblacion en las buenas practicas de higiene, como el lavado frecuente de manos,

tapado de la boca ante la tos y el estornudo. Siempre que sea posible, evitar la
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aglomeracion en cuartos de dormir y salas hospitalarias, que permitan una
ventilacion adecuada y evitar el empleo en comun de medicamentos oculares,
toallas, etc (Kunz y Ottolini, 2010).

II.4 Serotipos emergentes

Serotipo AdV-3. Este serotipo es uno de los mas comunes causantes de ITR en

nifos y adultos, es también uno de los serotipos mas aislados en los casos de
conjuntivitis atribuible a los AdV (Chang et al., 2008). Su prevalencia a nivel mundial
es variable y es el serotipo predominante en muchas regiones. De manera
importante, AdV-3 ha causado casos esporadicos y epidemias de enfermedad
respiratoria con manifestaciones clinicas de extrema gravedad, con dafo pulmonar
residual y casos fatales en Corea (Lee et al., 2010), Portugal (Rebelo-de Andrade et
al, 2010), el cono sur americano (Kajon et al., 1996) y EUA (James et al., 2007). A
pesar de la relativa estabilidad de su genoma (Mahadevan et al., 2010), se han
descrito variantes genotipicas de este serotipo, como el recombinante AdV7/3 y la
variante HAdV3a51, asociados a enfermedad severa (Rebelo de Andrade et al.,
2010; Lebeck et al., 2009). Estas variantes confirman previos hallazgos de que el
AdV-3, es un serotipo muy virulento y potencialmente letal, especialmente en nifios
(Landry et al., 2009; Selvaraju et al., 2011). También se han identificado nuevas
variantes de AdV-3 en casos de enfermedades oculares como la queratoconjuntivitis
epidémica (Imai et al., 2001; Walsh et al., 2009; Kaneko et al., 2011).

Serotipo AdV-7. Actualmente es uno de los serotipos mas aislados a nivel mundial

(Erdman et al., 2002; Choi et al., 2005; Lee et al., 2010). Este serotipo parece ser el
mas virulento de todos, y numerosos informes pasados y recientes asi lo
documentan (Yamadera et al., 1998; Lin et al., 2004; Tang et al., 2011; Tang’ et al.,
2011). La prevalencia de AdV-7 ha variado de acuerdo a la zona geogréfica en
diferentes momentos dependiendo de la cepa tipo, de la inmunidad poblacional y del
contexto epidemiolégico. Epidemias por este serotipo se han descrito en EUA,
Canada, China, Australia, Israel, Corea del Sur, Japon y América Latina, donde se ha
destacado como causa de ITR y neumonias con elevados indices de muerte (Lynch
et al., 2011; Odivre et al., 2011). Los brotes ocurren tipicamente en marcos cerrados

como barracas militares, hospitales, unidades neonatales y pediatricas.
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Al menos 27 genomas tipo se han identificado por enzimas de restriccion, los cuales
cambian o reemplazan a los tipos predominantes (Gerber et al., 2001). Los AdV-7c y
7b fueron los subtipos predominantes en los afios 1960-70 en EUA, Europa y
Australia, aunque durante esta década, también circularon los subtipos AdV-7d, 7e y
7f. En Argentina, un nuevo subtipo, el AdV-7h comenzé a circular durante los afios
80 entre ninos menores de 1 afo, donde mas de la mitad requirieron cuidados
intensivos y la mayoria (10/16) murieron con neumonia multifocal y bronquiolitis
necrotizante (Murtagh et al., 1993). Esta nueva cepa, fue causante del 61.2% de las
ITR por AdV en nifios de Argentina y Uruguay de 1991- 1994 y responsable de 17 de
las 18 muertes ocurridas (Kajon et al., 1996). Esta cepa también fue reconocida en
Brasil, donde remplazé a la 7b (Moura et al., 2007) y en EUA donde circul6 junto a
otros genomas tipo (Erdman et al., 2002). Un nuevo genotipo, el AdV-7d2, fue
detectado y caracterizado por primera vez en un centro hospitalario de Chicago y
posteriormente extendido a otro con una severidad considerable y casos fatales entre
los pacientes con afectacion del personal médico (Gerber et al., 2001).

Los mecanismos que sustentan la aparente “fortaleza™ de algunos genomas de AdV-
7, reflejada en su capacidad de reemplazar a otras cepas circulantes, permanecen
en el campo de la especulacién. Algunas posibles explicaciones incluyen la
ocurrencia de mutaciones o recombinaciones que hacen mas virulentas vy
patogénicas a estas cepas o cambios biolégicos y antigénicos que amplifican la
transmision en comparacién con las cepas anteriores. En conclusion, si estas nuevas
cepas son realmente mas virulentas, o si lo que sucede es que evaden mejor la
respuesta inmune del hospedero, es una cuestibn que requiere muchas
investigaciones, lo que si parece estar claro es que una simple mutacién, como en
AdV-7d2 o una recombinacion, como en AdV-7h pueden generar nuevas cepas con
un mayor potencial epidémico y tasas elevadas de muerte (Gray et al., 2005).
Serotipo AdV-14. Llamado también "agente de Wit", se aisldé por primera vez en
Holanda, 1955 (Van der Veen y Kok, 1957) durante un brote de IRA en reclutas y

posteriormente en brotes similares en Inglaterra (Kendall et al., 1957), Uzbekistan

(Bruj et al., 1966) y Checoslovaquia (Mevzos et al., 1966). Sin datos previos de su
circulacion en Norteamérica, este serotipo, emergié durante la primavera del 2006,

causando brotes de severidad variable entre los reclutas y la poblacién civil en
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diferentes regiones de EUA, afectando individuos de todas las edades (CDC, 2007;
CDC, 2010; Kajon et al., 2010). En Europa, este serotipo se ha descrito como causa
de IRA severa con casos fatales (33%) en nifios irlandeses menores de 1 afio, con
requerimientos de ventilacion mecanica y oxigenacion extracorporal (O'Flanagan et
al., 2011).

El analisis de la secuencia nucleotidica demuestra que este AdV-14, es una cepa
nueva, claramente distinguible de la cepa de referencia (AdV-14p o Agente de Wit),
nombrada AdV-14p1 sobre la base de los nuevos perfiles de restriccion. Se sugiere
que el origen de esta nueva cepa se deba a la recombinacion entre la cepa patrén
(AdV- 14p) y una cepa de AdV- 11 (Houng et al., 2010). Esta nueva cepa contiene
una delecién de 6 pb en el gen de la fibra, que aunque no le confiere cambios
fenotipicos sustanciales respecto a la original, perdié un epitope neutralizante que la
convierte en un mutante de escape (Carr et al., 2011). Es decir, que es muy probable
que la emergencia de esta cepa, se deba mas a la diseminacion de un agente
infeccioso en una poblacién inmunolégicamente desprotegida que a la propia
virulencia per se (Carr et al., 2011).

I1.5 Manifestaciones Clinicas de la Infeccidn por los AdV

11.5.1 Infecciones del Tracto Respiratorio Superior (ITRS) e Inferior (ITRI)

La mayoria de los casos de ITR, se presentan inicialmente como una ligera
enfermedad respiratoria que usualmente es auto limitada. En pacientes pediatricos,
del 5 al 10% de todas las ITR son producidas por los AdV (Broor et al., 2007; Lee et
al., 2010). De manera usual los sintomas incluyen congestion nasal, tos, faringitis y
amigdalitis que pueden acompanarse de manifestaciones sistémicas como fiebre,
malestar general, dolor de cabeza y mialgia, también pueden aparecer sintomas
gastrointestinales como vomitos, diarreas y dolor abdominal (Chang et al., 2008). La
severidad y extension de los sintomas dependen del serotipo y del sindrome clinico.
Aunque la mayoria de estas infecciones son benignas, pueden progresar a la
severidad, causando Crup, bronquiolitis y neumonia (en ocasiones asociada con
choque séptico) que puede ocurrir hasta en un 20% de nifos pequefios donde
pueden dejar secuelas que incluyen bronquiectasias y bronquiolitis obliterante
(Callaway et al., 2011; Gupta et al., 2011, Edmond et al., 2012). El curso hacia una
enfermedad respiratoria grave y fatal también se ha documentado durante brotes en
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poblacion adulta inmunocompetente, principalmente por los serotipos 4, 7 y 14
(Allibhai et al., 2008; Jonhstone et al., 2008; Kandel et al., 2010). Mas recientemente,
las infecciones por AdV se han asociado con el sindrome de distres respiratorio
agudo (SDRA) en adultos inmunocompetentes (Hakim y Tleyjeh, 2008).

En la poblacién militar, los brotes de enfermedad respiratoria severa con frecuentes
complicaciones que involucran al SNC se han descrito durante la ultima década
(Metzgar et al., 2007). Particularmente, estos brotes han sido producidos por los
serotipos 4 (Russell et al., 2006; Kajon et al., 2011) y 14, cuya tasa de ataque entre
los nuevos reclutas asciende hasta un 80%, con un 20% de hospitalizaciones (Tate
et al., 2009).

Otra de las manifestaciones clinicas de las ITR por AdV es el Sindrome similar al
pertusis (SSP). Este término se ha empleado para denotar los signos y sintomas
indistinguibles de la tosferina, cuando no se puede demostrar la presencia de su
agente causal, la Bordetella pertussis (Wold y Horwitz, 2007). El cuadro clinico se
caracteriza por una tos intensa, paroxistica con emesis y cianosis, con intervalos
breves de apnea, caracteristicos de la tosferina. Estas formas de pertusis se han
llamado sindrome coqueluchoide o pertusoide y la asociacién de los AdV con estos,
se ha descrito en estudios epidemioldgicos (Hong et al., 2001; Herrera et al., 2007;
Rojas et al., 2011). De manera general, las ITR son producidas por los serotipos de
las especie B (AdV-3, 7, 14), E (AdV-4) y C (AdV-1y 2), estos ultimos son los que se
aislan con mayor frecuencia y se consideran endémicos en muchas poblaciones, con
prevalencias que van de un 4- 26% (Cooper et al., 2000; Yeung et al., 2009; Lee et
al., 2010). Otros serotipos como los AdV-11 y 21, aunque con menor frecuencia,
también se han responsabilizado con epidemias de ITR con casos de neumonias y
complicaciones pulmonares (Gray et al., 2007; Zhu et al., 2009; Kajon' et al., 2010).
[1.5.2 Infecciones Oculares

La conjuntivitis folicular aguda puede ocurrir como una entidad separada, o como
parte de un sindrome respiratorio y entonces se denomina fiebre faringo -conjuntival
(FFC). La FFC fue una de las primeras entidades clinicas descritas que se asoci6
con la infeccion por AdV como parte de un brote epidémico causado por el serotipo 3
(Bell, 1957). La enfermedad se presenta tipicamente en nifios, asociada a brotes en

campamentos de verano, orfanatos y vecindarios residenciales, debido a la
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exposicion a piscinas contaminadas y condiciones de hacinamiento (Artieda et al.,
2009). La enfermedad puede ser bilateral y ambas conjuntivas (bulbar y parpebral)
se ven comprometidas con una significativa linfoadenopatia pre-auricular. El periodo
de incubacién es de 6 a 9 dias, la enfermedad es leve y autolimitada con una
recuperacion completa y sin secuelas oftalmoldgicas (Kunz y Ottolini, 2010). Los AdV
3y 7, son los principales serotipos que se han aislado, aunque los serotipos 1, 2, 4,
6, 8 y 15 también se han visto involucrados como agentes etiolégicos (Artieda et al.,
2010; Mochizuki et al., 2010)

A diferencia de la conjuntivitis folicular, que se limita a la conjuntiva, la
queratoconjuntivits epidémica (QCE) es una enfermedad mucho mas seria y
altamente contagiosa (Wold y Horwitz, 2007). Después de un periodo de incubacion
es de 8 a 10 dias, la enfermedad se presenta con un inicio agudo de dolor, lagrimeo,
fotofobia, inyeccidn conjuntival, sensacion de cuerpo extrafio, edema, infiltrados
epiteliales cornéales e hipertrofia de los nodos linfaticos (Mandell et al., 2009).

En los neonatos y nifos muy pequenos, la dificultad de constatar dolor y fotofobia
conlleva a un diagnostico tardio trayendo como consecuencia la ocurrencia de brotes
nosocomiales en unidades neonatales de cuidados intensivos (Chaberny et al., 2003;
Ishiko et al., 2008). Brotes epidémicos de QCE, se han referido a nivel mundial
(Sendra et al., 2004; Ariga et al., 2005; Hamada et al., 2008), siendo los serotipos
AdV-8, 19 y 37 los mas frecuentemente aislados (Mejia et al., 2008; Tabbara et al.,
2010). Otras variantes también se han descrito asociadas a QCE en pacientes que
adquirieron la infeccion mediante procederes quirdrgicos con material contaminado
(Engelmann et al., 2006; Ishiko y Aoki, 2009). La enfermedad puede ser limitada, sin
embargo, en ocasiones puede progresar a una queratitis, que puede persistir por
meses y llevar a una disminucién de la vision con un dafio significativo de la cornea
(Kunz y Ottolini, 2010; Omar et al., 2010)

11.5.3 Infecciones en el tracto gastrointestinal (TGI)

Los AdV pueden causar manifestaciones en el TGI, aun cuando el sitio primario de
infeccidn sea el tracto respiratorio (Madisch et al., 2006; Sdiri-Loulizi et al., 2008;
Gongalves et al., 2011). La relacion entre AdV y diarrea tiene una larga historia que
aun no se ha esclarecido completamente. Debido a que ellos pueden replicarse

eficientemente en el intestino y ser excretados en las heces, esto los hace fuertes
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candidatos como agentes etiologicos (Wold y Horwitz, 2007). Sin embargo, el
hallazgo de los AdV tanto en pacientes con diarrea, como en individuos
asintomaticos hace dificil correlacionar el aislamiento con los sintomas clinicos. No
obstante, la afinidad de los serotipos 40 y 41 por el TGIl, documentada en numerosos
estudios epidemioloégicos, ha otorgado a estos serotipos la etiologia de casos
esporadicos y brotes de gastroenteritis infantil (Weitzel et al., 2007; Gonzalez et al.,
2011, Bicer et al., 2011). Segun datos publicados, la prevalencia de los AdV en la
gastroenteritis infantil varia en los diferentes estudios, de acuerdo a la region. En
Asia, por ejemplo, las tasas de deteccion fueron de un 8,7% en Corea, 5% en Japon
y 2,8% en Vietnam (Li, et al., 2005). En Africa, las tasas fueron de 2.6% en Tanzania
(Moyo et al., 2007), 5.5% en Tunez (Fodha et al., 2006), 6.7% en Nigeria (Audu et al.,
2002), 28% en Ghana (Reither et al., 2007) y 37.4% en Kenya (Magwalivha et al.,
2010). Ademas de los AdV-40 y 41, otros serotipos como AdV-31, 2, 3, 5y 8 (Li, et
al., 2005; Leruez- Ville et al., 2006) y algunos de las especies D, también se han
aislado de nifios con diarrea, estos ultimos asociados a individuos VIH+ (Magwalivha
et al., 2010). Una nueva especie de AdV encontrada en un paciente con
gastroenteritis, se describid por primera vez en EUA, este serotipo, denominado AdV-
52, resultd ser serologicamente diferente y el analisis filogenético mostré una
separacion evidente del resto de los AdV conocidos (Jones et al., 2007).

La invaginacion intestinal, es otro de los sindromes que se asocia a la infeccion por
los AdV (Wold y Horwitz, 2007). Los serotipos de la especie C (AdV-1, 2, 5y 6) se
han aislado en altos porcentajes de las heces y nodos linfaticos de pacientes con
adenitis mesentérica e invaginacién intestinal (Bhisitkul et al., 1992; Lappalainen et
al., 2012). En estudios recientes, realizados en nifios con este sindrome, la presencia
de los AdV fue estadisticamente significativa respecto al grupo control en todos los
casos (Okimoto et al., 2011).

Los AdV se han vinculado a la enfermedad celiaca, una enfermedad autoinmune,
etiolégicamente relacionada con la ingestion de proteinas del grupo de las gliadinas,
que se encuentran en el trigo, la cebada y el centeno (Wold y Horwitz, 2007). Las
evidencias apuntan a que existe una homologia estructural entre la proteina E1B- 55
KD de los AdV y la gliadina-A (proteina que activa la enfermedad celiaca).

Resultados que confirman estas evidencias, muestran que los linfocitos—T de
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pacientes enfermos reconocen a secuencias homodlogas de péptidos sintéticos que
comparten ambas proteinas, por o que no se excluye que una infeccién previa con
AdV, sea un factor importante en la evolucion de la enfermedad (Plot y Amital, 2009).
11.5.4 Infecciones en el tracto urinario (TU)

La Cistitis hemorragica aguda es una enfermedad que ocurre casi exclusivamente en
los varones, caracterizada por una intensa hematuria, que se confunde regularmente
con otras enfermedades del rindbn como la glomerulonefritis. En pacientes
inmunocompetentes, esta enfermedad es autolimitada y usualmente no se acompafria
de otros sintomas (Wold y Horwitz, 2007). Basicamente, dos serotipos, los AdV-11y
21 se han aislado de la orina de pacientes afectados (Yokose et al., 2009), aunque
otros serotipos como los AdV-3, 7, 34 y 35, también se han visto implicados
(Echavarria, 2008; Sujeet et al., 2011).

El serotipo AdV-11, puede permanecer latente en el parénquima renal hasta su
reactivacion en hospederos con inmunidad comprometida (Bil-Lula et al., 2010). En
este tipo de paciente, la enfermedad puede aparecer junto a otras manifestaciones
como disuria y disfuncidn del injerto renal en el caso de trasplantados (Ison y Green,
2009; Ferreira et al.,, 2009). Muchas infecciones son autolimitadas, sin embargo,
pueden aparecer complicaciones como la nefritis intersticial necrotizante, fallo renal
dependiente de dialisis, uropatia obstructiva, enfermedad diseminada (ED) y muerte
(Mori et al., 2003; Keswani y Moudgil, 2007; Storsley y Gibson, 2011).

[1.5.5 Infecciones en el sistema nervioso central (SNC)

Aunque los AdV no se consideran virus neurotrépos y su aislamiento dentro del SNC
es poco frecuente, el hallazgo de estos, provocando casos esporadicos y pequefios
brotes de enfermedad neurolégica, se ha documentado en Ila literatura,
principalmente como causa de encefalitis y meningoencefalitis (Lema et al., 2005;
Wold y Horwitz, 2007). Estas enfermedades, suelen aparecer ocasionalmente como
una complicaciéon después de una IRA, tanto en pacientes de riesgo como en
individuos inmunocompetentes. Los serotipos de la especie B, principalmente AdV-3
y 7 son los que con mayor frecuencia se han encontrado en tejido cerebral y liquido
cefalorraquideo (LCR) (Fianchi et al., 2003; De Azevedo et al., 2004).

Los AdV se han relacionado también a casos de edema cerebral (Chatterjee et al.,

2000), encefalopatias (Ohtsuki et al., 2000) y otras enfermedades del SNC como la
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mielitis transversa (Horwitz, 2001) y la paralisis flacida aguda, donde se plantea que
ocurre por el dano celular del cordon anterior o neuropatia del plexo braquial o
lumbosacro (Ooi et al., 2003; Acosta et al, 2008; lvanova et al., 2012).

Un estudio realizado para demostrar la asociacion de los AdV a tumores cerebrales
en pacientes pediatricos, mostré la presencia de ADN adenoviral en tejidos del SNC
no tumorales, indicando por primera vez, la capacidad de estos virus de persistir en
dichos tejidos después de una infeccidén primaria (Kosulin et al., 2007). Actualmente
se describen varias rutas que explican acerca de como las particulas virales pueden
acceder al cerebro. Estas vias pueden ser a través de la migracion de los linfocitos
infectados hacia el endotelio microvascular cerebral o mediante el paso de particulas
virales libres entre o a través de las células endoteliales (Albright et al., 2003).

[1.5.6 Infecciones del miocardio

La Miocarditis viral aguda (MVA) es una enfermedad inflamatoria caracterizada por la
necrosis de los miocitos y la infiltracion de células inflamatorias (Wold y Horwitz,
2007). Los AdV junto a los enterovirus son los virus que comunmente se identifican
como productores de MVA. Mientras que los enterovirus inducen una fuerte
respuesta inflamatoria, los AdV se dirigen directamente a los miocitos, transportados
por los linfocitos que son infectados persistentemente durante la infeccion primaria y
que escapan de la eliminacion por el sistema inmune (Baboonian y McKenna, 2003).
La presencia de receptores CAR en los miocitos, lo hacen susceptible a la infeccion
por AdV (Xu et al., 2010). Los niveles de expresion de CAR en los miocitos varian de
acuerdo a la edad y a otras enfermedades cardiacas, donde son sobre-expresados,
sugiriendo que individuos con miocardiopatias tienen una predisposicion particular a
la infeccion con este virus (Wu et al., 2011; Yuen et al., 2011).

Una vez en el miocito, el virus podria inducir apoptosis (Miyamoto et al., 2009;
Debiasi et al., 2010), o causar una infeccion persistente, con una activacion continua
de la respuesta de células T, que iria en detrimento del hospedero causando dafo en
el miocardio (Camargo et al., 2011). El efecto acumulativo de esta respuesta inmune
constante es la destruccion de los miocitos que a corto plazo deterioran la funcién
contractil del musculo y a largo plazo conllevan a una remodelacion de los miocitos
restantes originando una miocardiopatia dilatada (Schultheiss et al., 2006).

Numerosos son las publicaciones que sustentan esta hipétesis, evidenciando que la
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infeccion persistente por virus cardiotrépicos, como los AdV, podria ser la causa o un
componente que contribuye al curso de la miocarditis hacia la miocardiopatia dilatada
(Calabrese et al., 2002; Bowles et al., 2003; Kuhl et al., 2005).

11.5.7 Enfermedades asociadas al paciente inmunocomprometido

Las ultimas tres décadas han sido testigo de la emergencia del SIDA y del
incremento en el numero de receptores de trasplantes, generando un alto numero de
pacientes inmunocomprometidos (Hoffman, 2009). Paralelamente, muchas
referencias de las infecciones por AdV han aparecido en la literatura cientifica actual
(Ison y Green, 2009, Lion et al., 2010; Weigt et al., 2011). Hoy los AdV son
reconocidos entre los muchos patdégenos que contribuyen al debilitamiento y a
enfermedades que con frecuencia amenazan la vida del paciente
inmunocomprometido (Echavarria, 2008; Ganzenmueller et al., 2011). La incidencia
de estas infecciones varia dependiendo de la edad y del tipo de poblacién estudiada,
del grado de inmunosupresion y de los métodos empleados para la deteccion del
virus (Kojaoghlanian et al., 2003).

11.5.7.1 Infeccion en receptores de trasplante de células hematopoyéticas:

La incidencia de la infeccién por AdV en este tipo de trasplante, se ha incrementado
en los ultimos anos debido a la toma de conciencia acerca de este patdgeno, los
regimenes inmunosupresores cada vez mas potentes, la elevada sensibilidad de los
métodos diagndsticos y el seguimiento sistematico de estos pacientes (Ison, 2007;
Jones et al., 2011).

La incidencia publicada en los diferentes estudios es variable, de un 3 a un 47%,
siendo de 2 a 3 veces mas elevada en nifios en relacion a los adultos (Robin et al.,
2007; Neofytos et al., 2007; Lion et al., 2010). Factores de riesgo adicionales lo
constituyen el transplante alogénico, la reduccion de células T, la compatibilidad del
antigeno leucocitario humano (HLA, segun sus siglas en inglés) y la enfermedad del
injerto contra el huésped (Zheng et al.,, 2008). La infeccién puede ser primaria
(adquirida en la comunidad o nosocomial) o producto de una reactivacién de virus
latente (Wold y Horwitz, 2007). Los serotipos mas frecuentes entre estos
trasplantados incluyen a la especie C (AdV-1, 2y 5), A (AdV-31) y B (AdV-11, 34 y
35). Estos son detectados usualmente dentro de los primeros 100 dias del trasplante

y las manifestaciones clinicas van desde leves, autolimitadas hasta la ED y la muerte
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(Al Qurashi et al., 2011). En muchos pacientes la enfermedad es localizada
(gastroenteritis, ITU, ITR), pero la diseminacion ocurre entre el 10 y el 30% de los
casos, con una tasa de mortalidad de hasta un 26% de forma general, pero que
puede ser mucho mas elevada en los casos de neumonia (73%) y de ED (61%)
(Weigt et al., 2011). La mortalidad se correlaciona con un aumento en la carga viral
en plasma, linfopenia severa, aislamiento viral en mas de un sitio y enfermedad
severa del injerto contra el huésped La cuantificacion del ADN viral por RCP en
tiempo real (RCP-TR) podria ser util en la identificacion de pacientes con riesgo de
diseminacion con fines terapéuticos (Anderson et al., 2008; Hanley et al., 2011).
11.5.7.2 Infecciones en receptores de trasplante de 6rganos sélidos

En estos pacientes el sitio primario de infeccion esta usualmente relacionado con el
organo trasplantado (Ison y Green, 2009). Los datos de incidencia de estas
enfermedades son mucho mas limitados respecto a los receptores de trasplante de
células hematopoyéticas, pero se conoce que algunas de las manifestaciones
clinicas descritas para los receptores de pulmén, higado, rifidén e intestino incluyen
neumonia, hepatitis nefritis, cistitis hemorragica, enteritis y ED (Hoffman, 2009;
Mayeur et al.,, 2012). Las infecciones de mayor severidad se describen en la
poblacién pediatrica, y los factores de riesgo comprenden ademas de la edad, la
presencia de Ac anti-linfociticos en el receptor y el estatus serolégico donante
positivo/receptor negativo (Echavarria, 2008). En los receptores de higado, los AdV
causan tipicamente ictericia, hepatomegalia y hepatitis. La incidencia en pacientes
pediatricos oscila entre un 4 y un 10%, con una tasa de mortalidad de hasta un 53%.
Los serotipos que habitualmente se asocian pertenecen a la especie C (AdV-1, 2y 5)
(Humar et al., 2005).

El rindn fue uno de los primeros organos trasplantados y la infeccion por AdV fue
reconocida muy pronto a partir de entonces. En estos receptores, el signo
predominante es la cistitis hemorragica aguda y la nefritis, y con menor frecuencia la
hepatitis y la neumonia con una tasa de mortalidad de un 17%. Los AdV de la
especie B, serotipos 7, 11, 34 y 35 han predominado entre estos pacientes. Estudios
realizados sugieren que en algunos pacientes la infeccion puede ser adquirida a
través del 6rgano o por la reactivacion de virus latente (Hoffman, 2009). Debido a

que el diagnéstico virolégico puede no ser inmediato, los pacientes son tratados por
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rechazo del 6rgano y la inmunosupresion es reforzada, creando un circulo vicioso
que puede terminar en ED y muerte. (Kojaoghlanian et al., 2003).

En los pacientes pediatricos, receptores de trasplante de corazén, el riesgo para la
pérdida del érgano y el desarrollo de enfermedades coronarias se incrementé con el
hallazgo de AdV en biopsias endomiocardicas realizadas posterior al trasplante
(Moulik et al., 2010). En cuanto a los receptores de pulmén, la infeccién esta
asociada con fallo respiratorio que conlleva a la muerte o pérdida del injerto (Doan et
al., 2007). En estos pacientes la infeccion respiratoria tiende a progresar muy
rapidamente, desde el punto de vista clinico y radioldgico, con indices de mortalidad
de un 33-80% (Tebruegge y Curtis, 2010) En un estudio realizado por Ohori y
colaboradores, los AdV se detectaron en un 1.3%, sin embargo, en la totalidad de los
casos positivos, los pacientes desarrollaron manifestaciones severas como
hemorragia y neumonia necrotizante, falleciendo dentro de los 45 dias de
trasplantados (Ohori et al., 1995). En otro estudio, los AdV se encontraron en 8 de 19
ninos investigados (42%), de estos dos murieron rapidamente y el resto sufrio
bronquiolitis obliterante y pérdida del 6rgano (Bridges et al., 1998). Estos datos
demuestran que aunque la prevalencia no sea tan elevada, los AdV, aportan una
carga significativa a las complicaciones en el paciente trasplantado, que contribuye a
la pérdida del injerto y a su mortalidad (Ison y Green, 2009).

11.5.7.3 Infecciones en el paciente VIH/SIDA

Los AdV se han aislado de individuos VIH+ desde el comienzo de la epidemia del
SIDA, asociados con neumonia, hepatitis, meningoencefalitis, nefritis, trastornos
gastrointestinales y ED, que puede ser fatal (Echavarria, 2008). La asociacién directa
de la infeccidén por AdV con la enfermedad, es a veces dificil de establecer debido a
las coinfecciones con otros microrganismos, como bacterias y hongos, que son
frecuentes en estos pacientes. El riesgo de infeccién para estos pacientes es de 28
en un afio, 17 si el conteo de células CD4 >200mm?®y 38 si el conteo es < 200 mm?®
(Kojaoghlanian et al., 2003).

A diferencia de los pacientes trasplantados, donde los serotipos aislados pertenecen
principalmente a las especies B y C, en los pacientes VIH+ las especies y serotipos
son diversas y caracteristicas del sitio de aislamiento (Ferreyra et al., 2010). El sitio

mas comun de aislamiento es el tracto gastrointestinal (hasta un 30%) con un
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marcado predominio de las especies D (serotipos 9, 17, 20, 22, 23, 26, 27 y 42-51)
que son excretadas por meses o afios después de la infeccién inicial (Curlin et al.,
2010). Esto demuestra que existe una colonizacion persistente de estas cepas, que
puede ser asintomatica, pero que en algunos estudios se asocia a la ocurrencia de
cuadros diarreicos agudos y cronicos, que de forma corriente afectan al paciente
VIH+. Estos trastornos son el reflejo de una ineficiente respuesta inmune de los
linfocitos T citotoxicos y del debilitamiento de los mecanismos TH-1 (Lord et al.,
2000).

Los AdV también son detectados entre un 2 y un 20% en la orina de individuos VIH+,
que habitualmente son asintomaticos. La excrecion puede abarcar periodos de hasta
un afo sin cambio en los perfiles de restriccion dentro del mismo serotipo, lo que
sugiere que esta prolongada excrecion es sustentada a expensas del fallo de la
respuesta inmune celular para eliminar la infeccion primaria (Echavarria, 2008).

11.6 Diagndstico viroldgico y caracterizacion

El método de diagndstico depende del tipo de enfermedad y de la muestra obtenida y
primariamente se realiza por métodos directos, como el aislamiento viral en cultivo
celular, la deteccion de antigeno y la deteccién del genoma (Mahony, 2008; Pavia,
2011). La microscopia electronica puede ser util, pero no es empleada de manera
habitual en la practica. El diagnostico indirecto usando la serologia es limitado debido
a la falta de sensibilidad, la respuesta heterotipica o la produccién inadecuada de
anticuerpos, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Normalmente la
serologia se utiliza para investigaciones epidemiolégicas o para confirmar la
asociacion entre la deteccion viral y manifestaciones clinicas inusuales (Kaufman,
2011).

El aislamiento viral en cultivo celular es la “regla de oro” y se utiliza ampliamente en
las muestras respiratorias y de heces con buenos resultados, aunque tiene baja
sensibilidad para otras muestras como las de sangre. Su principal inconveniente es
que puede tomar hasta 28 dias y depende de la viabilidad viral y de la presencia de
sustancias inhibidoras del crecimiento en la muestra clinica (Cherry y Chen, 2009).
Los AdV crecen bien y producen efecto citopatico en una amplia variedad de células
epiteliales humanas, normalmente se emplean lineas celulares continuas como

Hela, HEp-2, KB, A-549 y muchas otras. Los virus aislados, pueden ser identificados
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mediante inmunofluorescencia, ensayos inmunoenzimaticos, aglutinacién en latex o
utilizando métodos moleculares (Benko, 2008; Pabbaraju et al, 2011).

La inmunofluorescencia a partir de la muestra clinica es un método rapido que
emplea anticuerpos monoclonales o policlonales contra el antigeno del hexén. La
sensibilidad varia de un 75 a un 90% en nifios, pero es considerablemente baja en
adultos (Cherry y Chen et al, 2009). Otros métodos rapidos son los
radioinmunoensayos y las técnicas de ELISA, ambos aunque muy especificos (>
95%), son menos sensibles que el cultivo celular (Pavia, 2011)

El desarrollo y aplicacion de los métodos moleculares, usando la amplificacion del
ADN, han incrementado ostensiblemente la sensibilidad y rapidez del diagndstico
virolégico con la ventaja de que no es necesario que el virus esté viable y que la
carga viral en la muestra puede ser baja (Wu y Tang, 2009). La utilidad y aplicacién
de estos métodos, especialmente la RCP, ya sea en plataformas simples (Sarantis et
al., 2004; Metzgar et al., 2005) o multiples (Coiras et al., 2004; Mahony et al., 2007;
Kim et al., 2009) se ha desarrollado significativamente en los ultimos afos. Los
cebadores mas utilizados son generalmente de las regiones de los genes del hexdn,
la fibra y los VA- ARN, por ser las zonas mas conservadas entre los serotipos, lo que
impone un reto debido al alto grado de heterogeneidad de las cepas (Xu et al., 2000).
Dos tipos de métodos de RCP pueden ser usados, la RCP convencional, la cual es
un ensayo cualitativo y requiere de 1 o 2 dias y la RCP-TR, que puede ser cualitativa
o cuantitativa con resultados disponibles en pocas horas (Huang et al., 2008; Zhang
et al., 2011). Ambos procedimientos, son ampliamente utilizados en el diagndstico de
rutina, principalmente en muestras respiratorias (Metzgar et al., 2005) y oculares
(Banik et al., 2005; Ochiai et al., 2007). Los métodos moleculares, aunque costosos,
han mostrado ser un instrumento util y de gran sensibilidad (Ebner et al., 2005;
Periman et al., 2007), especialmente en el diagnéstico de infecciones que afectan al
paciente inmunocomprometido (Heim, 2011). Mediante ensayos cuantitativos es
posible realizar el seguimiento la carga viral en el tiempo, para definir si la infeccién
es latente o activa, escoger el momento oportuno para el inicio de un tratamiento
determinado y ademas medir su eficacia (Lion et al., 2003; Erad et al., 2007; Lion et
al., 2010). A pesar de todas estas ventajas, muy pocos se encuentran disponibles

comercialmente, debido a la gran cantidad de cebadores y sondas que deben ser
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disefiados y a las numerosas muestras que se requieren para validarlos (Damen et
al., 2008; Zhang et al., 2011).

La caracterizacion en especies y serotipos, puede hacerse por neutralizacion, pero
esta prueba ademas de ser laboriosa y consumir mucho tiempo, necesita de
antisueros especificos para cada serotipo. También puede realizarse a partir de la
muestra clinica por RCP convencional, seguido de la secuenciacion nucleotidica
(Sarantis et al., 2004; Lu y Erdman, 2006; Casas et al., 2005; Madisch et al., 2006) o
a partir de aislamientos por RCP (Xu et al., 2000; Metzgar et al., 2007) o combinado
con el andlisis de los fragmentos generados por restriccion enzimatica (Allard et al.,
2001). La RCP-TR multiple, también se ha utilizado con mucho éxito a partir de
ambas fuentes (muestras y aislamientos) (Metzgar et al., 2009; Jones et al., 2011).
Para caracterizar el serotipo en los diferentes genomas tipo, existe un sistema de
clasificacion basados en el analisis de los patrones de restriccion del ADN gendmico,
el cual usa la enzima Bam HI para definir "tipo™ y los diferentes genomas tipo son
denotados con un caracter, por ejemplo “p” para la cepa prototipo y el resto ('a” - k")
para los genomas tipos seguidos de numeros arabigos para los patrones de
restriccion con otras enzimas seleccionadas. (Li y Wadell, 1996).

[I.7 Opciones terapéuticas

Las enfermedades que los Adv pueden causar en el humano, son generalmente de
corta duracion con consecuencias minimas a corto plazo, y no justifican el desarrollo
de antivirales. Sin embargo, en los individuos inmunocomprometidos un antiviral
efectivo puede tener un impacto considerable en la morbilidad (Lenaerts et al., 2008).
Los mecanismos de evasion, el numero elevado de serotipos y las variadas
manifestaciones clinicas, no han facilitado establecer un tratamiento contra los AdV.
Aunque hay muchos analogos de nucledsidos que inhiben su replicacion in vitro,
pocos parecen ser efectivos contra la enfermedad in vivo (Morfin et al., 2009; Paolino
et al.,, 2011). Hasta el momento los estudios realizados son insuficientes y no han
permitido llegar a conclusiones. El bajo nivel de estandarizaciéon y la falta de un
verdadero modelo animal, ha complicado la evaluacién y valoracion de la actividad
antiviral (Hoffman, 2009). No obstante, dos farmacos se han utilizado en la terapia

contra la infeccion.
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Farmacos:

La ribavirina, un analogo de la guanosina, con una actividad antiviral reconocida,
cuyo mecanismo de accion es inhibir la polimerasa viral e incrementar las
mutaciones en el ‘nuevo’ ADN sintetizado. El efecto adverso mas comun es la
anemia leve. Exitos en su utilizacion se describen en pacientes con cistitis
hemorragica, neumonia, hepatitis y enteritis después del trasplante (Gavin et al.,
2002; Graci et al., 2006, Homma et al., 2008). Sin embargo, en pacientes con ED la
terapia ha fallado (La Rosa et al., 2001; Lankester et al., 2004; Stock et al., 2006). La
diferencia en la sensibilidad de los diferentes serotipos a este compuesto, podria
explicar la variabilidad en los resultados (Hoffman, 2009).

Mas promisorios, son los resultados con el cidofovir, un analogo de la citosina, el cual
inhibe a la polimerasa viral y muestra un amplio espectro de actividad in vitro frente a
muchas cepas de AdV (Darr et al., 2008; Morfin et al., 2009). Informes de casos y
pequenos estudios de su uso en trasplantados, reflejan buenos resultados en
enfermedades como la neumonia, la encefalitis, los trastornos gastrointestinales y la
hepatitis, describiéndose una disminucién en la ED y la mortalidad (Yusuf et al.,
2006, Neofytos et al., 2007; Anderson et al., 2008). Su efecto es aun mejor cuando
se emplea tempranamente en la infeccion de receptores de alto riesgo, ya que la
terapia tardia y una elevada carga viral estan asociadas a una escasa respuesta
(Nichols et al., 2008). El uso mas amplio del cidofovir se ha visto limitado por sus
efectos adversos que incluyen nefrotoxicidad, supresion de células mieloides vy
uveitis, por lo que su aplicacion requiere de un estricto seguimiento de la funcién
renal en los pacientes tratados (Morfin et al., 2009).

Estrategias de Terapia preliminar:

La base de esta terapia, consiste en aplicarla antes de que se instalen los sintomas
clinicos. Se ha observado que la ED por AdV puede estar precedida por un periodo
de viremia asintomatica (Lion et al., 2003). La progresion a la enfermedad y al curso
fatal, esta determinado por la respuesta inmune del hospedero y la virulencia o
tropismo de la cepa viral. Por lo tanto, la iniciacién temprana de esta terapia puede
ser util para controlar la replicacion viral antes que la respuesta inflamatoria y la
enfermedad sean desencadenadas (Hoffman, 2009). Muchas investigaciones

documentan los beneficios de esta estrategia en términos de mejora clinica y
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disminucion de la mortalidad (Symeonidis et al., 2007; Anderson et al., 2008).
Aungue no se han hecho estudios controlados, el uso de esta terapia con cidofovir es
comun en muchos hospitales (Echavarria et al., 2008).

Inmunoterapia:

El hecho de que la reconstituciéon de los linfocitos desempefie un papel clave en la
eliminaciéon de la infeccién y la supervivencia del hospedero, justifican el uso de
terapias que mejoren la recuperacion inmunoldgica (Fujita et al., 2008). Su principio
se basa en la administracion de leucocitos del donante al receptor (Fujita et al.,
2008), otros grupos desarrollan CTL especificos para AdV (Chatziandreou et al.,
2007; Feuchtinger et al., 2008). Aunque la generacion de células T especificas es
muy costosa y requiere una labor intensa, su aplicacién podria ser muy beneficiosa
teniendo en cuenta que induce una reactividad cruzada contra todos los serotipos
(Fuji et al., 2011).

[1.8 Vacunas

Hasta el momento no existe ninguna vacuna disponible cuyo uso esté aprobado en la
poblacién civil. En la década de los anos 70, una vacuna oral de virus vivo contra los
serotipos 4 y 7, se introdujo en la poblacién militar (Top et al., 1971). Esta tuvo un
impacto significativo en la reduccién de la morbilidad y la mortalidad dentro de esta
poblacién, que histéricamente es azotada por grandes epidemias con elevados
indices de neumonia severa y casos fatales (Russell et al., 2006). La produccién de
esta vacuna ceso en el afio 1996, lo que trajo consigo el resurgimiento de brotes que
hasta hoy afectan en grandes proporciones al personal militar durante los
entrenamientos (Jeon et al., 2007; Potter et al., 2012) y que pueden extenderse a la
poblacion civil (Trei et al., 2010).

En el afio 2011, una nueva vacuna viva oral fue aprobada y licenciada en la
poblacion militar de 17 a 50 afios, esta vacuna indicada para la inmunizacion activa
contra los serotipos 4 y 7, tuvo una buena tolerancia, altos niveles de seroconversion
y la excrecidén del virus se constatdé hasta el dia 28 después de su inoculacién en
personal militar donde se desarrollaron los ensayos clinicos (Lyons et al., 2008). La
presentacion de la vacuna es en forma de dos tabletas recubiertas que deben ser
ingeridas integramente para garantizar una replicacion selectiva en el tracto

gastrointestinal, y que estimule niveles de AcNt suficientes para combatir la infeccion
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en el tracto respiratorio. Esta vacuna esta contraindicada en embarazadas y su
efectividad y seguridad no se ha evaluado en individuos inmunocomprometidos.
Como precaucion los vacunados deben evitar el contacto estrecho con nifios
menores de siete afos, e individuos con inmunosupresion debido al riesgo que

presupone la excrecién de virus vivo posterior a la vacunacion (Lyons et al., 2008).
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[ll. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos de este trabajo, seran descritos de acuerdo a los objetivos

especificos planteados para llevar a cabo la investigacion. La metodologia general

empleada se ilustra en la figura Ill.1. Las particularidades de cada una de estas

metodologias se describen a continuacion en el texto.

¢ Diagnostico ADV

Inmunofluorescencia — Aislamiento —_
| Infeccidn Respiratoria | Infeccién Respiratoria
Aguda Aguda

Miocarditis viral aguda

Conjuntivitis
hemorragica Aguda

Sindrome
Gastrointestinal (VIH +)

Caracterizacion

v

e RCP-M1 e

Infeccion Respiratoria
Aguda

Miocarditis viral aguda

Conjuntivitis hemarrégica
Aguda

===p  PCRUniversal de AdV &=

Sindrome Neuroldgico
Infeccioso

Molecular

PCR Especie

PCR Serotipos }

AdV especies

AdV B
A B,CDEF Serotipos 3,7,14,21

AdV C
Serotipos 1, 2,5,6

AdV D
Secuenciacion Nucleotidica

|

— PCR AdV conjuntivitls =

Serotipos

3,4,7,8,19,37

Figura 111.1 Metodologia general empleada en la investigacion.

36



MATERIALES Y METODOS

1.1 CARACTERIZAR LA INFECCION POR ADENOVIRUS EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO
CLINICO DE INFECCION RESPIRATORIA AGUDA.
[11.1.1 Tipo de estudio: Descriptivo de serie de casos
[11.1.2 Universo de Estudio: Se incluyeron todas las muestras provenientes de la
vigilancia epidemioldgica de pacientes con diagndstico clinico de IRA, recibidas en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios (LNRVR) del Instituto de
Medicina Tropical "Pedro Kouri® (IPK) a las cuales se les realizé un diagndstico
viroldgico confirmatorio de virus respiratorios, durante el periodo comprendido entre
los afios 2000-2008. Se excluyeron las muestras recibidas a las que por falta de
disponibilidad de reactivos o malas condiciones de la muestra, no se les realizd
ningun tipo de diagndstico viroldgico.
[11.1.3 Muestras y poblacién de estudio.

e Muestras
Se analizaron un total de 1200 muestras de pacientes con diagnéstico clinico de IRA,
la distribucion anual y mensual de las muestras, se reflejan en la tabla I11.1

Tabla 111.1 Distribucién de las muestras investigadas, segun meses y afos (2000-

2008)

Aios E F M A M J J A S O N D  Totales
2000 0 0 0 0 0 1 0 23 27 2 62
2001 O 0 0 0 2 9 o o0 8 7 37
20020 0 0 0O O O 8 21 8 10 11 0 58
20030 0 2 0 1 0 3 0 0 8 43 14 5 76
2004 1 11 14 5 3 3 2 1 10 16 25 9 100
20060 5 0 0 0 1 15 23 3 6 13 11 7 84
2006 1 1 6 3 3 66 2 8 9 60 56 377
2007 19 13 7 12 1 0 8 8 70 10 17 0 165

2008 0 1 29 8 13 22 M 48 62 14 21 241

-
N

Totales 26 29 51 32 23 64 138 34 262 280 154 107 1200

Fuente: LNRVR, IPK
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e Tipo de muestra
Exudados nasofaringeos (n=1050), lavados faringeos (n=121), aspirados bronquiales
(n=13), LCR (n=1), liquido pleural (n=1), lavado broncoalveolar (n=1) material de
necropsia (pulmén y corazén) (n= 13).

e Procedencia de las muestras
Fueron analizadas muestras procedentes de diferentes hospitales y centros
provinciales de higiene y epidemiologia de las tres regiones del el pais.
Region occidental (Pinar del Rio, La Habana, Artemisa, Mayabeque, Matanzas e Isla
de la Juventud): 762
Regién central (Villa Clara, Cienfuegos, Sancti Spiritus, Ciego de Avila y Camagtiey):
229
Region oriental (Granma, Holguin, Las Tunas, Santiago de Cuba y Guantanamo):
209

e Pacientes
a) Edad y Sexo: Se constituyeron cuatro grupos (Tabla 111.2), Grupo |: niflos menores
de un afo (< 1 afo); Grupo Il: nifios entre uno y cuatro afos (1-4 afos); Grupo Il
nifios entre cinco y quince anos (5-15 afnos) y Grupo IV: adultos mayores de quince
afnos (>15 anos).
Tabla 111.2 Pacientes con diagnéstico clinico de IRA, segun edad y sexo (2000-2008)

Sexo Edades
F M Grupo | Grupo |l Grupo lll Grupo IV
510 680 498 191 214 297

Fuente: LNRVR, IPK. * en 10 casos, no fue posible conocer el dato.
b) Datos clinicos
e Localizacion de la infeccion y hospitalizaciones

Para realizar una valoracion del grado de severidad de la IRA, los pacientes se
dividieron atendiendo a la localizacién de la infeccion (Tabla 111.3), en infecciones del
tracto respiratorio superior (ITRS) e infecciones del tracto respiratorio inferior (ITRI).
Dentro de las ITRS, se consideraron la rinofaringitis y la faringoamigdalitis (resfriado
comun) y dentro de las ITRI, la neumonia, la bronquiolitis, el crup viral y el sindrome
similar al pertusis (SSP). Del total de muestras 800 pertenecieron a pacientes

ambulatorios y 400 a hospitalizados.
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Tabla 111.3 Distribucion de las muestras en pacientes con ITRS e ITRI de acuerdo a la

edad y numero de hospitali

izaciones (2000-2008).

Grupo | Grupo |l Grupo lll Grupo IV Hospitalizados
ITRS 60 106 196 278 38
(n=640)
ITRI
(n=560)
Neumonia 12 5 1 11 17
(n=29)
Bronquiolitis 254 23 0 0 210
(n=277)
Crup 141 40 14 8 108
(n=203)
SSP 31 17 3 0 27
(n=51)
Totales 498 191 214 297 400
Fuente: LNRVR, IPK.
e (Casos de pacientes fallecidos

Durante el periodo de estudio, se analizaron muestras de un total de 14 pacientes

fallecidos con diagndstico clinico de IRA (Tabla Ill.4).Solamente en uno de los

pacientes (caso 7) se refiri6 una condicidn inmunosupresora debido a la aplicacién

de quimioterapia por padecer cancer hepatico. Todos los pacientes habian sido

tratados con antibioticos.

Tabla lll. 4 Pacientes fallecidos con IRA, segun datos clinico-demograficos (2000-2008).

Casos Afio Edades Presentacion clinica Provincia de procedencia
1 2002 3m Bronquiolitis Cienfuegos
2 9afos  Bronquiolitis Santiago de Cuba
3 2005 3m Neumonia hemorragica Santiago de cuba
4 9anos  IRA-Sindrome bajo gasto Ciudad Habana
5 2006 16 afios Neumonia hemorragica Ciudad Habana
6 17 afios Neumonia-DR Santiago de Cuba
7 52 anos Neumonia-CS-ED -SNC Ciudad Habana
8 23 dias Neumonia Cienfuegos
10 25 afios Neumonia-DR Santiago de Cuba
11 56 anos Neumonia-DR-Miocarditis Las Tunas
12 2008 2 afios  IRA-compromiso SNC Holguin
13 12 afios IRA-Edema pulmonar Ciudad Habana
14 2 afnos Neumonia Santiago de Cuba
15 25dias IRA Santiago de Cuba

Fuente: LNRVR, IPK. DR: distres respiratorio, CS: choque séptico, ED: enfermedad
diseminada, SNC: sistema nervioso central.
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e Datos epidemiologicos
Casos esporadicos y brotes epidémicos
Se estudiaron un total de 979 muestras procedentes de casos esporadicos y 221
muestras de 42 brotes epidémicos, de estos 15 de origen comunitario y 27 ocurridos
en colectivos cerrados (circulos infantiles, escuelas, unidades militares, hogares de
ancianos e impedidos fisicos).

¢ Condiciones ambientales
Para el estudio de la estacionalidad se tomo en cuenta ademas de la frecuencia de la
infeccion por meses, otros parametros meteoroldgicos como la temperatura y las
precipitaciones (Tabla Ill. 5). También se analizé la ocurrencia de huracanes y su
correlacion con los porcentajes de infeccion.
Tabla 111.5 Valores promedios mensuales de temperaturas y precipitaciones (2000-
2008)

Meses Ene Feb Mar Abr May Jun
Tem?%r?tura 2060 2184 2280 2365 2494 2576
F’feCig:?nC)ioneS 65.98  65.51 88.86  99.84  399.99  624.42
Meses Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Temperatura 26.14 2613  25.71 2479 2269  21.91
Preci(p(itca;Z:)iones 467.26 399.62 520.33 509.55 115.09  108.65
mm

Fuente: Instituto de Meteorologia
Durante este periodo, el pais resulté afectado por el paso de huracanes. El numero y
los meses de ocurrencia de estos eventos, se muestran en la tabla Il1.6.

Tabla 111.6 Ocurrencia anual de huracanes, segun meses y afios, Cuba (2000-2008)

ARos
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
No. de 1 1 2 0 2 5 0 0 3
huracanes
Meses Ago  Oct Sep Ago  Jun Ago
Sep Jul Sep
Ago Nov
Sep
Oct

Fuente: Instituto de Meteorologia.
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[11.1.4 Metodologia empleada

[11.1.4.1 Diagndstico de la infeccion por adenovirus

En este acapite se refieren todos los métodos utilizados que permitieron realizar el
diagnéstico de la infeccion por AdV. La aplicacion de uno u otro método dependié de
la disponibilidad de recursos en el laboratorio y de la introduccion y desarrollo de
nuevos meétodos mas sensibles, como fue el diagndstico molecular. Para su
procesamiento, todas las muestras se utilizaron directamente, exceptuando las
muestras de necropsia, en las que 5 mg del tejido fue macerado y homogenizado
previamente, de forma manual, segun el procedimiento descrito por Valdés vy
colaboradores (2008).

a) Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Se procesaron, por este método, un total de 581 muestras y se realizé de acuerdo a
la metodologia descrita en el Manual de Procedimientos para el Diagndstico de
Laboratorio de las IRA de Etiologia Viral (Savon et al., 2003), utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-hexon (Chemicon, EUA). Como control positivo se utilizaron laminas
con células infectadas con la cepa prototipo de AdV serotipo 3, donada gentiimente
al laboratorio por el Centro para el Control de Enfermedades Infecciosas de Suecia y
como control negativo, células de la linea celular A-549 sin infectar. Se considero
positiva la presencia de cinco o mas células fluorescentes y negativa la ausencia de
estas (coloracion roja).

b) Aislamiento Viral

Se inocularon 296 muestras, para ello se utilizaron dos lineas celulares continuas
descritas para el aislamiento viral dada su susceptibilidad a los AdV: Hep-2
(carcinoma laringeo humano) y A -549 (carcinoma de pulmdén humano), ambas
procedentes de la American Type Culture Collection (ATCC), y mantenidas en el
Laboratorio de cultivos celulares del IPK. El medio de mantenimiento utilizado fue el
Medio minimo esencial (Sigma, Inglaterra) con glutamina 2mM y aminoacidos no
esenciales, suero bovino fetal (Eurobio, Francia) al 2%, con penicilina vy
estreptomicina al 0.1%, pH 7.2-7.4, ajustado con bicarbonato de sodio al 7.5%.

Cada muestra clinica se inoculé en dos tubos de cultivo con una monocapa semi
confluente de células (0.2mL por tubo), dejandose el indculo en contacto directo con

la monocapa celular 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se
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afiadié el medio de mantenimiento, y las células se incubaron a 37° C. Como control
celular, se utilizaron dos tubos de cultivo sin inocular. El medio de mantenimiento se
cambio al tercer dia y las células se observaron diariamente durante un periodo de 7
a 10 dias, hasta la aparicion del efecto citopatico (ECP). Antes de informar una
muestra como negativa, se realizaron 3 pases ciegos en las mismas condiciones.
Los virus presentes en las células con ECP se identificaron posteriormente.
c) Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
Extraccion de acidos nucleicos:
El acido nucleico viral se extrajo a partir de una alicuota de 200 uL de la muestra
clinica y del homogenizado de tejidos en el caso de fallecidos, utilizando el método
de tiocianato de guanidio (Casas et al., 1995). Esta metodologia fue aplicada a 699
de las muestras investigadas. En el tampdn de lisis se utilizé un control interno del
ensayo, consistente en un producto amplificado de ARN clonado (Promega, EUA)
donado por el Instituto de Salud Carlos Ill, Espaia. El uso del control interno resultd
util para evaluar el proceso de extraccion, la eficiencia de la amplificacion y la
presencia de inhibidores en la muestra clinica (Coiras et al., 2003).
El control negativo empleado consistio en agua estéril libre de RNAsas, (Sigma,
Inglaterra) que se proces6 siguiendo la misma metodologia utilizada para el
procesamiento de las muestras clinicas

e Reaccion de amplificacion
RCP Multiple 1(RCP-M1): Esta reaccién permite detectar ademas de los AdV, otros
virus ARN (Influenza A, B y C y virus sincitial respiratorio A y B) causantes de IRA, la
misma incluye un paso previo de transcripcion reversa, consistente en un ciclo de
45 minutos a 480C y 15 minutos a 940C, que precedié a las dos rondas de
amplificacion (RCP y RCP anidada) segun el protocolo descrito por Coiras y
colaboradores (2003). A la mezcla de la primera reaccion de la RCP-M1 se le
adiciono 5 L del acido nucleico extraido, para un volumen final de 50uL. Después de
la primera amplificacién, 2 yL del producto amplificado se anadié a la mezcla de
reaccion de la RCP anidada, para un volumen final de 50 uL. Los cebadores
utilizados para la deteccién del genoma de AdV, las condiciones de la RCP y las
etapas de las dos rondas de amplificacion, se muestran en las tablas 1 y 2 del

Anexo2.
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e Deteccién del producto amplificado.
Esta metodologia se aplica a todas las reacciones de RCP referidas en este trabajo.
A 8pL del producto de reaccion resultante, se afadieron 2uL de tampoén de muestra
6X (Promega, EUA) Esta mezcla fue corrida en una electroforesis en gel de agarosa
al 2 %, preparado en tampon TBE 0,5x (Tris 0.089M, acido bérico 0.089M, EDTA
0.002M), tefiido con bromuro de etidio 0,5mg/mL. La electroforesis se realizé a 90 V
durante una hora, empleando como marcador de peso molecular el ADN “ladder”
(Promega, EUA), con un rango entre 100 y 1000 pb. La visualizacion del producto
amplificado se realizd por exposicion del gel a la luz ultravioleta en un
transiluminador (BI-O-VISION, EUA). La RCP-M1 se considerd positiva a los AdV,
cuando se observd una banda del producto amplificado correspondiente a una talla
de 482 pb y la validez de los resultados se verifico con la aparicion de una banda a
887 pb correspondiente al control interno.
[11.1.4.2 Identificacion de los aislamientos.
a) ldentificacion
A los tubos de cultivos que presentaron ECP sugestivo de AdV, se les realizé una
extraccion de ADN, directamente del aislamiento original y la identificacion se llevo a
cabo mediante una RCP de tipo genérico.
b) Extraccion de ADN a partir del aislamiento viral
Se realiz6é una digestion con Proteinasa K (QUIAGEN, Alemania), sin precipitacion
final, de acuerdo al protocolo descrito por Tenorio y colaboradores (1993). A 39.5uL
del cultivo se le adicion6 10uL de tampdn lisis (EDTA 5mM, Tris-HCI 10mM [pH7.6],
SDS 1%) y 0.5uL de Proteinasa K a una concentracion de 20mg/mL. Esta mezcla se
incubd a 56°C durante 45 minutos en bloque térmico y la enzima se inactivé a 95°C
durante 10 minutos. Esta metodologia de extraccidén se utilizé para todas las RCP
que seran descritas posteriormente para la caracterizacion de los AdV en especies y
serotipos
c) Reaccion de amplificacion
Se utilizd el protocolo de la RCP descrito por Xu y colaboradores (2000), el cual
utiliza cebadores de la regidn conservada del hexén (Anexo 2, tabla3). Esta RCP,
(RCP universal), se lleva a cabo en una sola ronda de amplificacion con una alta

sensibilidad para la deteccion de los 51 serotipos de los AdV que afectan al hombre.

43



MATERIALES Y METODOS

La reaccion se realizé en un volumen final de 50 pyL. La mezcla de reaccién consistio
en Tris-HCI (10mM), MgCI2 (1.5 mM), KCI (50mM), 200uM de cada dNTP, 20 pmol
de cada cebador, 1.25 U de Amplitaq DNA polimerasa (Applied Biosystem, EUA),
S5uL del ADN extraido y agua hasta completar el volumen. Las condiciones de
amplificacion se muestran en el Anexo2, tabla 4. Al detectarse el producto
amplificado, el genoma de AdV fue identificado cuando la banda de este producto
correspondié a una talla de 482 pb.

[11.1.4.3 Caracterizacion de las cepas de AdV.

[11.1.4.3.1 Determinacion de las especies de AdV

Los aislamientos ya identificados por la RCP universal, se clasificaron en especies,
mediante un ensayo de RCP multiple que emplea oligonucleétidos especie-
especificos, complementarios a la regién del gen de la fibra de cada una de las
especies (Xu et al, 2000). La reaccion de amplificacion se llevo a cabo de manera
similar a la descrita en el acapite 111.1.4.2 c). Los cebadores empleados y la talla de
los productos amplificados para cada una de las especies que sirvieron de base para
la clasificacion de los aislamientos, se refieren en el Anexo2, tabla 5.

111.1.4.3.2 Determinacion de los serotipos de AdV

Una vez que los aislamientos se clasificaron en especies (A-F), se procedi6 a
determinar el serotipo a partir del ADN extraido (acapite 111.1.4.2). Para ello, se
aplicaron diferentes ensayos que permiten detectar los principales serotipos
causantes de IRA, contenidos en las especies B y C. Estos ensayos incluyeron la
RCP convencional, la RCP a tiempo real (RCP-TR) y la electroforesis capilar. Estos
tres ensayos utilizados por separado o en combinacion, permitieron definir el serotipo
en la totalidad de los aislamientos. La utilizacion de uno u otro método dependioé de la
disponibilidad de ellos en los diferentes afos.

a) Ensayos de RCP convencional. Por este método fueron tipificados la totalidad de
los aislamientos de las especies B y C. Para las especies B, se investigaron los
serotipos 3, 7, y 21, mediante una RCP multiple (Xu y Erdman, 2001) con cebadores
que flanquean regiones hipervariables del gen del hexoén (lazos 1 y 2). La presencia
del serotipo 14 se investigd mediante una RCP simple con cebadores de la regién del

hexon (Metzgar et al, 2005). Para la especie C, se investigaron todos los serotipos
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(1, 2, 5 y 6) mediante una RCP multiple que detecta los cuatro serotipos de esta
especie y las coinfecciones (Adhikary et al, 2004).

Los cebadores para los diferentes ensayos de RCP, la talla del producto amplificado,
asi como la fuente de referencia donde se validaron estos métodos por los autores
originales se muestran en el Anexo 2, tablas 6, 7 y 8. Las condiciones de los ciclos
de las tres RCP empleadas se muestran en el Anexo 2, tabla 9. Para estas especies,
los serotipos fueron definidos de acuerdo a la talla del producto amplificado en cada
caso.

b) RCP a tiempo real (RCP-TR)

Esta metodologia se utilizé solamente para la confirmacién de los serotipos de la
especie C, aisladas entre los afios 2000 y 2004 (n=33). Para ello se utilizd un sistema
de cebadores y sondas marcadas (Ebner et al., 2005) Todas las secuencias de los
cebadores estan localizadas dentro de la region hipervariable del hexon (Anexo 2,
Tabla 10 y 11). El volumen final de la RCP-TR fue de 25 pL, que incluyeron 12,5 pL
de la mezcla de reaccién (TagMan Universal Master Mix, Eurogentec, Belgica), 1%
de formamida (Calbiochem, Alemania), 6 yL de ADN de la muestra, 400nM de cada
uno de los cebadores (VBC Genomics, Austria) y la sonda TagMan (Eurogentec,
Belgica) a una concentracion de 200nM. Todas las sondas se marcaron con FAM (6-
carboxyfluoresceina) en el extremo 5 y con TAMRA (carboxy tetramethyl -
rhodamina) en el 3". Las amplificaciones fueron hechas en un equipo ABI Prism 7700
(Applied Biosystems, EUA).

c) Electroforesis capilar

Esta técnica se empled para confirmar la identidad de los serotipos ya definidos por
las RCP convencionales, utilizando los aislamientos obtenidos en el periodo del
2000-2005 (n= 34). Para la realizacién de esta, se llevd a cabo una RCP para la
determinacion de las principales especies de AdV causantes de IRA (B, C y E),
empleando cebadores de secuencias que flanquean regiones conservadas del hexdn
(Anexo 2, tabla 12). El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 uL vy
consistio en 1 U de HotStarTag DNA polimerasa (QIAGEN, Alemania), 2,5 yL de
tampon 10X, 2,5mM de MgClI2, 200 uM de cada ANTP (Invitrogen, Austria), 200-400
nM de los cebadores (VBC Genomics Bioscience, Austria) y 6 uL del ADN extraido,

diluido 1: 100. Uno de los cebadores, los negativos, fueron marcados con
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fluoresceina y JOE. Las condiciones de amplificacion se muestran en el Anexo 2,
tabla 13. Tras la RCP, se anadieron a la mezcla de reaccién fragmentos de ADN de
cepas patrones que emiten fluorescencia a una longitud de onda ya normalizados
para los diferentes serotipos (Anexo 2, tabla 12) que facilitaron la visualizacion para
cada especie (Ebner et al., 2006). Los productos de la RCP fueron aplicados en un
capilar de silica de 50 micras de diametro y la emision de la fluorescencia a las
diferentes longitudes de onda de las cepas patrones y muestras fue detectada
usando un analizador ABI 3100 (Applied Biosystem, EUA) con parametros de
inyeccion de 1KV/5-10 seg. En la Figura 1 del Anexo 2, se ilustra de forma
esquematica la longitud de los fragmentos de los serotipos de las especies A, B, C, E
y F utilizados como referencia en la electroforesis capilar.

[11.1.4.4 Analisis Estadistico

Los analisis se realizaron con los programas SPSS version 11.5 (Statistical Package
for the Social Sciences) y EPIDAT version 3.1 (Programa para el Analisis
Epidemioldgicos de Datos Tabulados).

Para el analisis de la comparacion entre los grupos de edades, las manifestaciones
clinicas y los porcentajes de infeccion se utilizé la prueba de Chi cuadrado, con
estimacién de la probabilidad (p) y fueron calculados los Odds Ratio (OR) como
estimado del riesgo, con un intervalo de confianza (IC) al 95%. Se consider6
significativo un valor de p <0.05 y un OR > 1 fue indicativo de riesgo aumentado.
Para conocer el grado de correlacion entre los marcadores climatolégicos
(precipitaciones y temperatura) y los porcientos de infeccion, se utilizé el método de
correlacion por rangos de Sperman. Coeficientes de correlacion con valores
superiores a 0.5, se consideraron significativos.

Para determinar la significacion de la frecuencia de infeccién entre los diferentes
meses, asi como los de mayores y menores frecuencias, se utilizé una prueba de Chi
cuadrado de homogeneidad. Se considerd significativo un valor de p <0.05.

Para determinar la asociacion de los diferentes serotipos con las variables
estudiadas fue utilizada la prueba de w2 de Pearson cuando la frecuencia esperada
de cada celda fue mayor que 5 y la prueba exacta de Fischer en caso contrario. Se

considero significativo un valor de p <0.05.
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[11.2. DETERMINAR LA PARTICIPACION DE LOS ADENOVIRUS EN LA MIOCARDITIS, LA
CONJUNTIVITIS HEMORRAGICA Y EL SINDROME NEUROLOGICO INFECCIOSO.

[11.2.1 Miocarditis viral aguda (MVA)

[11.2.1.1 Tipo de estudio: Descriptivo de series de casos

[11.2.1.2. Universo de estudio: Incluyé a todas las muestras de pacientes con
diagnéstico clinico de MVA, recibidas en el LNRVR entre los afios 2005 y 2008.
[11.2.1.3 Tamafio muestral (n) y caracteristicas de la poblacién estudiada.

Se analizaron un total de 22 muestras, procedentes de 12 pacientes. 16 de estas,
correspondientes a 8 casos de nifios fallecidos (entre 5 meses y 15 afios de edad)
provenientes de un brote de miocarditis ocurrido en julio del afio 2005, tras el paso
del huracan Denis. El resto de las muestras (n=6), procedian de 4 casos esporadicos
de MVA (Tabla 1ll.7). La confirmacién clinica e histopatolégica de los casos
fallecidos, se hizo acorde los criterios descritos por Aretz (1986). Las muestras se
colectaron en medio de transporte viral (Savon et al., 2003).

Tabla I1l.7 Pacientes con MVA, segun datos clinicos y epidemiologicos (2005-2008)

Casos Afio Edad Antecedentes Tipo de Muestra Evolucion  procedencia
Patoldgicos (dias)

1 5m Ninguno Miocardio y pulmoén F (1) La Habana
2 9a Epilepsia Miocardio y pulmon F (1) La Habana
3 15a Siclemia Miocardio y pulmon F (4) La Habana
4 2(080)5 24m Ninguno Miocardio y pulmén F (2) La Habana
5 12a MCD* Miocardio y pulmoén F(3) La Habana
6 12m Ninguno Miocardio y pulmén F (1) La Habana
7 Sa Esplenectomia  Miocardio y pulmon F (1) La Habana
8 10m B-Talasemia Miocardio y pulmon F(2) La Habana
9 10m Ninguno Miocardio y pulmoén F (5) Stgo. de Cuba
10 2(O|50)6 5a Ninguno Liquido Pericardico V (14) La Habana
11 53a MCD Miocardio y pulmén F (5) Cienfuegos
12 2008  4ga  Desconocido  Liquido Pericardico V (12) La Habana

Fuente: LNRVR, IPK. *MCD: miocardiopatia dilatada, B: Procedente de brote; E:

casos esporadicos, F: fallecidos, V: vivos.
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[11.2.1.4 Diagndstico de laboratorio

a) Deteccién del genoma viral por RCP-M1: Se realizdé de acuerdo a la metodologia
empleada en el objetivo | (Acapite 11l.1.4.1 c). Para la identificacion del agente
etiolégico se investigaron por RCP, ademas de los AdV, otros virus causantes de
MVA: los virus del herpes humano 1, 2 y 6, el virus de la varicela zoster, el
citomegalovirus, el virus de Epstein Barr (Tenorio et al, 1993) y los flavivirus
(Sanchez-Seco et al.,, 2005) y otros virus respiratorios como los rinovirus, los
enterovirus, los coronavirus y los virus de la parainfluenza (Coiras et al., 2004).

b) Aislamiento e ldentificacion de los AdV

La totalidad de las muestras se inocularon en la linea celular A-549 (descrito en el
acapite 111.1.4.1 b). Las muestras con ECP se identificaron mediante la RCP universal
(descrita en el acapite 111.1.4.2).

[11.2.1.5. Caracterizacion en especies y serotipos

La especie y el serotipo de los aislamientos identificados como AdV, se determinaron
de manera similar a lo descrito para las muestras respiratorias en el acapite 111.1.4.3.
[11.2.2. Conjuntivitis hemorragica aguda (CHA)

[11.2.2.1 Tipo de estudio: Descriptivo de serie de casos

[11.2.2.2 Universo de estudio: Estuvo integrado por todas las muestras recibidas como
parte del sistema nacional de vigilancia en el LNRVR de pacientes con diagndstico
clinico de CHA (n= 38) durante los afios 2000 al 2008, procedentes del hospital
Ramon Pando Ferrer en La Habana. Ademas, se estudiaron otras muestras recibidas
en el Laboratorio de Referencia Nacional de Enterovirus (LNRE) con igual
diagnostico, que resultaron negativas a Coxsackie A-24v (n= 67), agente causal de
una epidemia de CHA que se produjo en el afo 2008 y que abarcé todas las
provincias del pais. La edad de los pacientes oscilé entre 2 y 82 afios (media 33
afios). Todas las muestras (n= 105) se colectaron en las primeras 72 horas del inicio
de los sintomas y se trasladaron bajo condiciones establecidas para el transporte de
las mismas.

[11.2.2.3 Diagndstico Virolégico

a) Deteccion del genoma viral por RCP

La totalidad de las muestras (n=105) se procesaron de acuerdo a la metodologia de

la RCP-M1 (Acapite 111.1.4.1c). Dado que en estas muestras solamente se investigd
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la presencia de los AdV, se hicieron dos modificaciones al protocolo original de la
RCP-M1 (Coiras et al., 2003), se elimino el paso previo de la transcripcidon reversa y
solo se afadieron a la mezcla de reaccion los cebadores para la deteccion de los
AdV.

b) Aislamiento e identificacién de los AdV

Este procedimiento, solamente se realizé a las muestras provenientes del LNRVR
(n= 38), debido a que el volumen de las muestras procedentes del LNRE, no fue
suficiente debido a los multiples ensayos para determinar y caracterizar el agente
etiologico. La metodologia empleada se describid en los acapites I11.1.4.1b y 111.1.4.2.
[11.2.2.4 Caracterizacidén en especies y serotipos

Los aislamientos obtenidos e identificados se caracterizaron en especies (Acapite
[11.1.4.3.1) y los serotipos se establecieron mediante una RCP multiple (Banik et al,
2005) que detecta todos los AdV capaces de producir infecciones en la superficie
ocular (AdV-3, 7, 4, 8, 19 y 37) y que emplea cebadores de la region de la fibra y el
hexon (Anexo 2, Tabla 15). La mezcla de reaccion consistio en 1 U de AmpliTaq
DNA polimerasa (Applied biosystem, EUA), 5 uL de tampdén 10X, 200 pM de cada
dNTP (Promega, EUA), 0.2 yM de cada uno de los cebadores (Eurogentec,
Luxemburgo) y 2 uL del ADN extraido, en un volumen final de 50 pL. Las condiciones
de amplificacion para esta RCP, estan referidas en el Anexo 2, tabla 16. La
clasificacion en serotipos se hizo de acuerdo a la talla del producto amplificado en
cada caso.

[11.2.3. Sindrome neurolégico infeccioso (SNI)

111.2.3.1 Tipo de estudio: Descriptivo de serie de casos

[11.2.3.2 Universo de estudio: Estuvo integrado por todas las muestras recibidas como
parte del sistema nacional de vigilancia en el LNRVR, con sintomas que involucraban
al sistema nervioso central (SNC), precedidos de sintomas respiratorios, con el fin de
establecer el diagndstico diferencial.

[11.2.3.3 Tamafo muestral y poblacion estudiada: se analizaron un total de 12
muestras (11 LCR y 1 Aspirado bronquial) provenientes de 11 pacientes
hospitalizados entre los afios 2005 y 2008 (Tabla lll. 8). En tres de estos pacientes
(casos 5, 9 y 11), se refirieron antecedentes patolégicos como hidrocefalia,

cardiopatia congénita e insuficiencia respiratoria respectivamente.
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Tabla 111.8 Pacientes con SNI, segun datos clinico- demograficos (2005-2008)

Casos  Afo Edad Sexo Presentacion Clinica Procedencia
1 2005 2a M IRA-Meningoencefalitis La Habana
2 9m M IRA-Meningoencefalitis La Habana
3 2006 10m M IRA-deshidratacion-toma sensorial La Habana
4 2a F IRA-Meningoencefalitis Matanzas
5 11a M  IRA- Toma de conciencia La Habana
6 4a F IRA-Convulsiones-Bajo gasto La Habana
7 2a F IRA-Fiebre-Somnolencia-Vigilia La Habana
8 11m F Neumonia grave-Meningoencefalitis La Habana
9 5a M IRA-Meningoencefalitis La Habana
10 2007 65a F IRA-Guillain-Barré La Habana
11 2008 3a M IRA-Meningoencefalitis La Habana

Fuente: LNRVR, IPK.

[11.2.3.4 Diagnostico Viroldgico

a) Deteccion del genoma viral por RCP.

La totalidad de las muestras (n=12) se procesaron de acuerdo a la metodologia de la
RCP-M1 (Acapite 1ll.1.4.1c). Para la identificacion del agente etiologico se
investigaron por RCP, ademas de los AdV, otros virus involucrados en el SNI como
los pertenecientes a la familia herpesviridae (virus del herpes humano 1, 2 y 6, el
virus de la varicela zoster, el citomegalovirus y el virus de Epstein Barr), segun el
protocolo descrito por Tenorio y colaboradores (1993) y otros virus respiratorios
como los rinovirus, los enterovirus, los coronavirus y los virus de la parainfluenza
(Coiras et al., 2004).

[lIl. 3 DETERMINAR LA PREVALENCIA DE LA INFECCION POR ADV EN EL TRACTO
GASTROINTESTINAL Y SU ASOCIACION CON EL SINDROME GASTROINTESTINAL Y
RESPIRATORIO EN PACIENTES SEROPOSITIVOS AL VIH.

[11.3.1 Infeccion por AdV en muestras del tracto gastrointestinal

[11.3.1.1 Tipo de Estudio: Casos y controles.

[11.3.1.2 Muestras y pacientes:

Se investigaron 294 muestras de heces de individuos adultos, entre 22 y 60 afios
tomadas en un periodo comprendido entre los afnos 2004 y 2006. Para el analisis de

la prevalencia de la infeccion por AdV entre personas VIH + y seronegativas, se
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utilizaron muestras de 167 VIH+ (94 procedian de pacientes hospitalizados en el IPK
y 73 muestras de voluntarios, residentes en el sanatorio de Santiago de las Vegas) y
127 muestras de individuos seronegativos de trabajadores del IPK, que
voluntariamente accedieron a participar en el estudio y que constituyeron el grupo
control.

Para evaluar la posible significacion patogénica de los AdV en el sindrome
gastrointestinal de los pacientes seropositivos, dentro de las 167 muestras, se tomo
en cuenta que 60 pacientes presentaban diarrea aguda o cronica y 107 fueron
individuos asintomaticos. En el momento de la colecta de la muestra, de los 167
individuos, 68 (40.7%) eran seropositivos y 99 (59.2%) habian progresado a Sida.
Los datos clinicos necesarios para relacionar los hallazgos virolégicos con el estado
inmune de los pacientes (progresion a Sida y conteo de CD4) y los resultados de la
investigacion a otros patdégenos entéricos como parte del diagndstico diferencial
(CMV, enterovirus, rotavirus, parasitos, bacterias y protozoarios), fueron recogidos de
la revision de las historias clinicas.

El estudio se aprobd por el comité de ética del IPK y se llevd a cabo segun la
declaracién de Helsinki. Todos los pacientes fueron informados de las caracteristicas
del estudio y se les recogio por escrito el consentimiento informado (Anexo 3).
[11.3.1.3 Deteccion de los AdV en las muestras.

[11.3.1.3.1 Aislamiento viral.

Todas las muestras colectadas, se resuspendieron en medio de mantenimiento con
una concentracion del 1% de antibiéticos (penicilina y estreptomicina). A esta mezcla
se le afiadio 100 uL de cloroformo, se agitd vigorosamente y el homogenizado se
clarificé por centrifugacién a 10,000 rpm. El sobrenadante, se inoculé en dos lineas
celulares continuas, A-549 y Hela (células de cancer cérvico-uterino), segun la
metodologia descrita en el acapite 111.1.4.1 b). Las muestras con ECP, sugestivo de
AdV, se identificaron por RCP, siguiendo el protocolo descrito en el Acapite 111.1.4.2.
[11.3.1.4 Caracterizacién de las cepas de AdV

[11.3.1.4.1 Determinacion de las especies de AdV

Los aislamientos ya identificados por RCP universal, se clasificaron en especies
segun el protocolo descrito en el Acapite 111.1.4.3.1. Estos resultados se confirmaron

por un ensayo de RCP-TR, descrito por Lion et al (2003), el cual utiliza cebadores y
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sondas de la regién del hexdn y los genes ARN asociados a virus que permite la
deteccion individual de las especies (Anexo 2, tabla 17). Las reacciones de RCP-TR
se llevaron a cabo en un volumen final de 25pL, que incluy6é 6uL de ADN extraido y
12,5 pL de la mezcla de reaccién (TagMan Universal Master Mix, Eurogentec,
Belgica). La concentracién de los cebadores y las sondas marcadas con FAM
(extremo 5) y TAMRA (extremo 3°), se muestran en el Anexo 2, tabla 17. La
amplificacién se realizé usando un equipo ABI Prism 7700 (Applied Biosystem, EUA);
las condiciones de amplificacion se refieren en el Anexo 2, Tabla 18.

[11.3.1.4.2 Determinacion de los serotipos de AdV

La determinaciéon de los serotipos de la especie C, se realiz6 segun la metodologia
descrita en el Acapite 1111.4.3.2 a). Para determinar los serotipos de la especie D, se
realizé la secuenciacion nucleotidica, debido a que la gran cantidad de serotipos que
contiene esta especie (32), hacen dificil su definicion por RCP.

a) Caracterizacion de la especie D por secuenciacion nucleotidica

Una alicuota del ADN extraido se utilizd para realizar una nueva RCP, donde se
amplifico un segmento de 250 pb de una de las regiones hipervariables del hexon,
correspondiente a los nucledtidos 1155-1399, descrita por Ebner y colaboradores
(2005). Esta reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 50 ulL, conteniendo 5 ulL
de ADN, 1U de HotStar Tag DNA polymerase (QIAGEN, Alemania) en tampdn 10x,
200 uM de cada dNTP (Invitrogen, Austria) y 400 nM de cada cebador (Invitrogen,
Austria). Los cebadores y las condiciones de amplificaciéon se refieren en el anexo 2,
Tablas 19 y 20. Los productos de la RCP, se purificaron utilizando el estuche
comercial (QUIAquickTM PCR purification Kit. QIAGEN, Alemania), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La calidad, concentracion y pureza del ADN se
determind mediante una electroforesis en gel de agarosa. La reacciéon de
secuenciacion se llevd a cabo empleando un estuche comercial (GenomelLabs
DTCS- Quick Start Kit, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante, 5uL del
producto purificado se secuencid en ambas direcciones empleando los mismos
cebadores utilizados en la RCP, a una concentracion de 5pMol/uL. Una vez
concluida la reaccion de secuenciacion, los productos se purificaron mediante el

estuche comercial citado anteriormente (GenomeLabs DTCS- Quick Start Kit, EUA).
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La separacion de los productos obtenidos en la reaccion de secuenciacion se realizd
en un secuenciador automatico ABI Prism 7700 (Applied Biosystem, EUA). Las
secuencias resultantes se editaron y se compararon con secuencias de la especie D
disponibles en el Gen Bank, mediante alineamientos multiples, utilizando el programa
Bio Edit Sequence Alignment Editor, version 7.0.5.2 (Hall, 1999)

[11.3.1.5 Estimacion de la carga viral

Para estimar la carga viral, se realizd una extraccidon de ADN de las muestras de
heces, para ello se empled el estuche comercial QlAamp DNA Mini Kit (QUIAGEN,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN extraido, se amplifico
en una RCP-TR cuantitativa, que utiliza una curva estandar externa establecida
mediante diluciones seriadas de cepas de referencia cuantificadas para cada una de
las especies de AdV (Watzinger et al, 2004). Los cebadores, las sondas marcadas
asi como las condiciones de amplificacion estan referidos en el Anexo 2, tablas 17 y
18. La carga viral se expresé como copias de virus por gramo de heces.

[11.3.1.6 Analisis estadistico.

Para determinar la prevalencia de AdV entre los casos y controles, asi como para
correlacionar la presencia de AdV con los cuadros diarreicos se utilizé el programa
EPIDAT version 3.1con tablas de contingencia de 2x2, con estimacion de la
probabilidad (p) y fueron calculados los Odds Ratio (OR) como estimado del riesgo,
con un intervalo de confianza (IC) al 95%. Se considero significativo un valor de p
<0.05 y un OR > 1 fue indicativo de riesgo aumentado.

[11.3.2 Infeccion por AdV en el Tracto Respiratorio.

111.3.2.1 Tipo de estudio: Descriptivo de serie de casos.

I11.3.2.2 Universo de estudio: estuvo constituido por la totalidad de los pacientes
VIH+, a los cuales se le indico una broncoscopia por presentar una enfermedad
respiratoria de etiologia no precisada durante el afio 2007.

[11.3.2.3 Tamarfo muestral y caracteristicas de la poblacion.

Se analizaron 21 muestras de lavados broncoalveolares (LBA), procedentes de
pacientes adultos (27-48 afos), hospitalizados en el IPK, que presentaban
manifestaciones respiratorias de larga evolucion, dentro de las cuales predominaban
la neumonia a repeticién (n=7) y un sindrome febril prolongado (n=5). Ademas, se

refirieron otros signos y sintomas como la tos, expectoracion, falta de aire, fiebre,
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malestar general, anorexia, marcada pérdida de peso y astenia. Todos los pacientes
estudiados, se encontraban bajo tratamiento antibidético de amplio espectro, 14
(66.6%) habian progresado a sida y en 8 los conteos de CD4 eran inferiores a 200
células/mma3.

Los datos clinicos y el resultado de la investigacién de otros patdgenos respiratorios
como bacterias, hongos y Mycobacterium tuberculosis se recopilaron de la revision
de las historias clinicas.

[11.3.2.4 Diagndstico virologico

[11.3.2.4.1 Deteccién del genoma viral de AdV por RCP-M1

Todas las muestras fueron procesadas de acuerdo al protocolo descrito en el acapite
l1.1.4.1 c).

[11.3.2.4.2 Aislamiento en cultivo celular e identificacion de AdV

La totalidad de las muestras (n=21) se inocularon en la linea celular A-549 siguiendo
el protocolo descrito en el acapite 111.1.4.1 b). Los aislamientos con ECP se
identificaron mediante la RCP universal (descrita en el acapite 111.1.4.2).

[11.3.2.5 Caracterizacidén en especies y serotipos

La especie y el serotipo de cada uno de los aislamientos se determinaron de manera

similar a lo descrito para las muestras respiratorias en el acapite 111.1.4.3.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 CARACTERIZAR LA INFECCION POR ADENOVIRUS EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO
CLINICO DE INFECCION RESPIRATORIA AGUDA.

IV.1.1 Diagnéstico y frecuencia de la infeccién por adenovirus

De las 1200 muestras analizadas en los nueve anos de estudio, en 501 (42%) se
identificd al menos un virus respiratorio. De estas muestras, los AdV se identificaron
en 197. Por lo que de manera general, los AdV constituyeron el 16,4 % (197/1200)
de todas las muestras estudiadas y el 39,3% (197/501) de las IRA con etiologia viral
confirmada.

Los porcentajes anuales encontrados fluctuaron de un 5 a un 31% (Figura IV.1), en
concordancia con lo descrito en investigaciones, similares al presente estudio
(Cooper et al., 2000; Broor et al., 2007; Valero et al., 2009; Lien-Do et al., 2011),
donde no existe un consenso en cuanto a los patrones de frecuencia respecto a la
prevalencia de la infeccion por AdV y se plantea que esta puede oscilar entre un 2 y
un 36% dependiendo de factores tales como el criterio de seleccion de la muestra, la
severidad de la enfermedad, las condiciones ambientales y el método de diagnéstico
empleado (Straliotto et al., 2002).
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Figura 1V.1 Distribucién anual de casos positivos a la infeccion por AdV, segun
numero total de muestras recibidas (2000-2008).

En este estudio se analizaron muestras provenientes de la vigilancia de pacientes de
todas las edades con IRA de diferente grado de severidad, desde la IRA leve y
moderada hasta la IRA severa con hospitalizacion y casos fatales. Otro factor
importante en la variacion de los porcentajes de deteccion, fue que el diagndstico se
realizé con métodos que variaron en sensibilidad, desde la inmunofluorescencia y el
aislamiento en cultivo hasta los métodos moleculares, que una vez normalizados e
introducidos en el laboratorio, permitieron un incremento notable en los indices de
deteccidén. La influencia de los métodos de diagndstico se hace evidente si
analizamos que en este estudio por inmunofluorescencia se detectdé un 6.5%
(13/197) de positividad, por aislamiento en cultivo un 28.4% (56/197) y por RCP, la
positividad alcanzé valores de 84.2% (166/197). Estudios de vigilancia realizados en
nuestro laboratorio en las temporadas 1991-92 (Goyenechea et al., 1993) y 1995-97
(Cancio et al., 2000) donde se empled la técnica de inmunofluorescencia, como unico
método diagndstico, se encontraron valores de positividad de 1.6 y 2.8%,
respectivamente, muy por debajo de lo encontrado en el presente estudio, donde un
alto porcentaje de las muestras se diagnosticaron por aislamiento en cultivo celular,
técnica mas sensible que la inmunofluorescencia y por métodos moleculares como la

RCP que tienen una mayor sensibilidad respecto a los métodos anteriores (Mandell
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et al., 2009). La introduccion de los métodos moleculares, en el diagnostico como lo
fue en el afo 2006, demuestran la significativa contribucion de estos a la
identificacion rapida de los agentes virales asociados a las IRA, que permiten la
adopcion de medidas oportunas y estrategias de prevencidn para evitar la
diseminacion de las enfermedades respiratorias que tienen un alto grado de
transmisibilidad (Stroparo et al., 2010).

Es valido tener en cuenta ademas, las variaciones en las condiciones ambientales,
que como analizaremos posteriormente, se asociaron significativamente con la
frecuencia de las infecciones por AdV, por lo que sin duda estas fluctuaciones
anuales en la frecuencia son consecuencia de la interaccidén de todos estos factores

en su conjunto.
IV.1.2 Frecuencia de la infeccidn por grupos de edades y sexos

Al analizar la positividad por rangos de edades respecto al total de muestras, los
resultados reflejan que la infeccion por AdV se detectd en los cuatro grupos, con una
tendencia descendente con el aumento de la edad (Figura IV.2), encontrandose una
asociacion estadisticamente significativa (p=0.03) entre ambas variables. En los
grupos | y Il (menores de 5 afos), se alcanzaron los mayores porcentajes de
infeccion (10.5 %), con respecto a los grupos Il y IV (29 y 3 %), resultando
estadisticamente significativa la positividad en estos grupos respecto al resto de las
edades con un OR=1.39 [1.00-1.93] y un valor de p=0.04. Particularmente afectados,
resultaron ser los menores de un afo. Estos resultados coinciden con numerosos
estudios epidemioldgicos que muestran que los AdV son los causantes del 5 al 24 %
de las infecciones respiratorias en los nifios menores de cinco afios, disminuyendo
su incidencia a medida que aumenta la edad, excepto en comunidades cerradas
(Kim et al., 2000; Reina et al., 2004; Yeung et al., 2009). También se ha demostrado
que el riesgo de infeccién por AdV es de un 5.9 % para los nifios menores de dos
afios y de un 3.7 % de 2 a 3 afos (Landry et al., 2009). Aunque los porcentajes de
infeccion encontrados varian en los diferentes estudios, todos los autores refieren a
este grupo como el mas susceptible de contraer la infeccién, producto de la baja
respuesta de anticuerpos ante la infeccién primaria y a la limitada o ausente
proteccion provista por los anticuerpos maternos después de los 6 meses. En los

pacientes mayores de 5 anos los porcentajes disminuyen probablemente debido a la
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existencia de una inmunidad protectora conferida por la exposicion al virus en los

primeros afios de la vida (Lee’ et al., 2010; Deng et al., 2010).

0% Bl Muestras totales .. 4.. Muestras AdV +

Grupo I Grupo 11 Grupo I1I Grupo IV
Grupos de edades

Figura 1V.2 Frecuencia de la infeccion por AdV en pacientes con IRA, segun grupos
de edades (2000-2008).

En cuanto a los adultos, la prevalencia de AdV ha sido poco explorada, debido a la
menor relevancia que representa respecto a la poblacion pediatrica. En este estudio
la prevalencia en adultos (grupo V) fue de un 3 %, similar a lo que indican estudios
recientes donde se plantea que la positividad en este grupo de edad no rebasa el
3%, excepto en brotes, donde pueden tener niveles mas elevados (Minosse et al.,
2008; Ren et al., 2009; Guo et al., 2012).

Los niveles de positividad fueron similares para ambos sexos. De las 1200 muestras,
en 1190 se analizo6 la variable sexo, debido a que en 10 no se obtuvo este dato. De
las 510 muestras del sexo femenino y 680 del masculino, 81(16%) y 116 (17%)
resultaron positivas respectivamente, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre ambos sexos. En la mayoria de los estudios consultados tampoco
aparecen diferencias al respecto, a pesar de que el nimero de muestras del sexo

masculino es generalmente mayor que las del sexo femenino (Lin et al., 2004; Sung
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et al., 2009; Stroparo et al., 2010) esto no parece constituir un factor de riesgo que

determine una mayor frecuencia de deteccion.
IV.1.3 Estacionalidad

La estacionalidad es una de las caracteristicas de los virus respiratorios y su
variaciéon geografica relacionada con la temperatura, las precipitaciones y la
humedad relativa se ha identificado en estudios epidemiolégicos en todo el mundo
(Viegas et al., 2003; Ji et al., 2011).

La infeccion por AdV se constatd en todos los afios, de manera indistinta en los doce
meses, sin mostrar un patron estacional discernible en analogia con otros autores
que en cortos y largos periodos de estudio no han encontrado una tendencia
estacional definida (Cooper et al., 2000; Straliotto et al., 2002; Wong et al., 2008). En
este estudio, por ejemplo, en los afios 2000 y 2001, la infeccion se detecté solamente
en octubre y junio, respectivamente; en el afio 2007 en febrero y agosto. Mientras
que en el afo 2004, se detectd en todos los meses excepto en diciembre. En el resto
de los afios también hubo una marcada variacion en la distribucion mensual,
resultando la diferencia entre la positividad por meses altamente significativa
(p<0.0001).
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Figura 1V.3 Porcentajes de positividad a AdV en pacientes con IRA, segun meses y
afos (2000-2008)
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Como se observa en la figura IV.4, los meses de mayor deteccion fueron meses
invernales, febrero (24%) y noviembre (27%) similar a lo reportado en otros estudios
(Kim et al., 2000; Reina et al., 2004; Herrera et al., 2007) y en coincidencia con el
resto de los virus respiratorios, donde la incidencia en estos meses tiende a elevarse,
debido a una trasmision mas efectiva producto de la concentracién de individuos

susceptibles en lugares cerrados (Broor et al., 2007; Faden et al., 2011).
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Figura 1V.4 Porcentajes de muestras positivas a AdV en pacientes con IRA, segun
meses (2000-2008)

Aunque algunos autores exponen esta razon para explicar los altos porcentajes de
deteccion viral en los meses de invierno, sin embargo, otros plantean que esto no es
suficiente y que las condiciones climaticas deben jugar un papel mas importante,
proponiendo que debemos ver la estacionalidad en funcién de dos componentes: la
susceptibilidad del hospedero y la viabilidad viral (Eccles, 2002). Se sugiere que la
exposicion al aire frio de las vias aéreas nasales implican un dafo de las defensas
mucosales, incluyendo las mucociliares y enlentecen la actividad metabdlica,
reduciendo el movimiento ciliar y la secreciéon del mucus, disminuyendo asi la

respuesta inmune local (Weigt et al., 2002). Es por esto que en invierno la entrada de
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los virus, incluyendo a los AdV, al tracto respiratorio se ve favorecida. Por otra parte,
la viabilidad viral también puede verse beneficiada por factores climaticos como las
bajas temperaturas y el bajo nivel de radiaciones ultravioletas (Viegas et al., 2003).
En Cuba como pais tropical, se distinguen dos estaciones, una estacion de seca
(noviembre — abril) y una estacion de lluvia (mayo — octubre) donde las temperaturas
son mas elevadas (Meteorologia, 2010). Cabria esperar entonces, que en la estacion
de lluvia, los valores de deteccion decaigan de manera significativa respecto a la
estacion de seca y menores temperaturas, sin embargo, los porcentajes de deteccidn
no difieren significativamente (21% vs 14%), a pesar de que probablemente el
hospedero es menos susceptible. La explicacion a esta trasmisién sostenida durante
todo el afo, podria encontrarse en que los AdV son virus desnudos, con un genoma
ADN resistente a la luz ultravioleta y poco propenso a la pérdida de infectividad bajo
condiciones ambientales hostiles, lo que les permite sobrevivir durante largos
periodos de tiempo en superficies y aguas contaminadas, teniendo ventajas
adicionales en cuanto a su trasmision en los meses mas calidos (Gray, 2005). Todo
esto, unido a la existencia de portadores asintomaticos con altos y prolongados
niveles de excrecion hacen posible la aparicién de casos en todos los meses del afo
(Faden et al., 2011).

Si realizamos un andlisis por afio, correlacionando la positividad con parametros
meteoroldgicos como la temperatura y las precipitaciones encontramos que la
temperatura se asocié de manera significativa con la positividad en todos los afios
(p< 0.05) alcanzando en el afio 2004 el menor valor de p (0.001).

En cuanto a las precipitaciones, para la mayoria de los afios (2000, 2002, 2003, 2004
y 2005) el coeficiente de correlacion fue mayor de 0.5 con un valor de p menor o
igual que 0.04, indicando una relacion directamente proporcional con esta variable
(Figura 1V.5). Es importante destacar que en todos estos afos, las precipitaciones se
vieron incrementadas por fendbmenos meteorolégicos como tormentas tropicales y
huracanes que no solo aumentan las precipitaciones, sino que también a su paso
deterioran temporalmente las condiciones sanitarias, reforzando la efectividad de la
trasmision (Viegas et al., 2003). En otros estudios donde se asocian los parametros
meteoroldgicos con las ITR, se concluye que la frecuencia de infeccién por AdV se

correlaciona de manera significativa con la temperatura y las precipitaciones, lo cual
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podria explicar las fluctuaciones anuales entre las frecuencias de deteccion
observadas (Straliotto et al., 2002; du Prel et al., 2009).
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Figura IV. 5 Correlacién entre las precipitaciones medias anuales y la positividad a
AdV en pacientes con IRA, (2000-2008).

IV.1.4 Principales diagndsticos clinicos asociados a la infeccién por AdV
Los AdV se detectaron en el 15% (95/640) de las ITRS y en el 18 % (102/560) de las

ITRI, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los
porcentajes de deteccion.

Haciendo un analisis por separado de las enfermedades (Figura IV.6), vemos que los
mayores porcentajes de positividad se encontraron asociados a neumonia (34%),
SSP (27%) y bronquiolitis (18%), seguidos de las ITRS (15%) y el Crup (14%). En
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este hallazgo coincidimos con lo reportado en la literatura, de que estas son las
presentaciones clinicas mas frecuentes causadas por los AdV dentro de las ITRI
(Reina, 2004; Herrera et al., 2007; Gencay et al. 2010).
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Figura IV.6 Frecuencias de deteccion de AdV en pacientes con IRA, segun
diagnostico clinico (2000-2008)

Dentro de las manifestaciones en el TRI, las neumonias agudas son sin lugar a
dudas, las de mayor importancia debido a su gravedad y elevada hospitalizaciéon. En
este estudio, la neumonia alcanzé los mayores porcentajes en los dos grupos de
edades analizados, siendo mayor en los nifios menores de 5 afios (Tabla IV.1). Es de
destacar que 8 de los 10 casos de neumonia (80%) requirieron hospitalizacién, y de
estos 5 (63%) en UCI, 2 de ellos en estado critico con necesidad de ventilacién
mecanica y larga estadia hospitalaria. En uno de los casos fue referida una rapida
complicacion que involucré al SNC. Los dos casos no hospitalizados, procedieron de
un brote en un hogar de ancianos y fueron aislados dentro de la institucion para
evitar la diseminacion.

Numerosas publicaciones sefialan como factores de riesgo para desarrollar una
neumonia severa o fatal por AdV, entre otros, las caracteristicas del huésped y la
edad menor de un afio (Dalmas et al., 2003; Gupta'et al., 2011) Aunque la neumonia
es también una de las enfermedades de mayor importancia clinica en adultos
afectando de 5 a 20 de cada 1000 adultos por afo, de estos del 20 al 40 % requiere

hospitalizacidn para su tratamiento. (Jonhstone et al., 2008; Jennings et al., 2008).
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Tabla V.1 Principales diagndsticos clinicos en pacientes con infeccion por AdV,
segun edad y hospitalizaciones (2000-2008).

Diagnostico AdV+ AdV+ <5 anos AdV+ >5 afos Hospitalizados
Clinico (%) (%) (%) (%)
Neumonia 10 (34) 6 (20) 4(14) 8(80)
Bronquiolitis 50 (18) 50 (18) 0 50(100)
sSSP 14 (27) 13 (25) 1(2) 10(71)
Crup Viral 28 (14) 23 (11) 5(2) 22(78)
Subtotales 102 (18) 92 (17) 10(11) 90(88)
ITRS 95 (15) 34 (5) 61(9) 13(14)
Total 197 (16.4) 126 (11) 71(6) 103(52)

Fuente: LNRVR

La bronquiolitis, al ser una enfermedad propia del primer afio de vida, con atenciones
especiales dentro de nuestro sistema nacional de salud, requirié hospitalizacion en el
100% de los casos, independientemente de la severidad del cuadro. En ninguno de
los 50 casos de bronquiolitis positivos a AdV fue referido ninguno de los factores de
riesgo que condicionan el desarrollo de un cuadro grave (Cansino, 2004), excepto la
edad, que en el 46% de los casos fueron lactantes menores de 3 meses. Es decir,
que eran nifos previamente sanos, no prematuros, sin antecedentes de enfermedad
pulmonar crénica o cardiopatias congénitas. De manera similar ocurrié con el SSP y
el Crup viral que estuvieron entre los porcentajes elevados con requerimientos de
hospitalizacion.

A pesar de estar descrito que las infecciones por AdV representan hasta el 10% de
las ITRI, en este estudio se obtuvo un 18% en general, alcanzando valores
superiores de forma individual. Cifras similares, inclusive mas elevadas son
documentadas recientemente por otros autores. Esto pudiera deberse al tipo de
poblacion estudiada, al serotipo infectante y a la sensibilidad de los métodos de
diagnostico empleados, especialmente las técnicas moleculares, que introducidas en
el diagndstico de rutina muestran que la infeccion por este virus esta asociada mas
frecuentemente a la enfermedad respiratoria severa en pacientes pediatricos
comparado con los resultados previos obtenidos mediante las técnicas de

Inmunofluorescencia y cultivo celular (Hong, 2001; Stroparo, 2010; Tecu et al., 2012).
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Se encontré un 11% de coinfecciones, resultado que estuvo por debajo de lo descrito
por otros autores que han encontrado valores por encima del 20%, esta diferencia se
debe probablemente al criterio de selecciéon de la muestra (Coyle, 2004; Jennings,
2004; Stroparo, 2010). Se sabe que las coinfecciones son frecuentes en pacientes
con ITRI, pero la significacion clinica de una infeccion mixta con AdV, no esta
definida (Kim et al., 2000; Wong et al., 2008; Lien Do et al., 2011), siendo dificil de
determinar aun con el empleo de métodos sensibles, como el RCP convencional.
Ademas la amplificacion de material genético residual procedente de infecciones
previas o de virus persistentes (Jartii et al., 2004; Schwarze et al., 2004) constituye
un factor que complica la interpretacion de los resultados, cuando se utilizan métodos
tan sensibles como la RCP (Larcher et al., 2006; Ren et al., 2009). Para lograr un
resultado confiable, se necesitarian métodos cuantitativos, como la RCP-TR, que
permitan demostrar los niveles de excrecion y relacionarlo asi con la enfermedad en
dependencia de los criterios de severidad que se tomen en cuenta (Wong et al.,
2008; Peng et al., 2009). En este estudio se encontré mas coinfecciones en las ITRI,
pero asociarlo con la severidad resulta dificil ya que en la mayoria de los casos

hospitalizados no se conto6 con los datos acerca del grado de severidad.
IV.1.5 Casos de pacientes fallecidos asociados a la infeccién por AdV

De los 14 fallecidos con diagndstico clinico de IRA, en esta serie de 9 afios, los AdV,
se identificaron en 5 (36%) de estos casos. En la tabla IV. 2 se muestran las
caracteristicas clinicas de los 5 casos fallecidos por IRA que resultaron positivos a la
infeccion por AdV. Dos de los pacientes fallecidos (casos 1 y 4) se encontraban
dentro del grupo de riesgo para desarrollar una enfermedad severa o fatal, el primero
debido a la edad (3 meses) y el segundo por presentar una inmunosupresion,
producto del tratamiento contra el cancer hepatico.

Contrario a lo esperado, el 60% (3/5) de los fallecidos fueron adultos, mayores de 15
anos sin riesgo de desarrollar un cuadro fatal debido a la infeccioén, lo que concuerda
con informes anteriores donde se describen la ocurrencia de casos fatales en adultos
inmunocompetentes ya sea en casos esporadicos o asociados a brotes (CDC, 2001;
Heydari et al., 2011; Clark et al., 2011).
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Tabla V. 2 Casos fatales asociados a la infeccion por AdV en pacientes con IRA.

No. casos Diagndstico Edad Lugar de deteccién
Clinico
1 Bronquiolitis 3 meses Pulmén
2 Neumonia hemorragica 16 afnos Pulmon
3 Neumonia-DR 17 anos pulmoén
4 Neumonia-CS- ED 52 anos Secrecion

respiratoria

5 Neumonia-DR 25 afos Pulmon y corazon

Fuente: LNRVR.DR: distres respiratorio, CS: choque séptico, ED: enfermedad
diseminada

Una explicacion plausible sea quizas que por una parte, las manifestaciones clinicas
iniciales no justificaron una rapida demanda de atencidon medica en este grupo de
edad y por la otra, la sospecha de neumonias bacterianas (sustentada en el
tratamiento antibiético), que suelen complicarse mas frecuentemente que las virales,
unido a la rapida evolucion al cuadro fatal, tipica de la infeccidon por AdV (Dalmas et
al., 2003; Larrafiaga et al., 2000), fueron en primera instancia la razén de estas
muertes.

Se estima que la tasa de letalidad por AdV oscila entre un 17 y un 34% dependiendo
del serotipo (Robinson et al., 2011) y que esta puede elevarse hasta un 90% si la
infeccidn es nosocomial. (Day et al.,, 1998). En este estudio, todos los pacientes se
encontraban hospitalizados y en ninguno los casos se determiné el serotipo, por lo
que ambos elementos, tampoco deben ser descartados en el analisis integral de las

causas posibles que condujeron al fallecimiento de estos pacientes.
IV.1.6 Caracterizacion en especies y serotipos

Durante el periodo de estudio, se caracterizaron exitosamente un total de 56
aislamientos de AdV, pertenecientes a las especies B y C, las que se describen
como especies predominantes en las IRA a nivel mundial (Wold y Horwitz, 2007). Se
detectaron seis serotipos diferentes (AdV-3, 34, 1, 2, 5y 6) y una coinfeccién con dos
serotipos (AdV-1 y 5). Del total de los aislamientos, 8 correspondieron a la especie B
(14,2%) y 48 a la especie C (85.7%), en concordancia con lo publicado en estudios
realizados en lItalia (La Rosa et al., 2006), Brasil (Luiz et al., 2010), Malasia (Jamil et
al.,, 2010), Palestina (Qurei et al., 2012) y Alemania (Biere et al., 2010), donde se
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encontré un predominio de la especie C. Por el contrario, en otras investigaciones
realizadas en Inglaterra (Cooper et al., 2000), Canada (Wong et al., 2008), Estados
Unidos (Selvaraju et al., 2011), Argentina (Barrero et al., 2012) y Corea (Lee1 et al.,
2010), el predominio de la especie B fue significativamente superior.

De manera general, y como era esperado, la cantidad de aislamientos de AdV, fue
significativamente mayor en los nifios menores de 5 anos (80.3% vs 19.6%), con
enfermedades asociadas al TRI y procedentes de casos esporadicos (Tabla IV.3).
Estos resultados son similares a otros estudios donde se muestra que la mayor
cantidad de aislamientos se obtienen de niflos menores de 5 afos, con
enfermedades como neumonia y crup, principalmente de casos no epidémicos
(Wong et al., 2008; Yeung et al., 2009).

Tabla IV.3 Especies y serotipos de AdV aislados en pacientes con IRA, segun edad,
presentacion clinica y epidemiologia (2000-2008).

Serotipos de AdV (%)

Total AdV+ (%) AdV-3  AdV-1 AdV-2 AdV-5 Otros
n=7 n=15 n=17 n=14 n=3
(12.5) (26.7) (30.3) (25) (5.3)
Grupos de edades
<5 afos 45 (80.3) 2(4.4) 12(26.6) 16(35.5) 12 (26.6) 3(6.6)
p=0.004
> 5 aflos 11 (19.6) 5(454) 3(27.2) 1(9) 2(18.1) 0
p=0.001
Presentacién clinica
ITRS 23 (41.0) 3(13) 8(34.7) 10 (43.4) 1(4.3) 1(4.3)
ITRI 33 (58.9) 4(12.1) 7(21.2) 7(21.2) 13 (39.3) 2 (6)
p=0.04 p=0.002
Epidemiologia
Casos 36 (64.2) 3(8.3) 13(36) 14 (39) 4 (11) 2(5.5)
esporadicos p=0.005 p=0.03
4 (20) 2 (10) 3 (15) 10 (50) 1(5)
Brotes 20(35.7) p=0.004 p=0.001

Fuente: LNRVR. p: valores de significacion estadistica.

Si realizamos un analisis individual de los serotipos, podemos notar que el AdV-3 se
aisl6 de manera significativa en la poblacion mayor de 5 afos asociado a brotes
epidémicos, sin diferencias significativas en cuanto a la forma de presentacion clinica

de la infeccion respiratoria. Este serotipo, a diferencia de los serotipos de la especie
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C (AdV-1, 2, 5 y 6), se aislo solamente en cuatro meses del afio, con picos de
incidencia en julio y octubre (Figura IV. 7).

En diferentes estudios realizados se muestra que el AdV-3 afecta fundamentalmente
a nifos mayores de 5 anos y adultos (Wold y Horwitz, 2007). Aunque se ha
planteado que este serotipo, tiende a la endemicidad en muchas de las poblaciones
investigadas (Metzgar et al., 2005), se describe principalmente como causa de
extensos brotes en determinados meses del afio, en paises como Japoén (Kim et al.,
2003), Corea (Lee et al.,, 2010), Taiwan (Chang et al., 2008),Estados Unidos
(Selvaraju et al., 2010) y China (Zhu et al., 2009), donde ha producido casos graves y
ocasionalmente fatales debido a las multiples variantes de este serotipo que circulan
en estos paises (Landry et al., 2009; Lebeck et al., 2009; Mahadevan et al., 2010).
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Figura IV.7 Porcentajes de deteccion de las especies de AdV aislados en pacientes
con IRA, segun meses (2000-2008).

Los AdV-1, 2 y 5, fueron los serotipos encontrados en mayores porcentajes,
indicando una alta circulacion en nuestro pais y su caracter endémico fue claramente
reflejado en este estudio (Figura IV.7). Aunque su aparicion dentro de brotes
epidémicos se ha descrito anteriormente, estos serotipos se aislan mayoritariamente
de casos endémicos y esporadicos que producen infecciones leves en el TRS (Gray

et al., 2007). Un hallazgo sorprendente resulto la asociacion significativa del serotipo
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5 a infecciones mas severas en el TRl y a brotes epidémicos, ya que si bien, existen
informes que documentan esta asociacion, las observaciones al respecto en la
literatura han sido relativamente escasas. (Kelsey, 1978; Soeur et al., 1991; Gray et
al., 2007). Para analizar las posibles razones de esta asociacion, debemos tener en
cuenta, principalmente, factores virales y del huésped. A diferencia de otros serotipos
como el AdV-3, 7, 11 y 19, para este serotipo no se conocen variantes genéticas que
se correlacionen con diferencias en la respuesta inmune inducida en el hospedero y
el tropismo celular, aunque para descartar esta posibilidad se necesitarian estudios
genomicos de las cepas de AdV-5 aisladas. En cuanto al huésped, se ha planteado
que existen factores genéticos que predisponen a una mayor o menor susceptibilidad
frente a un determinado serotipo de AdV (Gregory et al., 2011). Estudios

inmunogenéticos serian indispensables para demostrar tal afirmacion.

Sin duda, el hallazgo mas relevante resulté la no deteccion de AdV-7, a pesar de
tener una prevalencia elevada dentro de las IRA, sugiriendo que este serotipo no
circula en nuestra poblacion o se encuentra circulando a niveles muy bajos. Esta
afirmacion, si bien tendria que ser demostrada por métodos seroldgicos, se sustenta
en el hecho de que los 56 aislamientos obtenidos se tipificaron exitosamente, la
mayoria de ellos confirmados por mas de una técnica. Ademas, en dos estudios
realizados anteriormente en Cuba, tampoco se detectdé la circulacion de este
serotipo. El primero, se realizé empleando el analisis por enzimas de restriccién del
ADN viral a partir de 9 aislamientos de muestras de nifios menores de 5 afnos
(Pumariega et al., 2000) y el segundo estudio, mas amplio, realizado a partir de 49
muestras clinicas, empleando la técnica de secuenciacion nucleotidica (Acosta et al.,
2009).

El AdV-7 tiene una amplia circulacién mundial, en paises del cono sur americano
como Brasil, Argentina, Chile, Uruguay y Peru (Kajon et al., 1996; Larranaga et al.,
2000; Carballal et al., 2002; Siminovich et al., 2011), Asia (Deng et al., 2010; Tang et
al., 2011; Yusof et al., 2012), Europa (Cooper et al., 2000; La Rosa et al., 2006) y
Estados Unidos (Gray et al., 2007; Faden et al., 2011). Este serotipo presenta 27
variantes genomicas, como resultado de las mutaciones o recombinaciones
genéticas, estas variantes son remplazadas en el tiempo (Lynch, 2011) y.se han

asociado en numerosos estudios asociadas a cuadros respiratorios muy severos,
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principalmente de neumonias con fallo pulmonar (Deng et al., 2010; Ghanaiem et al.,
2011; Yusof et al., 2012) y otras manifestaciones clinicas extrapulmonares (Hong et
al., 2001). Aunque este serotipo se ha aislado de casos esporadicos,
fundamentalmente se describe como causante de brotes epidémicos severos con
una alta letalidad tanto en nifios como en adultos, considerandose una verdadera
emergencia dentro y fuera de nuestro continente (Gray et al., 2005; Selvaraju et al.,
2011; Tang et al., 2011).

La historia de la circulacidén de este serotipo y sus variantes, esta relacionada con el
movimiento de grandes masas poblacionales desde zonas endémicas, como fue el
caso de su introduccion en Israel durante la década de los afios 90, donde su
aparicion coincidié con la migraciéon de personas desde la antigua Unidén Soviética y
Etiopia (Azar et al., 1998), el movimiento de tropas militares estadounidenses y sus
aliados durante la guerra de Vietnam en la década de los afnos 60 y 70 y la migracion
de personas desde areas endémicas del cono sur americano hacia EUA, entre otros
(Erdman et al., 2002). En Cuba, no se ha producido este evento de la migracién
poblacional, esto pudiera explicar la ausencia de aislamientos de este serotipo.

Si asumimos que este serotipo no circula en el pais o lo hace a niveles relativamente
bajos, entonces, la falta de inmunidad aparente en la poblacion cubana contra el
AdV7 seria un factor que facilitaria su eficiente trasmision y diseminacién frente a la
introduccion de este serotipo y sus variantes gendmicas.

IV.2 DETERMINAR LA PARTICIPACION DE LOS ADENOVIRUS EN LA MIOCARDITIS, LA
CONJUNTIVITIS HEMORRAGICA Y EL SINDROME NEUROLOGICO INFECCIOSO.

IV.2.1 Miocarditis viral aguda

Se analizaron 12 casos con diagnostico clinico de MVA confirmados por criterios
clinicos e histopatologicos, los cuales que resultaron negativos a otros virus
causantes de MVA (Parainfluenza, Coronavirus, Rinovirus, Enterovirus, VHS 1y 2,
CMV, HVH-6, VEB, VVZ y flavivirus. De los 12 casos de miocarditis analizados
(Tabla 1V.4), en 7 se detecté AdV (58.3%). Todos los casos positivos tuvieron una
rapida evolucién a la muerte. El 85.7% (6/7) de los casos correspondieron a nifios
entre 5 meses y 15 anos, de estos el 50%, fueron niflos menores de dos afios. Solo

un caso positivo fue un adulto, mayor de 50 afios.
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Las diferencias encontradas en este estudio respecto a las edades, no son
inesperadas, las infecciones por AdV son generalizadas y frecuentemente trasmitidas
por via respiratoria y fecal-oral en los primeros afos de la vida (Chang et al., 2008;
Lee' et al., 2010). Garnett y colaboradores (2002) demostraron que alrededor de los
dos anos, existe una alta proporcion de nifios portadores del agente en linfocitos y
amigdalas (fundamentalmente especie C) y que la circulacion de estos linfocitos con
ADN viral, sugiere que el virus no esta confinado al sitio de infeccion (Baboonian y
McKena, 2003) y que puede ser transportado teniendo acceso a los miocitos donde
existen receptores celulares que estimulan la entrada de la particula viral (Arnberg,
2009; Excoffon et al., 2010).

Estos receptores, que en el caso de AdV son los CAR, se encuentran expresados a
niveles altos en los niflos y van disminuyendo con la edad. La alta proporcion de
nifios con infecciones del miocardio por AdV, podria también reflejar la ausencia de

una inmunidad cruzada anterior (Kindermann et al., 2008).

Tabla IV.4 Casos de MVA positivos a AdV

Casos Edad ES Dias de Procedencia Serotipo
evolucion
1 5 meses Ninguna 1 Brote AdV-5
2 15 afos Siclemia 4 Brote AdV-5
3 12 afios MCD 3 Brote AdV-5
4 1 afo Ninguna 1 Brote AdV-5
5 5 afios Esplenectomia 1 Brote AdV-5
6 10 meses Talasemia 2 Brote AdV-5
7 53 afios MCD 5 Esporadico AdV-2

Fuente:LNRVR, ES: enfermedad subyacente, MCD: miocardiopatia dilatada

Los adultos poseen casi todos evidencias serologicas de una exposicidn previa y
alrededor del 90% tienen células T de memoria que responden a AdV (Olive et al.,
2001; Camargo et al.,, 2011). Es posible que la infeccion con un serotipo, pueda
ofrecer proteccion contra otros, permitiendo a los adultos escapar de la viremia
cuando son infectados con un virus cardiotrépico (Andreoletti et al., 2009).
Evidencias de lo anterior, se mostraron en un estudio donde se constata que
linfocitos T-citotdxicos generados contra un serotipo son capaces de lisar las células

infectadas con serotipos de la misma especie, sugiriendo que la similitud antigénica
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entre cepas puede ademas influenciar el resultado de la infeccion (Smith et al.,
1998).

De los siete fallecidos, 5 (71.4%) presentaron antecedentes patoldgicos, tales como,
siclemia, miocardiopatia dilatada, esplenectomia y B- talasemia. Se plantea que la
vulnerabilidad del corazén a las infecciones virales, esta directamente relacionada
con los niveles de expresidon de los receptores celulares que median la entrada del
virus al miocito. Estos receptores son sobre-expresados en individuos con patologias
cardiacas como la MCD y otras enfermedades donde es frecuente la funcidn
cardiaca anormal, tales como las anemias cronicas (Tsirioni et al., 2004; Tsirioni y
Aessopos, 2005), lo que podria explicar el alto porcentaje de casos fatales en
individuos con antecedentes patoldgicos, donde la susceptibilidad a estas infecciones
se ve incrementada (Caruso et al., 2010 Toivonen et al., 2010).

Cuando consideramos, la posible significacion de los receptores CAR, para la
iniciacion, curso y severidad de la infeccion adenoviral in vivo, debemos tener en
cuenta que los patrones de expresion es uno de los componentes importantes del
complejo proceso de patogénesis de tales infecciones, ya que a pesar de las
diferencias individuales en la respuesta inmune, el hecho de una diseminacion
facilitada del virus a células con un mayor numero de receptores después de un
primer ciclo litico, podria tener un efecto mas adverso en el curso clinico de la
enfermedad (Knowlton y Lim, 2009; Shi et al., 2009).

Los serotipos encontrados pertenecieron todos a la especie C (AdV-2 y 5), que son
los principales serotipos que se han descrito como productores de MVA en nifios
(Bowles et al., 2003). Probablemente la asociacion de estos serotipos con los casos
de MVA, responda al hecho de que son estos serotipos los que mas frecuentemente
causan la infeccion primaria y donde se ha demostrado la infeccién persistente en
linfocitos, cuya circulacion facilita el acceso a los miocitos en ausencia de una

inmunidad previa (Dettemeyer, 2004; Zhang, 2008).
IV.2.2 Conjuntivitis hemorragica aguda

Durante el afio 2008 se detectd por el sistema de vigilancia nacional un incremento
en el numero de casos esporadicos con diagndstico clinico de CHA. Unido a esto, se
producian brotes epidémicos de CHA en todas las provincias del pais, cuyo agente

etiologico era el virus coxsackieA-24 (Fonseca et al., 2012). Sin embargo, un
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porcentaje elevado de casos resultaban negativos al diagndstico de este agente.
Ambos hechos sugirieron la presencia de otros agentes, tales como los AdV, como
causantes de este tipo de conjuntivitis.

De las 105 muestras de exudados oculares estudiadas, los AdV se detectaron en 21
(65.2%) de los casos esporadicos recibidos en el LNRVR y en 21(31.3%) de los
casos negativos a la epidemia de CHA, producida por el virus coxsackieA-24 (Tabla
IV. 5). Se obtuvo aislamiento viral en 15/38 (39.4%) de Ilas muestras
correspondientes a los casos esporadicos, ya que en el resto de las muestras no se
realizé el aislamiento viral debido al insuficiente volumen de las mismas. Por lo que,
de forma general, de las 105 muestras investigadas, en 42 (40%), se demostro la
presencia de AdV como agente etiolégico de CHA.

Aunque las infecciones oculares producidas por los AdV, son principalmente la FFC y
la QCE, su participacion en casos esporadicos y brotes de CHA, aunque en menor
medida, se han descrito en investigaciones previas (Rezig et al., 2006; Zaki y Fatah,
2008). En Cuba, estudios anteriores acerca de las conjuntivitis virales, refieren a los
AdV como agentes causales de infecciones oculares como la FFC y la QCE (Savén
et al.,, 1995 y Torres et al., 1998). Este estudio constituye el primer informe donde se
confirman a los AdV como agentes etioldgicos de CHA, tanto por técnicas clasicas
como moleculares.

Tabla IV.5 Positividad a AdV en muestras de casos de conjuntivitis hemorragica
aguda, segun casos esporadicos y epidémicos (2008).

Procedencia RCP+ (%) Aislamiento
Casos esporadicos 21 15
(n=38) (55.2%) (39.4%)
Epidemia CHA 21 NR
(n=67) (31.3%)
Totales 42 15
105 (40%) (39.4%)

Fuente: LNRVR NR: no realizado

La deteccion de AdV (31.3%) en los casos negativos a enterovirus investigados
durante el curso de la epidemia de CHA indicé la circulacién de ambos virus con
sintomas indistinguibles dentro del mismo evento. Estos resultados coinciden con

informes a nivel mundial que exponen el caracter mixto de las epidemias de CHA,
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donde los AdV son detectados en mayores o menores porcentajes junto a
enterovirus 70 y coxsackie A24 (Arnow et al., 1977; Gurung et al., 2003; Kurokawa et
al., 2006).

Por otro lado, durante el afio 2008, Cuba tuvo que enfrentar una dificil situacién
climatoldgica, dada por el paso de tres huracanes (Tabla 11l.6) que produjeron
cuantiosas precipitaciones y afectaron las condiciones sanitarias, creando
condiciones favorables para la emergencia de ambos agentes, que comparten el
tropismo por las células conjuntivales y otras caracteristicas estructurales que le
confieren resistencia.

En este estudio, los AdV identificados, correspondieron a las especies B (n=9), D
(n=4) y E (n=2) (Figura IV. 8), en coincidencia con otros articulos, que describen a
estas especies como las principales causantes de infecciones oculares con un
tropismo elevado por las células de la conjuntiva (Ariga et al., 2005; Frantzidou et al.,
2005; Aoki et al., 2011).

Dentro de la especie B, 9 cepas fueron tipificadas, todas pertenecientes al serotipo
AdV-3. Este serotipo se ha reconocido como una causa frecuente de conjuntivitis en
muchas partes del mundo, especialmente en Japoén, donde es mas prevalente que
los serotipos AdV-4 y 37 (Aoki y Tagawa, 2002; Matsui et al., 2007; Fujimoto et al.,
2008).

EspecieE
135.5%

Especie B
60% Especie D

26,6%

Figura IV.8 Porcentajes de muestras positivas a AdV en casos de CHA, segun
especies y serotipos (2008).
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De las cuatro cepas de la especie D encontradas en este estudio, 2 pertenecieron al
serotipo AdV-8, una al serotipo 37 y una cepa no pudo ser tipificada. El serotipo AdV-
8 es referido como agente etioldégico de un gran numero de casos de CHA en Asia,
Tunez, Turquia y Grecia, de forma esporadica o epidémica (Rezig et al., 2006; Yagci
et al., 2009; Tabbara et al., 2010). El serotipo AdV-37, es bien conocido como agente
causal de QCE (Hamada et al., 2008; Ishiko et al., 2008), pero no se encontr6 en la
literatura ninguna referencia de este serotipo asociado a la CHA. Sin embargo, un
estudio realizado en el afio 2003, llama la atencién acerca de un nuevo cuadro
clinico de queratoconjuntivitis que se manifiesta por la presencia de amplias
hemorragias subconjuntivales y su diagndstico suele ser confundido por los clinicos
como una CHA, indistinguible a la producida por los enterovirus (Chang et al., 2003).
La cepa no tipificada de la especie D posiblemente corresponda a una nueva
variante genética que no pudo ser detectada con los cebadores utilizados, como se
ha documentado recientemente para algunos serotipos de esta especie que
producen infecciones oculares (Walsh et al., 2009; Yang et al., 2009).

El serotipo AdV-4, unico representante de la especie E, también se describe como
causa de CHA, mostrando una prevalencia elevada sobre otros serotipos (Frantzidou
et al.,, 2005; Rezig et al., 2006). Algunos estudios prospectivos y retrospectivos lo
sitian como la segunda causa de CHA, después del serotipo AdV-3 (Aoki y Tagawa,
2002; Maranhao et al., 2009).

IV.2.3 Sindrome neurolégico infeccioso

De los 11 casos investigados de pacientes con SNI, en 3 (27.2%) se constatd la
infeccion por AdV (Tabla IV.6), el primero de ellos, un nifio de 11 afos con
antecedentes patoldgicos, los otros dos casos, fueron nifias de 2 afios y 11 meses
respectivamente, esta ultima con una neumonia grave con multiples complicaciones,
dentro de las que se encontraba la meningoencefalitis. En ambos casos no fue
referido ningun antecedente patoldgico ni otra condicion inmunosupresora. Todas las
muestras, resultaron negativas a la identificacion de otros virus neurotropos. Estos
resultados coinciden con investigaciones que indican la aparicién de manifestaciones
neurolégicas como una complicacién de la infeccion respiratoria, con un riesgo
incrementado en pacientes con enfermedades subyacentes y en nifios menores de
dos afnos. (Lema et al., 2005; Hakim et al., 2008; Frange et al., 2011),
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La identificacion de los AdV en el SNI fue descrita anteriormente en estudios
realizados en nuestro laboratorio, donde se detectaron en muestras de pacientes con
encefalitis, paralisis flacida aguda y meningoencefalitis (Acosta et al., 2008).

Tabla IV.6 Pacientes con SNI positivos a AdV, segun edad, presentacion clinica y
APP

Casos Edad Presentaciones Clinicas APP
1 11 afios IRA- Toma de conciencia Hidrocefalia
5 2 afios IRA- Toma sensorial y Ninguno

Convulsiones

3 11 meses Neumonia-Meningoencefalitis Ninguno

Fuente: LNRVR, APP: antecedente patolégico personal

A pesar de que esta infeccion es poco frecuente, casos esporadicos y pequefios
brotes de enfermedad neuroldgica, posterior a la infeccion, se han documentado en
casos sospechosos de poliomielitis (de Azevedo et al., 2004), encefalitis (Lema et al.,
2005), meningoencefalitis (Fianchi et al., 2003), paralisis flacida (Ooi et al., 2003;
Ivanova et al., 2012) y otras enfermedades neurolégicas (Lema et al.,, 2005;
Straussberg et al., 2001).

Los serotipos que usualmente se aislan de LCR o cerebro, pertenecen a la especie
B, principalmente AdV-7 y AdV-3 (de Azevedo et al., 2004) en este estudio no fue
posible realizar el aislamiento ni la caracterizacion en ninguno de los casos positivos,
debido al poco volumen de la muestra disponible, por lo que ademas de los factores
relacionados con el hospedero (presencia de enfermedades subyacentes y edad), no
descartamos caracteristicas relacionadas con la "virulencia" de la cepa infectante.
IV.3 DETERMINAR LA PREVALENCIA DE LA INFECCION POR ADV EN EL TRACTO

GASTROINTESTINAL Y SU ASOCIACION CON LOS SINDROMES GASTROINTESTINAL Y
RESPIRATORIO EN PACIENTES SEROPOSITIVOS AL VIH.

Para estudiar la prevalencia de la infeccion por AdV en este grupo de pacientes se
seleccionaron dos sistemas, el TGl y el TR, por ser ambos sistemas de los que se
afectan con mayor frecuencia en los individuos infectados por el VIH (Tebruegge vy
Curtis, 2010).
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IV.3.1 Identificacién de los AdV en muestras del TGI

En cuanto a las prevalencias encontradas entre los pacientes seropositivos y
seronegativos, los AdV se detectaron en un 15% (25/167) en individuos seropositivos
a diferencia de un 4% (5/127) en los controles estudiados (Tabla 1V.7). El calculo de
OR mostré un valor de 4.29, con un IC del 95% [1.59-11.5] y una probabilidad
estadisticamente significativa (p=0.002). Estos valores muestran que los pacientes
seropositivos, tienen un riesgo de infectarse con los AdV 4.29 mas que los

seronegativos.

Tabla IV.7 Prevalencia de la infeccion por AdV en el TGI, segun especies y serotipos

AdV+ (%) Especies % Serotipos

D (n=24) 96%  AdV- 17, 42, 19, 10, 38, 13, 9,
26, 29, 49, 24, 46, 39y 43

Casos

0,
ViH+ (n=167) 200
= C (n=1) 4% AdV 1+5
Controles
VIH-(n=127)  °(4%) C (n=5) 100% AdV-1y 2

Fuente: LNVR, p: valor de significaciéon estadistica.

De los 25 aislamientos de AdV obtenidos en los individuos seropositivos al VIH 24
correspondieron a la especie D (96%), y uno resulté una coinfeccion de los serotipos
AdV-1y 5 de la especie C (4%). En todas las muestras, los valores de carga viral
fueron superiores a 10° copias/g de heces. Dentro de la especie D se tipificaron 14
serotipos diferentes (AdV- 17, 42, 19, 10, 38, 13, 9, 26, 29, 49, 24, 46,39y 43)y 4
cepas no se pudieron tipificar. En los controles, s6lo se detectaron AdV de las
especies C (AdV-1 vy 2), probablemente como resultado de la excrecién después de
una infeccion respiratoria anterior (Wold y Horwitz, 2007). La baja frecuencia de
infeccion con serotipos comunes de la especie C encontrada en este estudio
respecto a la especie D (4 vs 96%) puede deberse a una inmunidad especifica
adquirida antes de la infeccion por el VIH (Kojaoghlanian et al., 2003).

En el paciente VIH+, se incrementa el riesgo de desarrollar una infeccién por AdV,
particularmente en el tracto gastrointestinal, donde la colonizacion y la persistencia

de ellos sea probablemente un reflejo de la ineficacia de la respuesta CTL y de los
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mecanismos de tipo TH-1 (Echavarria, 2008; Lion et al., 2010). Se ha planteado que
los pacientes VIH+, son mas propensos a adquirir infecciones por los AdV de la
especie D, desarrollando una infeccion crénica como resultado de la inmunidad
debilitada o por diferencias en la virulencia peculiar de estas cepas (Silva et al.,
2010). Como resultado de esta persistencia un segundo serotipo puede combinarse
al primero y formar un intermediario, aspecto que podia explicar el hallazgo de cepas
inusuales y no tipificables que con frecuencia son encontradas en el TGl y cuyo
significado en la patogenia, aun permanece por esclarecer (Curlin et al., 2010;
Robinson’ et al., 2011). Los ultimos siete serotipos, todos pertenecientes a la especie
D fueron primeramente aislados en pacientes VIH. Por razones desconocidas,
muchos de estos pacientes se infectan con serotipos que son raramente aislados en
individuos inmunocompetentes. La causa de esta predileccién se desconoce. Se ha
sugerido que la progresion lenta de la enfermedad facilita la ocurrencia de
mutaciones y eventos de recombinacion entre los serotipos coinfectantes, siendo la
alta frecuencia y variedad de estas cepas un reflejo de ello (Ferreyra et al., 2010;
Robinson’ et al., 2011).

Respecto al papel patogénico que implicaria la presencia de AdV en los cuadros de
diarrea aguda y crénica en los pacientes seropositivos, los AdV se encontraron en
mayor porcentaje en 15/60 (25%) pacientes con diarrea, respecto a 10/107 (9%) que
no presentaban esta manifestacion (Tabla 1V.8). El calculo de OR mostré un valor de
3.23, con un IC del 95% [1.34-7.73] y una probabilidad estadisticamente significativa
(p=0.006). Por lo que podemos decir que los pacientes seropositivos con diarrea
tienen 3.23 veces mas riesgo de tener una infeccién por AdV que cause el cuadro
gastrointestinal que los pacientes sin esta manifestacion. De los 15 pacientes con
diarrea 14(93.3%) habian progresado a Sida y 11 (73.3%), tenian conteos de CD4
inferiores a las 200 células/mm®. Estos 15 casos, se investigaron para la
determinacion de otros patdégenos entéricos, encontrandose en 3, coinfecciones con
CMV y en uno, con Isospora belli. En el resto de los casos (73.3%), los AdV se

detectaron de manera unica.
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Tabla I1V.8 Porcentajes de individuos VIH+ con y sin diarrea positivos a AdV

% % Estado Inmune (%) Coinfecciones
AdV+ Progresion (%)
VIH Sida CD4>200cel CD4<200 cel
Con Diarrea 25 6.7 933 4/15 (27) 11/15(73.3) 4/15(26.6)
(0=60) =8 —0.006
Sin Diarrea 9 40 60 7/10 (70) 3/10(30) 2/10(20.0)
(n=107)

Fuente: LNRVR

De los 25 aislamientos obtenidos, 10 procedian de muestras de pacientes que no
presentaban diarrea. Algunos autores plantean, que la proporcion de infecciones por
AdV en pacientes seropositivos con y sin diarrea puede no diferir significativamente,
lo que sugiere que una colonizacion persistente y asintomatica es posible, hecho que
refuerza la importancia del estudio de los mecanismos por los cuales estas cepas se
encuentran colonizando el TGl de los pacientes seropositivos, durante los ultimos
estadios de la infeccién y cuyo significado en la patogenia no ha quedado definido al

no haberse estudiado con profundidad tales mecanismos (Echavarria, 2008).
IV.3.1 Infeccion por AdV en el Tracto Respiratorio.

De las 21 muestras analizadas, en 10 (48%) se detectd la presencia de AdV vy el
virus se aislo en siete de ellas (70%). En 8 (80%) de los 10 casos positivos, el AdV
se encontré como unico patdgeno y en 2 (20%) se detectd concomitantemente junto
a bacterias (Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa). En cinco de los 10
casos positivos, la neumonia constituyé el signo clinico predominante. Los AdV
aislados en estos pacientes pertenecieron a las especies B (28.5%), todos serotipo
AdV-3 (n=2) y C (71.4%) serotipos AdV-1(n=2) y AdV-2 (n=3), (Tabla 1V.9).
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Tabla IV.9 Numero de casos positivos y negativos a la infeccion por AdV en muestras
de LBA de pacientes cubanos infectados con el VIH

No. d Aislamientos Presentacion Estadio Resultados a otros patdgenos
Cgéose clinica clinico

Especie/tipo Neum OMR VIH SIDA OVR Bact. Hongos BAAR
AdV+ B/AdV3 5 5 2 8 0 2 0 0
(n=10) C/AdV-1y 2
AdV-
(n=11) 0 2 9 5 6 0 7 1 1
Total
(n=21) 7 7 14 7 14 0 9 1 1

Fuente: LNVR.

Abreviaturas: Neum: neumonia, OMR: Otras manifestaciones respiratorias, OVR:
Otros virus respiratorios (Influenza A, B y C y Virus sincitial respiratorio A y B), BAAR:
Bacilos acido-alcohol resistentes Bact: Bacterias.

La frecuencia de infeccion por AdV, encontrada en este estudio, resulté ser mas
elevada que la obtenida en otras investigaciones, que analizando el mismo tipo de
muestra y pacientes, describen valores de un 3-20% (Conolly et al., 1994; Rabella et
al., 1999). Consideramos que estas diferencias estan relacionadas en primer término
con las caracteristicas de la poblacién estudiada (pacientes hospitalizados,
principalmente en fase SIDA) y en segundo lugar, con el método de diagndstico
empleado, que en nuestro caso fue la RCP que supera en sensibilidad a los métodos
de cultivo utilizados en los estudios anteriores (Ison y Green, 2009). Fue
sorprendente el hallazgo de que en 5 de los 8 pacientes donde los AdV se hallaron
como unico patdgeno, las manifestaciones fueron mas severas (neumonia) que
donde se detectaron los AdV junto a otros patdgenos. Este hecho unido al
aislamiento en tres de estos cinco casos, nos sugiere que la presencia de AdV no fue
evento casual. De forma general, este grupo de 8 casos, podrian representar
pacientes donde los AdV sean la unica causa de todos los sintomas y que los cinco
pacientes con neumonia sean producto de la complicacién de la infeccion viral.
Tampoco es descartable que estos ocho casos sean representativos de pacientes en
los que otros patdégenos bacterianos fueran exitosamente tratados y que la presencia

del virus fueran solo los restos de una infeccion persistente. En ambos casos,
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nuestros hallazgos apoyan la contribucion de los AdV a la severidad de la
enfermedad respiratoria en el paciente inmunocomprometido, como es documentado
en la literatura (Leen y Rooney, 2005; Lynch et al., 2011).

En 7 de los 21 pacientes investigados, la neumonia fue el signo predominante y de
estos en 5 fueron identificados los AdV, lo que confirma que el adecuado
funcionamiento de ambas respuestas, humoral y celular es necesario para la
eliminacion viral, por ello que el hecho de que todos los pacientes fueran
inmunocomprometidos, muchos de ellos con bajos conteos de CD4, los convierte en
pacientes con mayor susceptibilidad a los virus respiratorios con una fuerte tendencia
a causar complicaciones en el tracto respiratorio inferior (Jambo et al., 2011).

Los AdV aislados pertenecieron a las especies B y C, que al igual que en otros
estudios son las que usualmente se detectan en el tracto respiratorio de pacientes
con inmunodeficiencias adquiridas como los trasplantados y pacientes VIH+ (Garbino
et al., 2004; Zheng et al., 2008). En el caso de la especie C, posiblemente la
infeccion sea producto de una reactivacion y en el caso de la B, producto de una
infeccion adquirida en la comunidad y que puede ser trasmitida a estos pacientes,
cuyo debilitamiento inmunitario hacen mas severas y prolongadas las
manifestaciones clinicas (Hoffman, 2009).

El desarrollo de metodologias que empleen ensayos cuantitativos y generen
patrones de carga viral serian mas informativos con respecto al papel patogénico de
los AdV, tales estrategias de RCP se han disefiado para la vigilancia, deteccién
temprana y respuesta a la terapia en pacientes de alto riesgo (Aoki' et al., 2011;
Heim, 2011; Metzgar et al., 2010).
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V. DISCUSION GENERAL

En este estudio se analizé el comportamiento de la infeccion por AdV dentro de las
IRA, en pacientes con manifestaciones clinicas que van de leves a fatales, basados
en la vigilancia epidemiologica, en una poblacion representativa de todas las
edades, durante un periodo de 9 afios, se analizaron un considerable numero de
muestras provenientes de todo el pais, o que nos permite tener una valoracién
integral de la contribucion actual de los AdV a las IRA en Cuba.

El andlisis de los resultados, mostr6 una prevalencia general de un 16% con
variaciones anuales (4-30%) que dependieron fundamentalmente de las condiciones
ambientales y del método de diagnostico empleado. La asociacion de la infeccion
por AdV con parametros meteorolégicos como la temperatura y las precipitaciones,
sobre todo en paises de clima tropical, se ha reflejado en investigaciones anteriores
(Shuman, 2010). En este estudio, las condiciones climaticas tuvieron una marcada
influencia en la ocurrencia de las infecciones por AdV, particularmente las
precipitaciones, que se incrementaron en este periodo, haciendo mas efectiva la
transmision en mas de la mitad de los afios.

Como se plantea en estudios anteriores, la prevalencia real de las infecciones
respiratorias es subestimada por muchas razones, entre ellas, el método empleado
para el diagnostico (Stroparo et al., 2010). Presumiblemente en este estudio, ocurrid
de forma similar, en algunos afios donde se emplearon la técnica de
inmunofluorescencia y el cultivo celular como métodos Unicos de diagndstico, la
prevalencia de la infeccion por AdV fue subestimada. Con la introduccién de los
métodos moleculares en el diagndstico de rutina, el nimero de pacientes positivos a
la infeccién detectados por los métodos moleculares fueron muy superiores al
compararse con los resultados obtenidos con las técnicas clasicas mencionadas

anteriormente.
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Al igual que en otros estudios realizados a nivel mundial, la poblacién pediatrica
menor de 5 afos resulté ser la mas afectada, generalmente con infecciones que
involucran al TRI (Louie et al, 2008; Siminovich, 2011; Goins, 2011). Entre estas
infecciones se encuentran la neumonia, la bronquiolitis y el crup como las de mayor
severidad con indices elevados de hospitalizacion. Dentro de estas la neumonia
alcanzo los porcentajes mas altos (34%), produciendo casos fatales en individuos
adultos inmunocompetentes, lo que confirma que la enfermedad producida por este
agente puede presentarse de forma y en ocasiones fatal (Rodriguez et al., 2007;
Gencay et al., 2010). Las neumonias por AdV, requieren de una atencién especial en
la infancia, se plantea que son una causa importante de enfermedades cronicas en el
nifio, dejando lesiones pulmonares permanentes hasta en un 50% de los casos
(Gupta et al., 2011). Estas lesiones condicionan un compromiso de la funcién
pulmonar, que algunos autores han denominado dafio pulmonar crénico. Su
importancia esta dada por ser una de las patologias respiratorias cronicas, complejas
y de dificil manejo, siendo la primera causa de bronquiectasias y uso prolongado de
oxigeno (Jennings et al., 2008; Ruuskanen et al., 2011).

La asociacion de los AdV con las infecciones respiratorias del TRI, la aparicién de
complicaciones que involucran al SNC y casos fatales observados en este estudio,
contribuira, sin duda, a la toma de conciencia acerca de la importancia de este
patdgeno. Este elemento que pudiera parecer subjetivo, es un factor que ha
incrementado la deteccidn de este virus en numerosos estudios, donde la sospecha
temprana y el diagnéstico oportuno han demostrado ser factores claves que definen
el curso clinico de la enfermedad.

La determinacion de las especies y serotipos que se muestran en este estudio, se
realizaron a partir de aislamientos en cultivo celular, es decir, que nos ajustamos al
criterio mas estrecho de infeccidon. Esta consideracién parte del conocimiento de que
los AdV pueden permanecer detectables en el tracto respiratorio y gastrointestinal
después de la infeccidon primaria y que su capacidad de ser un virus latente, le
permite ser detectado por métodos moleculares, aun con bajos o ningun nivel de
replicacion. (Larcher et al., 2006).

Los serotipos aislados correspondieron principalmente a la especie C (AdV-1, 2 y 5)

y a la especie B (AdV-3). La circulacién de la especie C mostré un marcado caracter
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endémico, presentandose fundamentalmente de forma esporadica, en
correspondencia con lo descrito en la literatura (Metzgar et al., 2005). Sin embargo,
la asociacion significativa de uno de estos serotipos (AdV-5) con infecciones del
tracto inferior constituy6 una observacion inesperada.

Result6é sorprendente la no circulacion del serotipo AdV-7, a pesar de ser un serotipo
de una amplia circulacion mundial (Lee et al., 2010; Mahadevan et al., 2010). Este
hallazgo, sustentado en otros estudios realizados en el laboratorio, alerta del peligro
gue puede constituir su introduccién en Cuba, donde aparentemente existen bajos
niveles de inmunidad en la poblacion. Numerosos ejemplos avalan la virulencia de
este serotipo asociado con la ocurrencia de enfermedades respiratorias severas y
casos fatales, tanto de forma esporadica como epidémica, que han tenido lugar en
paises donde este serotipo comienza a circular dentro de una poblacion susceptible,
como ocurrié en Taiwan y en el Cono Suramericano (Kajon et al., 1996; Lin et al.,
2004).

Aunque las IRA virales son generalmente no complicadas, el impacto acumulativo de
tales enfermedades es considerable. En Cuba, las IRA constituyen la primera causa
de consultas médicas y la neumonia se mantiene dentro de las cinco primeras
causas de muerte. El pais destina grandes esfuerzos y recursos econémicos a la
reduccién de la mortalidad y de las complicaciones de estas infecciones, conocer la
etiologia y los factores de riesgo que condicionan su severidad son tareas
primordiales del sistema nacional de salud. Es por ello que estudios que aporten
datos acerca de la morbilidad, facilitan la adopcion de estrategias médico sanitarias
gue permitan un mayor control y vigilancia de estas enfermedades.

A pesar, de que la participacion de los AdV como agentes etioldgicos en las
miocarditis virales es reconocida en muchas investigaciones (Andreoletti et al., 2009;
May et al., 2011), la ocurrencia de un brote de miocarditis por AdV es un evento
inusual, de hecho, identificado por primera vez en Cuba (Valdés et al.,, 2008). En
nuestra opinion, consideramos que la ocurrencia de este brote fue un ejemplo donde
convergieron todos los factores de riesgo que determinan la severidad de la infeccion
por AdV, la edad, que condiciona el estado inmunoldgico y la acumulacion de
portadores virales, la presencia de enfermedades que favorecen la vulnerabilidad del

hospedero, condicionando la expresion de los receptores celulares para el virus y
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por ultimo el serotipo infectante. Todo esto dentro de un contexto facilitado por una
elevada circulacion de AdV previo al brote debido al deterioro de las condiciones
sanitarias por causas ambientales.

En este estudio, se reporta por primera vez en Cuba, el papel etiolégico de los AdV
en la CHA y se demuestra su circulacion junto a los enterovirus dentro de una misma
epidemia. En opinién de esta autora, no consideramos que este haya sido un evento
nuevo, sino que por primera vez se investigod el papel de los AdV dentro de una
epidemia de CHA. Sea este un hecho Unico o no estudiado anteriormente, los
resultados mostrados, no dejan lugar a dudas acerca de la participacion directa de
estos virus en la enfermedad. Aunque la CHA no es una enfermedad que ofrezca
peligro para la vida, tiene un costo social y econdmico elevado. Debido a la
naturaleza altamente contagiosa de la enfermedad y el prolongado periodo de
recuperacion, la conjuntivitis conduce a una pérdida sustancial en la productividad
del trabajo (Ong et al., 2008). La intervencion temprana en la trasmision haciendo
énfasis en la vigilancia, la implementacion de medidas higiénicas y la deteccion
activa de los casos pueden ayudar a limitar la extension de los brotes.

El incremento en la susceptibilidad de las infecciones, es un rasgo que distingue a
los pacientes inmunocomprometidos (Ison y Green, 2009; Heim, 2011). En Cuba, no
existen estudios previos del impacto de la infeccion por AdV en individuos infectados
por el VIH. En este estudio, se pudo constatar como los AdV son importantes
contribuyentes a la ocurrencia de estas infecciones, siendo la neumonia y la diarrea,
dos de las enfermedades donde se demostrd su participacion. Como se refiere en
otros estudios, las infecciones por AdV, tienen el potencial de causar ED y se
consideran un problema serio en el cuidado del paciente inmunocomprometido
(Hoffman, 2009). El hallazgo de una gran cantidad de cepas de la especie D, a
diferencia del grupo control y la deteccion de cepas no tipificables, muestra como la
infeccién por AdV en estos pacientes, exhibe patrones diferentes al hospedero
inmunocompetente en términos de persistencia, severidad y espectro de serotipos
encontrados (Echavarria, 2008). El uso de la terapia antirretroviral, que ahora tiene
una amplia cobertura, podria restaurar parcialmente las deficiencias en la respuesta
inmune y conllevar al descenso de estas infecciones. Sin embargo, se plantea que

aun asi, los pacientes podrian permanecer con un riesgo incrementado a las
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infecciones respiratorias virales, especialmente si la capacidad para generar una
respuesta antigeno- especifico permanece dafiada (Kojaoghlanian et al., 2003). Esta
hipétesis, sin duda necesita de investigaciones futuras para ser demostrada.

Del andlisis de los resultados de este estudio se derivan algunas consideraciones
que debemos tomar en cuenta, primero, a pesar de las enormes ventajas del
diagndstico molecular, que permitieron aumentar los porcentajes de deteccion,
ganando en sensibilidad y rapidez, el empleo del aislamiento en cultivo, como el

“gold standard” no debe ser abandonado, siempre que sea posible. Si partimos del

hecho de que los AdV pueden ser detectados aln sin que sean la causa directa de la
enfermedad, cuando se emplean métodos muy sensibles como la RCP, entonces la
posibilidad de contar con el aislamiento seria una prueba mas a favor de la certeza
en la etiologia. Ademas, es la Unica forma de recuperar y preservar el virus para la
posterior identificacion de la cepa viral circulante y los estudios de epidemiologia
molecular.

Segundo, el hallazgo de los AdV en manifestaciones clinicas como la neumonia y la
bronquiolitis con elevados indices de hospitalizacion, ingreso en UCI con necesidad
de ventilacidbn mecanica, nos indican que aunque la prevalencia de ellos no es tan
elevada como la reportada histéricamente para los virus de la influenza y el VSR, el
diagnostico de tales enfermedades no debe ser limitado a estos virus. De manera
similar ocurre con la miocarditis, la conjuntivitis hemorragica y el sindrome
neuroldgico infeccioso, donde en ocasiones se ha subvalorado el papel y la
participacion de los AdV.

Tercero, el valor de la tipificacién a nivel de serotipo y genotipo. Dado que solo la
tercera parte de los serotipos de AdV, causan enfermedades al hombre, el
establecimiento de los serotipos reviste especial importancia para el estudio
epidemioldgico de la infeccion y su asociacién con las manifestaciones clinicas, 1o
cual es importante en el caso de los pacientes inmunocomprometidos, donde la
determinacion del serotipo podria tener un valor prondstico en el desarrollo de la ED.
El estudio de los genotipos, ha cobrado especial importancia en los ultimos 5 afios,
reflejado en el aumento de los informes acerca de la circulacion de nuevas variantes
antigénicas y genéticas, producto de la recombinacion, asociadas a una mayor

virulencia y con un gran potencial de diseminacién epidémico (Walsh et al., 2009;
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Esposito et al., 2010). Estas variantes, principalmente de los serotipos AdV-3y 7, se
han detectado con mayor frecuencia en las infecciones respiratorias y oculares
emergiendo en diferentes regiones causando casos severos Yy fatales (Jones et al.,
2007; Yang et al., 2009; Ishiko y Aoki, 2009; Robinson et al., 2009; Halstead et al.,
2011).

Cuarto, todas las muestras analizadas en este estudio, procedian de pacientes que
presentaban sintomas compatibles con la infeccion por AdV (excepto los controles en
el estudio del TGI en pacientes VIH+), es decir, que los porcentajes encontrados
pudieran reflejar la incidencia real de la infeccion. No obstante, si partimos del
conocimiento de que los AdV establecen infecciones persistentes en diversos tejidos
y parénquimas del hospedero, aun cuando no sean la causa directa de los sintomas,
nos indica la necesidad del establecimiento de los métodos de cuantificacion viral,
como la RCP-TR. La aplicacion de estos métodos serian de extrema utilidad para
establecer la dinamica de la infeccion, correlacionando la carga viral con las
manifestaciones clinicas y definiendo un valor umbral patolégico entre la infeccion
latente y la infeccidon activa. Este aspecto resulta significativo, en los pacientes
inmunocomprometidos donde el conocimiento del tipo de infeccion marca la
diferencia en cuanto al manejo clinico y la terapéutica electiva.

Ademas de lo presentado y discutido en este estudio que respalda a los AdV como
patdgenos de un impacto importante en la morbilidad de las infecciones respiratorias
y otras enfermedades que afectan a la poblacién cubana, adicionalmente, seria
bueno sefialar que en la actualidad los AdV se han asociado a un numero de
patologias agudas y cronicas. Dentro de estas podriamos sefialar la obstruccion
cronica de las vias respiratorias (Russkanen, 2011), la displasia pulmonar (Courocli,
2000), la miocardiopatia dilatada (Andreoletti et al., 2009), el sindrome
mononucledsico (Meldn et al., 2005), la leucemia linfoblastica aguda (Gustafsson et
al, 2007), la invaginacion intestinal (Okimoto et al., 2011), el sindrome de muerte
subita (Treacy et al.,, 2010) y quizds de forma mas enigmatica al desarrollo de la
obesidad (Atkinson, 2011).

El hecho de que los factores de riesgo que condicionan la enfermedad severa por los
AdV (edad, serotipo, enfermedades subyacentes) no son modificables; de que en los

ultimos afios, haya aumentado la poblacién inmunocomprometida producto del
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cancer, el nimero de pacientes trasplantados y la epidemia del SIDA; asi como la no
existencia de una vacuna ni de un tratamiento efectivo, hacen muy complejo el
escenario que debemos enfrentar en el futuro. Ante este panorama nada promisorio
debemos considerar que nuestra mejor y Unica opcidn continla siendo la vigilancia
epidemioldgica. Esta sera un medio para la identificacion del virus y la adopcién
rapida de medidas y estrategias de prevencion que eviten su diseminacion a nivel
comunitario y hospitalario. Adicionalmente, nos permitira identificar cambios en el
patrén de circulacion y la aparicion de nuevas variantes genéticas que pudieran ser

indicativos de una emergencia.
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VI. CONCLUSIONES

Los AdV son importantes contribuyentes a la etiologia de las IRA,
particularmente del tracto respiratorio inferior con elevados indices de
hospitalizacion y casos fatales dentro de la poblacién cubana.

La infeccidn por AdV se asocid significativamente a los nifios menores de
cinco afios y a parametros meteorolégicos como la temperatura y las
precipitaciones ocasionando infecciones esporadicas y epidémicas.

En Cuba los serotipos de la especie C presentaron un comportamiento
endémico caracteristico de su circulacion a nivel mundial y el serotipo 3 se
asocio a brotes epidémicos.

Se evidencia la importancia de incluir a los adenovirus en el diagndstico
etiolégico de la miocarditis viral y la conjuntivitis hemorragica aguda, al
identificarse por primera vez como agentes causales dentro de estos
sindromes.

Se constaté que la edad y las enfermedades de base constituyeron factores
de riesgo en la severidad de las infecciones por AdV.

Los AdV son agentes patdégenos a tomar en cuenta en la etiologia de las
infecciones respiratorias y gastrointestinales que afectan al paciente VIH
cubano.

Las infecciones por AdV en Cuba poseen relevancia clinica y epidemioldgica
indicando la necesidad de desarrollar una vigilancia integral sistematica.
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VIl. RECOMENDACIONES

Mantener una vigilancia sistematica sobre los patrones de circulacion de los
AdV, incluyendo el estudio de los genotipos, especialmente de la especie B
gue se asocia a una mayor severidad.

Implementar la cuantificacién viral en pacientes de riesgo con enfermedad
severa para diferenciar entre la infeccion latente y la activa, asi como
establecer la dinAmica de la infeccidn (carga viral vs sintomas).

Explorar el papel de los adenovirus en pacientes con otros tipos de
inmunodeficiencias adquiridas.

Incluir a los adenovirus en el diagnéstico diferencial de pacientes de riesgo
con sospecha de infeccion viral, relacionadas a patologias producidas por
estos virus.
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Anexol.

1.1 Novedad cientifica y valor practico de los resultados

Primer estudio donde de manera integral es analizado el comportamiento
de la infeccion por AdV sobre la base del patron de circulacion, la
poblacion méas susceptible, las condiciones que favorecen la trasmision y
los serotipos circulantes dentro y fuera del ambito respiratorio.

Se demuestra por primera vez la asociacion de la infeccion por AdV con los
cuadros severos, las complicaciones y casos fatales en un periodo extenso
y con un gran numero de muestras, reflejando el impacto actual de la
infeccion por adenovirus en la morbilidad.

Se demuestra la participacion de los AdV en sindromes de etiologia viral
aguda como la miocarditis viral y la conjuntivitis hemorragica por primera
vez en la poblacion cubana.

Primer estudio donde se evidencia la significacion patogénica de los AdV
en los cuadros diarreicos y las manifestaciones respiratorias de larga
evolucién en pacientes cubanos infectados con el VIH y por tanto, la
necesidad de tenerlos en cuenta dentro del diagnostico para un mejor
manejo y tratamiento de la infeccion.

Se muestra el caracter endémico de los serotipos de las especies C y se
alerta del peligro de la introduccion del serotipo 7 dentro de la poblacion
cubana.

Nuestro laboratorio, cuenta actualmente con métodos moleculares,
aplicables a diferentes tipos de muestras que posibilitan el diagnostico y
caracterizacion de las especies y serotipos mas importantes que nos
afectan, contando con una bateria de pruebas rapidas y de alta sensibilidad
capaces de detectar cualquier cambio en el patron de circulacion que pueda
representar una emergencia sanitaria.
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Anexo 2 Metodologia de las RCP
Metodologia de la RCP utilizada para el diagnéstico de las IRA por Adenovirus.

Tabla 1. Oligonucleotidos utilizados para el diagnéstico de AdV en muestras clinicas (RCP-
M1).

Reacciones Cebadores Secuencia(5’- 3") Gen

RT-RCP ADV 1F (+) CAACACCTAYGASTACATGAA Hexon
ADV 1R () KATGGGGTARAGCATGTT Hexon

RCP ADV 2F (+) CCCITTYAACCACCACCG Hexon

Anidada ADV 2R (-) ACATCCTTBCKGAAGTTCCA Hexon
Fuente: Avellén et al., 2001.

Tabla 2. Condiciones establecidas para la RCP-Multiple 1.

RCP (etapas) RCP* No. deciclos  RCP anidada* No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 5:00 (95) 1 4:00 (94) 1
Desnaturalizacion 0:30 (94) 45 0:30 (94) 35
Hibridacion 2:00 (50) 45 1:00 (55) 35
Elongacion 1:00 (72) 45 0:30 (72) 35
Extension Final 5:00 (72) 1 5:00 (72) 1

Fuente: Coiras et al., 2003 *Tiempo (min.) Temperatura ("C).

Metodologia de RCP para la identificacion de AdV a partir de aislamientos

Tabla 3. Oligonucledtidos empleados en la RCP genérica para la identificacion de AdV

Especies Cebadores Secuencia (5™- 3') Gen Referencia
Ad 1+  TTCCCCATGGCIAYAACAC Xuetal.,
A-F Hexén 2000

Ad 2- CCCTGGTAKCCRATRTTGTA

Tabla 4. Condiciones de la RCP genérica

RCP (etapas) RCP* No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 5:00 (94) 1
Desnaturalizacién 1:00 (94) 30
Hibridacion 0:45 (54) 30
Elongacion 2:00 (72) 30
Extension Final 5:00 (72) 1

Fuente: Xu et al., 2000. *Tiempo (min.) Temperatura (°C)



Metodologia empleada para la caracterizacion en especies y serotipos de AdV.

Tabla 5 Oligonucleodtidos empleados para la amplificacion por RCP multiple de las especies de
AdV

Especie Cebadores Gen Secuencia (5'—3") Talla (pb)

S
AdA 1 . GCTGAAGAAMCWGAAGAAAATGA

A AdA 2 Fibra o TTGGTCTAGGGTAAGCAC 1444-1537
AdB 1 . TSTACCCYTATGAAGATGAAAGC

B AdB 2 Fibra o A TAAGCTGTAGTRCTKGGCAT 670-772
AdC 1 . TATTCAGCATCACCTCCTTTCC

c AdC 2 Fibra A GCTATGTGGTGGTGGGGC 1988-2000
AdD 1 . GATGTCAAATTCCTGGTCCAC

D AdD 2 Fibra 1 CCCGTGCTGGTGTAAAAATC 1205-1221

c AdE 1 cibra  TCCCTACGATGCAGACAACG 067
AdE 2 AGTGCCATCTATGCTATCTCC
AdF 1 . ACTTAATGCTGACACGGGCAC

F AdF 2 Fibra 4 ATGTTTGTGTTACTCCGCTC 541-586

Fuente: Xu et al., 2000



Tabla 6. Oligonuclettidos empleados en la RCP multiple para la identificacion de serotipos de la especie B (AdV-3, 7y 21)

Serotipos  Cebadores  Gen Posicion Secuencia (5'—3') Talla(pb)  Referencia
AdV3 F+ Hexon 796-816 GGTAGAGATGCTGTTGCAGGA
3 (Iazol) 502
AdV3 R- Hexon 1297-1276 CCCATCCATTAGTGTCATCGGT
(lazo2)
AdV7 F+ . 509-529 GGAAAGACATTACTGCAGACA Xuy Erdman,
7 Hexdn 311 2001
AdV7 R- (lazol) 819-798 AATTTCAGGCGAAAAAGCGTCA
AdV21 F+ 3 547-567 GAAATTACAGACGGCGAAGCC
21 Hexon 237
AdV21 R- (lazol) 783-763 AACCTGCTGGTTTTGCGGTTG

Tabla 7. Oligonucle6tidos empleados en la RCP para identificar el serotipo AdV-14.

Serotipos Cebadores Gen Secuencia (5'—>3") Talla(pb) Referencia
., AdlaF+  AAATGCTAATCTTGGACAGCAGTC s Metzgar et al.
Ad14R- AGCCGTCCAGTGGAAAACAGTAGT 2007




Tabla 8. Oligonucleotidos empleados en la RCP multiple para identificar serotipos de la especie C.

Serotipos ~ Cebadores Gen Posicion Secuencia (5-3") Talla (pb)  Referencia
1,2,5y6 AdvCF+ 657-677 TGC TTG CGC THA AAA TGG GCA

1 AdvC1R- 895-873 CGAGTATAAGACGCCTATTTACA 630

2 AdvC2R- . 838-857 CGC TAAGAG CGC CGC TAG TA 204 Adhikary et al., 2005
5 AdvC5R- 1093-1111 ATG CAA AGG AGCCCCGTAC 455

6 AdvC6R- 1209-1188 CTTGCAGTCTTT ATC TGA AGC A 929

Tabla 9. Condiciones de los diferentes ciclos de las 3 RCP empleadas para determinar los serotipos de AdV de las especies By C.

RCP(etapas) AdV3/7/21° No. ciclos AdV14* No. ciclos AdV1/2/5/6* No. Ciclos
Desnaturalizacion (1ra.) 5:00 (94) 1 5:00 (95) 1 3:00 (94) 1
Desnaturalizacion 1:00 (94) 30 1:00 (94) 35 1:00 (94) 35
Hibridacion 1:00 (56) 30 1:00(63) 35 1:00 (47) 35
Elongacion 2:00 (72) 30 1:30 (72) 35 2:00 (72) 35
Extension Final 7:00 (72) 1 7:00 (72) 1 7:00 (72) 1

Fuente: Xu and Erdman, 2001; Metzgar et al., 2007; Adhikary et al., 2005 *Tiempo (min.) Temperatura (°C)



Tabla 10. Secuencia de los cebadores y sondas marcadas (‘'probes’) para la deteccion de
serotipos de AdV de las especies C por RCP-TR.

Cebadores  Secuencia (5-3") Nucledtidos  Conc.
(LUM)
AdV1F+ ATACCCAAACTGAAGGCAATCC 592-614 0,4
AdV1probe ACTGAGATTCTCCAACCTGAGGTT 620-643 0,2
AdV1R- ACTGAGATTCTCCAACCTGAGGTT 645-648 0,4
AdV2F+ AACCTGTATACGCAGATCCTTCCTA 607-632 0,4
AdV2probe AGAACCTCAAATTGGCGAATCTCAGTGGA 638-667 0,2
AdV2R- CCTGCCGCATTAGCATCAG 675-694 0,4
AdV5F+ CACTCATATTTCTTACATGCCCACTATT 890-918 0,4
AdV5probe  AGGAAGGTAACTCACGAGAACTAATGGGCCA  920-950 0,2
AdV5R- GGCCTGTTGGCATAGATTG 953- 973 0,4
AdV6F+ AAACCCTGCTATGGCTCATACG 717- 739 0,4
AdV6probe CCACCAATTCCAACGGCGGACA 747-769 0,2
AdV6R- TTTTACCATTTTGTTCAACCATAACG 772-797 0,4

Fuente: Ebner et al., 2005

Tabla 11. Condiciones de amplificacion de la RCP-TR para la determinacion de los
serotipos de la especie C

RCP(etapas) RCP’ No. ciclos
Desnaturalizacién (1ra.) 10:00 (95) 1
Desnaturalizacion 00:15 (95) 50
Hibridacion 1:00 (60) 50
Elongacion 1:00 (60) 50

Fuente: Ebner et al., 2005 *Tiempo (min.) Temperatura (°C)



Tabla 12. Cebadores utilizados para la serotipificacidn de los AdV en la RCP previa a la electroforesis capilar

Cebadores(marcaje) Secuencia (5°-3") Concentracion. (UM)
AdV BF 1- (F)? GCCCCAGCTTCAAACCCTAC 0,2
AdV BF 2- (F)? GTCCTAGCTTCAAGCCATAT 0,2
AdV B F 3- (F)? GTCCCAGTTTCAAACCCTAT 0,2
AdV B F 4- (F)? GCCCTAGCTTCAAGCCATAC 0,2
AdVB R1 GTCTGGCAAATGAACCATAGC 0,2
AdVB R 2 GTTTAGCAAAAGACCCATAGC 0,2
AdVB R 3 GCTTGGCGAAAGAACCATAGC 0,2
AdVB R4 GTTTGGCAAAGGACCCGTAGC 0,2
AdVB R5 GTCTCGCAAAAGACCCGTAGC 0,2
AdVC F-(J)ID ACTGCCTACAACGCTCTRGC 0,4
AdVCR CCRTAGCATGGTTTCATGGG 0,4
AdV E F-(J)° CTGGCTCCCAAGGGAGCGCC 0,4
AdVER AGTGTCCTTTAGAGCTCTGC 0,4

Fuente: Ebner et al., 2006 a -Fluoresceina (F); b -JOE (J)



Tabla 13. Condiciones de amplificacion para la RCP previa a la electroforesis capilar

RCP (etapas) RCP No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 10:00 (96) 1
Desnaturalizacion 00:30 (95) 30
Hibridacion 00:30 (50) 30
Elongacion 00:30 (72) 30
Extension Final 03:00 (60) 1

Fuente: Ebner et al, 2006 *Tiempo (min.) Temperatura (°C)

Tabla 14. Talla de los fragmentos de los productos de RCP de las cepas patrones utilizadas en
la electroforesis capilar.

Serotipos Talla del fragmento (pb)
AdV B
AdV 3 355
AdV 7 346
AdV 11 378
AdV 14 382
AdV 16 337
AdV 21 379
AdV 34 388
AdV 35 389
AdV 50 340
AdVv C
AdV 1 377
AdV 2 375
AdV 5 342
AdV 6 368
AdV E
AdV4 259

Fuente: Ebner et al, 2006

Tabla 15. Cebadores utilizados para la amplificacion de los serotipos de AdV causantes de
infecciones oculares

Serotipos  Cebadores Gen Nuclet6tidos  Secuencia (5°-3") Talla
(pb)
AdV-3 AdnB1 + Fibra 292-312 TAC CCY TAT GAA GAT GAA AGC 517
Adn3t - Fibra 808-786 TGTTTT TAAATAAGG TGT TAA CG
AdV-7 Adn7t - Fibra 2623-2601 GCC ATTATT TGACAGTTG GCT GT 404
AdV-4 Adn4f + Fibra 695-716 ACC AGT AGT ACA GAA ACAGGAG )
Adnét - Fibra  989-968 CTT GAG CAC TGC TTA CTG TGC C 95
AdV- 8 AdnD1+ Fibra 1-22 AAG GGATGT CAAATTCCTGGTC
Adnt - Fibra  243-225 CCT TGA GTG ATA CAT TTT G 243
AdV-19  Adnl19/37t - Fibra 333-309 GCAAGC TCAAGTTTTTTATCAGTAT 333
AdV-37  AdHxD + Hexon 34-51 AGC TTC AAACCC TAC TCG
AdHx37t Hexon 968-946 ACT CCG CCT CCTGTT TGT ACA GG 935

Fuente: Banik et al, 2005
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Figura 1. llustracion esquematica de la referencia externa de los serotipos de las especies
A, B, C Ey F utilizados en la electroforesis capilar.

Tabla 16. Condiciones de amplificacion para la RCP multiple de los serotipos de AdV causantes de
infecciones oculares.

RCP(etapas) AdV-3,4,7,8, No. ciclos
19y 37*

Desnaturalizacién (1ra.) 3:00 (94) 1

Desnaturalizacién 1:00 (94) 35

Hibridacion 1:00 (50) 35

Elongacion 2:00 (72) 35

Extension Final 7:00 (72) 1

Fuente: Banik et al, 2005 *Tiempo (min.) Temperatura ( °C)



Tabla 17. Cebadores y sondas para la deteccion de las especies de AdV por RCP-TR

Especies Genes Cebadores Secuencia (5°-3") Conc. (nM)  Nucleotidos
AdV A Hexon AdV1F+ GGK CTG GTG CAATTC GCC 300 17818-17835
AdV1probe CCA CGG ACA CCT ACT TCA CCC TGG G 200 17840-17864
AdV1R- CAC GGG CAC AAA ACG CA 300 17936-17952
AdV B Hexon AdV2F+ CGC CGG ACAGGATGCTT 900 45-61
AdV2probe AGT CCG GGT CTG GTG CAG TTC GCC 200 73-96
AdV2R- CTA CGG TCG GTG GTC AC 900 166-182
AdVC Hexon AdV3F+ ACC TGG GCC AAAACCTTCTC 300 2884-2903
AdV3probe AAC TCC GCC CAC GCG CTAGA 200 2910-2929
AdV3R- CGT CCA TGG GATCCACCTC 900 2040-2958
AdV D VA-RNA AdVAF+ AAA AAC GAA AGC GGT TGA GC 300 201
AdV4probe CCA ATA CCACGTTAG TCG CGG CT 200 104-126
AdV4R- CGG GTC GAG ACG GGAGT 50 128-144
AdV E Hexon AdV5F+ CAA CAC CTA CTC GTA CAA AGT GCG 900 205-248
AdV5probe CGC CCA CGG CCA GCG TGT 200 251-268
AdV5R- TAG GTG CTG GCC ATG TCC A 300 281-299
AdV F Hexon AdV6F+ GCA GGA CGC CTC GGA GTA 300 268-285
AdV6probe TAC TTC AGC CTG GGG AAC AAG TTC AGA AA 200 329-357
AdV6R- TGT CTG TGG TTACAT CGT GGG T 900 374-395

Fuente : Lion et al, 2003



Tabla 18 Condiciones de amplificacion para la RCP-TR para la determinacion de las especies
de AdV

RCP(etapas) RCP’ No. ciclos
Desnaturalizacién (1ra.) 10:00 (95) 1
Desnaturalizacién 00:15 (95) 50
Hibridacion 1:00 (60) 50
Elongacion 1:00 (60) 50

Fuente: Lion et al, 2003 *Tiempo (min.) Temperatura (°C)

Tabla 19 Cebadores utilizados en la RCP para la determinacién de la especie D por secuenciacion

Cebadores Gen Secuencia (5'—3') Talla(pb)
AdDF+ GCGGTGGACAGCTATGATCC
AdDR- Hexon CAGGCCAACCTGTGGAAGA 250
GTT

Fuente: Ebner et al., 2005

Tabla 20 Condiciones de amplificacion para la RCP que detecta la especie D de AdV

RCP(etapas) RCP No. ciclos
Desnaturalizacion (1ra.) 10:00 (96) 1
Desnaturalizacién 00:30 (95) 35
Hibridacion 00:30 (45) 35
Elongacion 00:30 (72) 35
Extension 07:00 (72) 1

Fuente: Ebner et al, 2005 *Tiempo (min.) Temperatura (°C)



Anexo 3. Planilla de Consentimiento informado.
El Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) desean realizar el siguiente
Proyecto de Investigacion: Estudio de la Prevalencia de la Infeccion por Adenovirus del
Subgrupo D y su posible significacion Patogenica en el tracto Gastrointestinal de
Pacientes Cubanos infectados por el VIH. con el fin de contribuir al mejor diagnostico y
tratamiento de la etiologia de la diarrea en este grupo de pacientes. Esta investigacion no
conlleva riesgos ni dafios para el voluntario. Los resultados de dicho estudio seran
utilizados y publicados de forma anonima. Por lo antes expuesto solicitamos su
colaboracion, absolutamente voluntaria para ser incluido en esta investigacion. Si accede
se le tomard una Unica muestra de heces fecales para obtener aislamiento y tendré

derecho a conocer los resultados.

Certifico por la presente que autorizo a las entidades sanitarias nacionales y/0
extranjeras, al comité ético a que consulten los informes hospitalarios que posean mi

nombre, sin que por ello pierdan su caracter confidencial.

Nombre y Apellidos del paciente:

Firma del paciente:

Fecha:

Yo: Grehete Gonzalez Mufioz responsable del Protocolo de Investigacién certifico por
medio de la presente haberle explicado al paciente todo lo relacionado con este estudio e
igualmente certifico que el mismo ha participado de forma absolutamente voluntaria en el
ensayo.

Fecha: Firma:




