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RESUMEN

Introduccion: Los adenovirus integran una amplia
familia de virus, varios de ellos pueden causar di-
versos sindromes respiratorios con severidad varia-
ble, tanto en nifos como en adultos.

Objetivo: En este trabajo se determiné la presen-
cia de adenovirus en pacientes con diferentes en-
fermedades respiratorias agudas, cuya caracteris-
tica principal es la inflamacién.

Material y métodos: Se estudiaron 145 pacientes
en tres grupos: 1) de 0 a 18 aios, 2) de 19 a 50
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anos y 3) mayores de 50 afnos. Se tomo registro de
los pacientes, si tenian o no antecedentes de enfer-
medad respiratoria crénica y los resultados fueron:
crisis de asma 53, bronquitis créonica agudizada
54, sin antecedentes previos, pero con inflamacién
de vias aéreas superiores sugerentes de IRA 38. La
presencia viral se detecté por aislamiento en cul-
tivo celular y la identidad del antigeno viral se con-
firmé por inmunofluorescencia indirecta, se valo-
16 la presencia de anticuerpos séricos por la prue-
ba de fijacion de complemento.

Resultados: En el primer grupo (n=22) se aislé e
identificé adenovirus en el 13.63%; en el segundo
grupo (n=52) el 13.46% v en el tercer grupo (n=71)
el 9.4%. Respecto a los anticuerpos, en el 47.6%
de los sueros se encontraron titulos de anticuerpos
especificos.

Conclusiones: Los resultados del presente estudio su-
gieren que los adenovirus participan en diversos cua-
dros respiratorios y que pueden tener un papel impor-
tante en la inflamacion del aparato respiratorio.

ABSTRACT

Introduction: Adenoviruses comprise a large family
of viruses and some can cause different respiratory
diseases of variable severity in children and adults.
Objectives: To determine the presence of adeno-
viruses in patients with acute respiratory diseases.
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Methods: 145 patients were divided in three groups:
1) from 0 to 18 years (n=22); 2) from 19 to 50 years
(n=52); and 3) over 50 years (n=71). Some patients
presented at registration clinical histories of respi-
ratory diseases including asthma crisis (n=53) and
exacerbation of chronic bronchitis (n=54); and
some with no previous history presented inflamma-
tion of upper airways (n=38). The presence of vi-
ruses was detected by isolation in cell cultures, vi-
ral antigen identity was confirmed by indirect immu-
nofluorescence and antibodies were evaluated by
complement fixation assay.

Results: In the first group (n=22), adenoviruses
were isolated and identified in 13.63%; 13.46% in
the second group (n=52); and 9.4% in the third
group (n=71). In the case of antibodies, 47.6% of
the serum samples presented specific antibodies.

Conclusions: This study suggests that adenoviruses
are present in various respiratory diseases, and that
they can play an important role in respiratory
inflammatory diseases.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA), representan uno
de los grupos de enfermedades de mayor frecuencia, con
altos indices de morbimortalidad. La inflamacién de las re-
giones infectadas es una caracteristica de las IRA al igual
que de otras enfermedades de las vias respiratorias. Los
agentes etioldgicos principales son los virus y entre ellos se
encuentran los adenovirus, quienes integran una amplia
familia de virus en la que se incluyen dos géneros: los avia-
denovirus que infectan aves y, los mastadenovirus virus que
infectan mamiferos. Todos los adenovirus de mamiferos
comparten un antigeno comin que es detectado por dife-
rentes técnicas como la fijacién de complemento, inhibicién
de la hemaglutinacién e inmunofluorescencia. De los ade-
novirus que infectan al hombre se han identificado mas de
40 tipos antigénicamente distintos, y con base en sus pro-
piedades fisicas, bioldgicas y quimicas se han clasificado en
seis grupos (A-F). A algunos de ellos se les ha reconocido
una importante relacién con IRA como los tipos 1, 2, 3, 5,
6,7,11,14, 21, 34, 35, Estos virus causan una gran va-
riedad de padecimientos como bronquitis y bronquiolitis?>,
neumonias 18, faringitis®, otitis media”°, entre otros y pue-
den infectar tanto a ninos como adultos®>14,

Otros adenovirus son agentes causales importantes de
enfermedades gastrointestinales como los tipos 40 y 41. Es
posible que un solo serotipo de adenovirus ocasione dife-
rentes sindromes clinicos. De igual manera, un solo sindro-
me puede ser causado por diferentes serotipos de
adenovirus, en ambos casos la severidad de la enfermedad
puede variar de leve a grave. En algunas ocasiones una
infeccién se limita a las partes altas, mientras que en otras
se extiende a regiones inferiores del tracto respiratorio, lo
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que puede hacer necesaria la hospitalizacién del paciente.
Asi también, se sabe que estos virus tienden a establecer
infecciones latentes!>1¢ y se ha documentado su participa-
cién en cuadros respiratorios agudos en pacientes con en-
fermedad respiratoria crénica'?!7; sin embargo, no es facil
saber su frecuencia ya que no siempre se sospecha de ellos,
muchas veces no se realizan las pruebas de laboratorio para
detectar su presencia y, es comun que el médico sospeche
de otros agentes como bacterias u otras causas. A pesar de
la importancia de las IRA, en nuestro pais , se tienen pocos
estudios acerca de estos agentes!8.

Objetivo

Determinar la presencia de adenovirus en pacientes que
ingresan al Instituto Nacional de Enfermedades Respira-
torias (INER) con inflamacién de vias respiratorias aguda
por IRA vy, evaluar los titulos de anticuerpos contra
adenovirus en los mismos pacientes.

MATERIAL Y METODOS

Seleccién de pacientes

Fueron incluidos 145 pacientes con inflamacién de vias res-
piratorias por probable IRA que ingresan en forma secuencial
al INER. Se formaron tres grupos de acuerdo con la edad:
1) 0 a 18 anos, 2) 19 a 50 anos, y 3) mayores de 50 anos.
Los antecedentes de los pacientes fueron los siguientes: bron-
quitis (n=>54), crisis de asma (n=53) y, sin enfermedad pre-
via pero que también presentaban inflamacién de vias res-
piratorias (n=38). Como control negativo se incluyeron 200
muestras de individuos sanos, a quienes se les invit6 a parti-
cipar, se les realiz6 una revisién clinica y se les aplicé un cues-
tionario. Algunas muestras de suero del grupo control se
obtuvo de personas que asistieron al banco de sangre del
INER, a las cuales también se les invit6 a participar y se les
aplicé el cuestionario. La muestra se obtuvo de la sangre que
se utiliza para comprobar que no tengan hepatitis y VIH .

Toma de muestra

Para el aislamiento viral a todos los pacientes se les tomé
exudado faringeo o lavado nasofaringeo. Inmediatamente las
muestras se depositaron en 3mL de medio L-15 Leibovitz (in
vitro) con 0.5% de albimina sérica bovina (sigma) o suero
fetal de ternera (sigma) y 1% antibiético-antimicético (peni-
cilina, estreptomicina y anfotericina B) (sigma) para transpor-
tarlas al laboratorio, donde inmediatamente se trabajaron o
se almacenaron a 4°C para trabajarlos al dia siguiente. A los
pacientes también se les tomé de 3 a 5mL de sangre venosa
para la determinacién de anticuerpos séricos. El suero obte-
nido se almacené a 4°C hasta su procesamiento.

Aislamiento viral

Se cultivaron células Vero y HEp-2 en camaras de 8 pozos
(Nunc) con medio esencial minimo (MEM) (sigma) con 10%
de suero fetal de bovino y 1% de antibidticos. Las células
se incubaron hasta que alcanzaron confluencia y, antes de
utilizarlas se lavaron con buffer de fosfatos salinos (PBS).
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Las muestras de exudado y lavado nasofaringeo se centri-
fugaron a 800rpm°® durante 10min y el sobrenadante se
utilizé para inocular a las células. Cada muestra se inoculé
por triplicado en cada linea celular. El inéculo se incubé a
37°C con 5% de CO,, durante 30min, después se retiré, se
lavaron las células con PBS y se adicioné MEM con anti-
bidticos. Los cultivos se revisaron diariamente durante ocho
dias para buscar microscépicamente efecto citopéatico
(ECP). En caso de no observar dicho efecto, durante ese
tiempo, se dieron dos pases maés en células nuevas (de cua-
tro dias cada uno), después de los cuales si no se observé
el ECP, se dio por negativo. Las células se lavaron v fija-
ron con una mezcla 1:20v/v de éter-metanol o formol al 4%,
y se realizé la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI).

IFI

Para comprobar que se trataba de una infeccién por
adenovirus, se corrié la prueba de IFI sobre las células in-
fectadas v fijadas, tanto con ECP como sin él. La prueba
de realizd de acuerdo con las especificaciones de la casa
comercial (Diagnostics, Pasteur), utilizando anticuerpos
monoclonales que reconocen al antigeno comin en los
mastadenovirus (serotipos 1-47). Las preparaciones se cu-
brieron con liquido de montaje y se observaron al micros-
copio de epifluorescencia.

Pruebas de serologia

Las pruebas de serologia se realizaron con el tnico fin de
observar la presencia de anticuerpos y no para determi-
nar su incremento. Los anticuerpos se determinaron por
la microtécnica de fijacién de complemento (FC)* con
pequenas modificaciones, para lo cual se utiliz6 el
antigeno soluble de adenovirus (Whittaker), del tipo 6.

RESULTADOS

Del total de muestras tomadas por probable IRA, en todas
ellas se confirmé la infeccién. De acuerdo a la edad se for-
maron tres grupos (Tabla la y Ib). De un total de 145 pacien-
tes que participaron en el estudio, en 17 muestras se identi-
ficé al antigeno viral por IFI, y s6lo en 16 se pudo observar
claramente el ECP; en la Tabla Il se muestran los casos po-
sitivos de acuerdo con el grupo de edad, antecedentes y por-
centaje de positivos en cada grupo. En el grupo 1 se encon-
traron tres casos positivos, dos de los cuales tenian antece-
dentes de bronquitis, el tercero a pesar de no tener antece-
dentes se le diagnostic6 neumonia, quien ademas de
adenovirus también tuvo una coinfeccién con el virus sincitial
respiratorio (VSR). A otro paciente de este grupo se le diag-
nosticé neumontia, pero se identificé al VSR (Tabla III).

En el grupo 2, se presentaron 7 casos positivos, 2 de ellos
con exacerbacién de bronquitis crénica, 2 con asma y 3 sin
antecedentes. De estos tltimos, 2 desarrollaron neumonia y
1 bronquitis aguda. Uno de los pacientes con neumonia,
ademas de adenovirus presenté una coinfeccién tanto con
bacterias como con el virus de influenza B (Tabla III).

En el grupo 3, también se aisl6 adenovirus en 7 casos:
tres pacientes con antecedentes de bronquitis crénica, 3
con asmay 1 con bronquitis aguda y severa, pero no neu-
monia. También se presenté un paciente con diagnéstico
de neumonia pero sin infeccién por adenovirus, sino por
influenza A (Tabla III).

De los 145 sueros que se probaron para la busqueda de
anticuerpos antiadenovirus, en 69 se detecté su presencia,
generalmente todos los titulos fueron bajos, menores de 32.
De los pacientes a los que se les aislé virus, ninguno tuvo
un titulo de anticuerpos mayor a 16, mientras que en ninos
(del grupo 1) en los que no se aislaron adenovirus, en cin-
o se encontraron anticuerpos con titulos mayores a 32.

Tabla Ia. Caracteristicas de pacientes con infeccion respiratoria aguda, edad media en anos.

Grupo No. Edad Promedio Sexo Antecedentes
Pacientes (anos) F M A BC SA
1 22 0-18 6.79 = 5.52 10 12 3 8 11
2 52 19-50 36.48 + 8.98 38 14 28 12 12
3 71 >50 64.98 +9.78 50 21 22 34 15
F= Femenino BC= Bronquitis crénica M= Masculino = SA= Sin antecedentes A= Asma
Tabla Ib. Caracteristicas del grupo control.
Grupo No. Edad Edad Sexo
pacientes (afios) promedio F M
1 50 0-18 7+5 15 35
2 110 19-50 38 £ 9.2 58 52
3 40 >50 60 = 9.5 20 20
66 Rev Inst Nal Enf Resp Mex
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Tabla II. Aislamiento de adenovirus. Relacién
entre edad de los pacientes y la enfermedad.

Enfermedad Adenovirus encontrados por
grupo de edad (afios)

Grupo1l  Grupo 2 Grupo3 Total
n=22 n=>52 n=71
BC 2 2 3 7
Asma 0 2 3 5
SA 1* 3(*2) 1 5
Total 3 7 7 17
% 13.63 13.46 9.85 11.72

BC= Bronquitis crénica
SA= Sin antecedentes
* Pacientes con neumonia

Tabla III. Casos de neumonia.

Grupo Nimero Agente viral Coinfecciéon
de edad de casos
1 1 Adenovirus VSR
1 VSR
2 1 Adenovirus IB
1 Adenovirus
3 1 IA
Total 5

VSR: Virus sincicial respiratorio
IA: Influenza A
IB: Influenza B

En el grupo control, en tres de las muestras del grupo
2 se identificaron antigenos virales.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

De las muestras de 145 pacientes incluidos en el estudio
se aisl6 e identificd adenovirus en 17 (11.7%) v 1.5% del
grupo control.

En el grupo 1 a pesar de que el nimero de integrantes
fue pequeno (n=22), la infeccién por adenovirus se en-
contré en el 13.63%, este porcentaje es mayor al encon-
trado por otros autores como Blanding!%?%?2, quien trabajé
con nifios para probar una técnica y encontré que el 2.9%
de los ninos tenian una infeccién por adenovirus, mien-
tras que Parrott®, hallé que sélo el 7% de los nifios que
requerian hospitalizacién tenian una infeccién por
adenovirus y los casos positivos en este grupo correspon-
dieron a neumonias y bronquitis. En nuestro trabajo el
porcentaje fue cercano al reportado por Nohynek®y a lo
encontrado por Videla!’? quien encuentra que el 14.3%
de nifios argentinos con IRA estuvieron infectados por
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adenovirus y fue menor a lo reportado por Nelson? y a
Huang®, que reportan 22.6 y 60% respectivamente.

En el caso de los pacientes de este grupo que desarro-
llaron neumonia y se aislé adenovirus, en el nifio de 1 afio
sin antecedentes de infeccién previa, pudo tratarse de una
infeccién por adenovirus de vias respiratorias altas que,
avanz6 a vias inferiores, porque otros factores pudieron
contribuir como la edad del paciente, la falta de anticuerpos
que limitaran o redujeran la virulencia y la capacidad de los
virus para alcanzar la regién inferior del tracto respiratorio.
Mientras que los otros dos casos (bronquitis) corresponden
a nifios de 3 y 12 anos con antecedentes de enfermedad
respiratoria previa, por lo que pudo tratarse de una
reactivaciéon de infeccién latente, o una reinfeccién, ya que
ambos presentaron titulos de anticuerpos.

En cuanto a los grupos 2 y 3 que corresponden a pacien-
tes adultos, se aislé e identificé adenovirus en el 13.46 y
9.85% respectivamente. En relacién con los antecedentes, la
bronquitis crénica v el asma fueron frecuentes en los dos gru-
pos, sin embargo en el grupo 2, se presentaron dos casos de
neumonia y en ambos casos se aislé adenovirus, lo cual se
hubiera esperado en el grupo 3 y no en el 2, ya que los pa-
cientes del grupo 3 son personas de mayor edad y son més
susceptibles a las complicaciones graves.

No obstante, en estos dos grupos de adultos, en los que
la mayoria de los pacientes ya tienen antecedentes de en-
fermedad respiratoria crénica, es dificil interpretar si se tra-
ta sélo de una IRA, o de una IRA que precipita una exacer-
bacién de enfermedad previa, o bien, si la exacerbacién
pudo activar una infeccién latente de adenovirus, lo cual no
ha sido reportado.

En los pacientes de los tres grupos que, desarrollaron neu-
monia (n=>5), el porcentaje de aislamiento de adenovirus fue
del 60%. Ademas, encontramos otros virus en coinfeccién,
influenza B, en un paciente del grupo 2 y en el grupo 1 se
identificé al VSR. La coinfeccién entre virus sugiere que la
asociacién, pudo operar como factor de riesgo para incre-
mentar la posibilidad de cuadros graves y severos. De esta
manera, los virus tienen el potencial para dirigir y contribuir
con otros agentes como bacterias u otros virus para el desa-
rrollo de neumonia. Estas aseveraciones son respaldadas por
otros autores?*?*2> y tomando en cuenta que las epidemias
por otros virus como influenza y VSR son frecuentes, se debe
considerar la importancia de las asociaciones entre virus*#.

Tomando en cuenta el total de muestras positivas
(n=17), el mayor porcentaje se encontrd en pacientes con
antecedentes (bronquitis y asma) (n=12, 70%), este hecho
confirma lo expuesto por otros autores, quienes afirman que
las infecciones por adenovirus pueden ser mas severas
cuando se presentan en personas que ya tienen un dafio
previo del aparato respiratorio?®?2, Otros autores?, encon-
traron que un alto porcentaje de los adultos que requieren
hospitalizacién por asma severa, presentan infeccién viral.
Beasley!’, menciona que las exacerbaciones de asma en
adultos, en un 10% es debida a virus y que de ellos los méas
frecuentemente asociados son el VSR, parainfluenza 3,
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rinovirus e influenza, en cambio no encontré adenovirus. A
diferencia, nosotros encontramos adenovirus en un porcen-
taje significativo de pacientes adultos asmaticos, en el gru-
po 2 fue de 7.40% y en el grupo 3 de 13.4%.

No se observé una predominancia del aislamiento de
virus en una época especifica del afo.

Por serologia se detectaron anticuerpos en el 47.6% del
total de sueros, por lo general los titulos fueron menores a 32.

Como era de esperarse, los pacientes a los que se les
aisl6 virus no presentaron titulos elevados de anticuerpos,
ya que la toma de sangre se realiz6 durante la fase agu-
da. En el grupo 1 se encontré que 2 de los 3 menores con
infeccién viral, aunque bajos, presentaron titulos de
anticuerpos. En el grupo 2, el 55.76% de los pacientes tu-
vieron titulos de anticuerpos, mientras que en el grupo 3,
sélo el 42%. De tal manera que, aunque las pruebas
serolégicas no permitieron demostrar una infeccién acti-
va de adenovirus, si proporcionaron informacién a cerca
de la circulacién de estos agentes si los nifnos ya han es-
tado en contacto con el virus y, también sugieren que es
necesario un titulo mayor de anticuerpos para que propor-
cionen proteccién.

Por los resultados obtenidos podemos decir que, en
nuestro medio, los adenovirus son agentes patégenos fre-
cuentes en diversas manifestaciones agudas de dafo en
el aparato respiratorio; sin embargo, son necesarios estu-
dios méas completos para determinar qué tipo de
adenovirus es mas frecuente en cada una de las diferen-
tes manifestaciones en nuestro pais, ya que las técnicas
utilizadas (tanto la IFI como la FC) sélo nos permiten la
deteccién de antigenos comunes en los adenovirus.
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