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RESUMEN

El adenovirus {Ad) es uno de los agentes etiologicos mas importantes de la conjuntivilis
hemorrdgica aguda (CHA) en la poblacién, desde apariciones esporadicas hasta brotes
epidemioldgicos. En el mundo se han identificado diversos tipos de adenovirius que afectan a la
conjuntiva, Ad3, 4 y 7 para CHA y Ad8, 19y 37 para EKC.

El brote de 1998 en México fue causado por Ad pero se desconoce el tipo presente en el
pals. La técnica de inmunofiucrescencia directa (IFAd} 0 la indirecta (IFAJ), la ultima se utilizo
para el diagnéstico de Ad aunque la IFAd se utilizo también para muestras de lavados oftalmicos
porque se terming el reactivo, observandose una fluorencia verde en las celulas epiteliales
infectadas por Ad para la IFAi y en cultivo celular {células Hep-2} con pases de 99-120, las
células positivas presentaron la flucrencia verdosa y las negativas se tifieron de color rojo, los
resultados de las muestras dieron el 94% positivas para cultivo celular y el 64% para muestras
clinicas.

Existen diferentes t&cnicas para poder clasificar y tipificar al Ad presente en una muestra,
dentro de este trabajo se utilizaron dos pruebas de tipificacion viral para Ad, la primera fue la
tipificacién por grupo viral por la prueba de hemaglutinacién de gldbulos rojos de rata y mono
Rhesus al 0.8% en DGV y por digestiones enzimaticas con Hind Il En la hemaglutinaciones se
detectd la presencia de los grupos B, C, Dy E en ellos se encuentran tipes de Ad presentes en
otros brotes de conjuntivitisen & mundo.

Antes de realizar una digestion enzimatica se realizo una titulacion viral, por la técnica de
Efecto citopatico (ECP) para conocer la cantidad aproximada de virus presente en |a muestra y
poder estimar la cantidad de materal genético, la cantidad minima para realizar una digestion
visible en geles de agarosa es de 2mg/m!, ademas def titulo viral después de realizar la
extraccién de ONA por la técnica fenolica se cuantificaba el material genético obtenido con un
espectro de luz ultravioleta, la cantidad reportada por el aparato fue de 1.9*10° - 3.4*107 mgiml,

En los geles de agarosa al 1.2% se observo bandas que coincidian con los 23,000 pb
que corresponde al peso molecular (PM) del Ad, postericemente se realizaron las digestiones
enzimaticas con Hin il y el patron de bandas observado en geles de agarosa al 1.2% fue de
cinco bandas con PM que van desde 6557 a 2027 pb; de acuerdo a eslos datos y comparando
con la literatura es posible que el tipo de Ad encontrado sea el Ad7 ya que es el que corresponde
con los datos epidemiolagicos registrados durante e brote.

Para confirmar estos resultados se necesita realizar cinco cortes con diferentes enzimas
para poder definir con exactitud el tipo de Ad de las muestras, en este caso fue imposible por la
poca cantidad de material genético con que se contaba siendo posible s6io un corte por muestra.

En este trabajo se muestran las bases para poder concluir la Epidemiclogia Molecular del
brote de conjuntivitis de 1998.




INTRODUCCION

La conjuntivitis hemormagica aguda (CHA) es un infeccion ocular contagiosa, caracterizada
por inicio repertino con eritemna, sensacion de cuerpo extrafio y quemadura, hinchazén de parpados y
dolor, 2 menudo en ambos ojos y suele durar de 4 a 12 dias (incluso puede acortarse a 12 hrs en el
caso de infecciones por enterovirus 70), apareciendo hemorragias subconjuntivales, en forma de
petequias que se agrandan para formar equimosis, es una enfermedad autolimitante que dura hasta
tres semanas B4 | a5 infecciones por adenovirus (Ad) pueden ser transmisibles incluso 14 dias
después del inicio de la enfermedad, en picomavirus el perfodo minimo es de 4 dias®. Las
conjuntivitis se clasifican de acuerdo al agente elioldgico en: Bacteriana (Haemoaphilus aegypticus,
Staphytococus aureus, Streptococcus pneumonae entre otras...) *2, Chlamydia, Viral, Alérgica e
Imitativas %, En el caso de las conjurtivitis virales son causada por Enterovirus 70, Caxsakie A24,
B2, echovirus 7, 11 y Ad 8,19,37 principalmente aunque se han detectado casos de conjuntivitis
causada por Adenovirus (Ad) 3, 7, 11, 16, 21, 5 0 4; los cuales se pueden encontrar involucrados
como infecciones mixtas en brotes conjuntivales™'™. Otros virus que también pueden estar
involucrados en estas patologias son el Herpes simple tipo 1 (HSV-1) y Herpes simples tipo 2 (HSV-
2) siendo el mas frecuente & HSV-1 produciendo una conjuntivitis muy agresiva y puede llegar hasta
ta ceguera, es muy frecuente encontraria en personas que sufren infecciones genitales por dicho virus
ABI0H ML

Los brotes de conjuntivitis se pueden reportar en cualquier época def afia y afectar a la
poblacién en general. Desde la aparicion de CHA como una enfermedad nueva en 1969 en Ghana e
Indonesia, se expandid en forma epidémica en Asia, Africa, Arnérica Central v del Sur, las islas del
Pacifico, México y parte de Florida (E.U) ®. En la ultima década se han reportado brotes en
hospitales oftalmolégicos de  palses como Japon, Inglaterma, Alemania, Australia, Estados Unidos,
Hawaii, Francia enfre ciros y como epidemias en Costa Rica, Nicaragua, Honduras y México, por la

presancia de huracanes en dichas zonas %",

Las técnicas més utilizadas para identificar af Ad en muestras de lavados oftalmicos son: e
aislamiento viral y efecto citopatico (ECP) en cultivos celulares{(CC) de las lineas Hep-2, Hela, HK y
VERO, hatiendo al diagnéstico tardado; inhibicién de la hemaglutinacion (THA) y ensayos virales de
neutralizacion para identificacion de tipos virales, la inmunofluoresencia ( IFA ) en sedimento para la
deteccion viral, su éxito depende de una buena toma de muestra y si no se tiene la idea de la
presencia de algin virus es muy frecuente que la muestra sea inadecuada y por o tanto e
diagnéstico sea deficiente . Actualmente se utilizan técnicas moleculares identificando segmentos
caracteristicos de cada fipo viral; entre estas técnicas se encuentran la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), hidridizacién y andlisis de fragmentos de restriccion (R.F). Los cortes realizados




INTRODUCCION

por 1as enzimas de resiriccion son caracteristicos de cada genoma por lo tanto & patrén de
bandas que ellas generan es una forma de diferenciar con especificidad el género, la especie
ylo el tipo de microorganismo presente en una muestra deferminada ademas nos da informacion
sobre cambios en & gencma vira! que las técnicas inmuncldgicas no podrfan evidenciar y asl se

padria monitorear la evolucion genética de! vinss, viéndose reflejado en el patrbn de bandas obtenido
1012132023

Lars téericas de biclogia molecular actualmenta sen muy utilizadas en el campo diagndstico y
experimental; en el diagnostico, pueden emplearse para oblener un resultado ain antes del
aistamiento del microorganismo, ademés son pruebas capaces de evidenciar |a presencia de un
patbgeno cuando ya no sea viable y no pueda ser aislado en el cultivo microbianc. Dentro del ambito
experimental siven para aportar datos relevantes sobre la evolucion de un microorganismo
determinado, si ha sufrido alguna medificacién importante y sobre todo para identificar con gran
especificidad el tipo de microorganismo presenie en un lipo de brote, para fa clasificacion del mismo y
ver su distribucidn mundial (epidemiologia molecular). Gracias al analisis del material genético se han
podido descubrir subtipos de Ad en diferentes partes del mundo, prevaleciendo en Estados Unidos los
subtipos AJSC y 8D en la costa este de dicho pals™, prototipos AdB, AdBA y AdBB se localizaron en
Sapporo, Japon en los aftos de 1975 a 1981 *y AJBC al AJBF se encuentran en las poblaciones de
Taiwan en la década de los ochenta Z, en México no se conocen los tipos de Ad circulantes en la
pobiacion asociados con infecciones respiratorias, 0 en brotes de conjurtivitis hemorrégica.

La conjuntivitis viral, por ser una entidad nosolégica autclimitante, no ha recibido [a atencién
debida, y los casos aislados de la enfermedad no son reportados, &5 hasta la presencia de un brote
epidémico cuando cobra irterés, teniendo prioridad la identificacion del agente causal de la
enfermedad, yaque enel pais no es frecuente el reporte de infecciones oculares de origen viral.

En las conjuntivitis virales es muy imporiante identificar el tipo viral que se
encuentra en el pais, para establecer medidas epidemiologicas y tas pruebas idoneas de laboratcrio
patamdiagnésﬁooyseoaﬁempieeltmtamiemocorrecto.yaqueel uso de antibidticos y cortisoles
es inutil AR,

PambﬁpiﬁcadéngenéﬁwdehsAdqueseumeManmlosbmlmdeCHAsepwde
utilizar técnicas molecutares como el andlisis de los fragmentos de DNA de Ad, usando enzimas de
restriccion. Las enzimas de restriccién son endonucleasas que reconocen y cortan secuencias
especificas det material genético, obtenidas mayoritariamente de cepas bacterianas, el nombre
de la enzima esta determinado por la primera letra del género bacteriana, en mayuscula, de
donde de obtuvo la enzima, las dos siguientes letras que corresponde a fa especie en

A




INTRODUCCION

minlsculas, con nimero romano o letra mintscula se indica ef orden en el que ha sido
descubierta, en caso de existir un serotipo se indica con una cuarta letra. Los cortes reglizados
por las enzimas de restriccién son caracteristicos de cada genoma par lo tanto el patron de
bandas que ellas generan es una forma de diferenciar con especificidad el género, y la especie
o el tipo de microorganismo presente en una muestra determinada ademas nos da informacion
sobre los cambios en el genoma viral que las técnicas inmunologicas no podrian evidenciar y
asi se podria monitorear la evolucidn genética del virus, viéndose reflejado en el patron de
bandas obtenido.

Conociendo el patron de bandas de los Ad se pueden identificar otros virus presentes en la
CHA que no prodrian ser diagndsticados por técnicas inmunolégicas. Si logramos identificar el tipo de
Addmﬂamemhpouadénasioamwospoduesagaueseﬁdmmmdemimmm
conjuntival, obtendremos datos epidemiologicos importantes para el pais y se podra dar a conocer |2
eficlogia de fa conjuntivitis hemorragica aguda en México durarte el brote de 1998, se tendra ef
antecedente para casos posteriores y permitir un comecto diagndstico, tratamiento, profilaxis y control
adecuado de brotes en e fuluro evitando su expansion masiva en la poblacion.

Vil




'
|
'

MARCO
TEORICO
CONCEPTUAL




CAPITULO
MARCO TEORICO CONCEPTUAL

L GENERALIDADFS

e e e

1.1 HISTORIA DEL ADENOVIRUS

Enia década de los 50's, Rowe y colaboradores al tratar de oblener una linea celular de
adenocides, encontraron anormalidades en la morfologia de las células. Por su parte en 1954 et
grupo de investigadores que dirigia Hilleman detectaron problemas respiratorios en reclutas que
se caracterizaban por fiebre en la mayoria de los casos, descartando un problema bacteriano. Al
estudiar Io que ocasionaba degeneraciones en las células epiteliales y provocaba tal
sintomatologla se encontrd un nuevo agente viral que en 1956 se reconocié como Ad debido a
su aislamiento por primera vez de [as adencides aunque fue hasta 1876 cuando el Comite
Internacional de Taxonomia de virus acepto la aparicion de la familia Adenoviridae conteniendo
a todos los virus con las caracteristicas descritas a continuacién® ' 3,

Por microscopia electronica se determing que el Ad es un virus sin envoltura (desnudo)
de simetria icosahédrica con 20 caras triangulares y 12 vérices, cada viridn presenta 240
hexones y 12 pentones, los hexones y los pentones son un conjunto de proteinas estructurales
caracleristicas a cada tipo de Ad y tienen propiedades inmunogénicas, mide entre 60-90nm y
tenie un genoma de DNA doble cadena (DNAZ2c) &% % 3.4,

Entre las propiedades generales de los Ad se encuentran; la estabilidad a la inactivacién
por calor y 4cidos; resistencia a solventes de lipidos incluyendo sales biliares, lo que le confiere
la capacidad de poder pasar a tracto gastrointestinal con gran facilidad; resistencia al ataque del
éter, ciorofermo, fluoruro de carbono e hipoclorito de sodio. La inactivacion del virus se logra
por el uso de desinfectantes como el cloro en soluciones al 10%. fenol, formalina en
concentraciones de 1:400-1:4000. El empleo del dodecil sulfato de sodio (SDS) at 0.25%
también llega a ocasionar la inactivacion viral ™,

Dentro de sus propiedades fisicoquimicas se encuentra la capacidad para soportar
ligfilizaciones sin alterar su poder de infectividad, presenta un punto isoeléctrico de 7, su punio
isopicrico en relacién al cloruro de sodio es de 1.71g/em” este dato es de utilidad para realizar
purificaciones virales para la extraccion de ADN o para la aplicacién de microscopia electronica,
su constante de sedimentacion es de 795S. Estable a pH 6 y 9.0-9.5 a 24°C y presenta su
méxima estabilidad a pH cido mas que en los medios alcalinos ™ %,
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Triman en 1962 descubre una caracteristica particular del Ad, su capacidad de inducir
neoplasias en hamsters recién nacidos. En la actualidad el Ad se utiliza como modelo de estudios
oncogénicos, en clonacion, para entender [0s mecanismos de infeccién de otros virus y como

vectores para la terapia génica * "*'%%,

La familia Adenoviridae esta constituida por aproximadamente 90 tipos de Ad, los cuales
estan agrupados en dos géneros de acuerdo a las especies animales que afectan. los
aviadenovirus incluyen a todos los Ad capaces de infectar a las aves y los mastadenovirus, que
infectan a los mamifercs (simios, bovinos, equinos, parcinos, ovinos, caninos, marsupiales) en
los cuales se incluye al hombre. En el presente trabajo se enfoca a los mastadenovirus, todos fos

Ad comparten un antigeno {Ag) en comun, el epitopo esla localizado en la proteina del hexdn
10.32.33

Los criterios utitizados para la clasificacion de Ad son diversos; pero el criterio que hasta
la fecha se sigue aplicando es en base a la hemaglutinacion que presenta ante globulos rojos de
rata y del mono Rhesus, esta clasificacion la dio inicialmente Rosen a principios de siglo, quien
los dividio en tres grupes {1, I, ill), para la clasificacion del Ad que infecta al humano se cuenta
con siete subgrupos (A-G) conslituidos de 49 serotipos los cuales fueron designados en base a
pruebas de neutralizacién con sueros especificos; esta prueba identifica a la proteina del hexon y
la parte terminal de fa fibra ®  aActuzlmente con los avances en biclogia molecular también se
pueden agrupar los Ad en base a su homologia gendmica, porcentaje de Guanina-Citocina (G-C)
presente en su ADN, capacidad oncogénica y a la movilidad electroforética de las proteinas del

viridn, entre otrasn 12432,

Ot criterio es la capacidad oncogénica que presenta con el hamster recién nacido, ast
el subgrupo A es altamente oncogénico y el B lo es débilmente, los Ad no oncogénicos pueden
transformar células de roedores in vitro  (Subgrupos C y D) 3 £nla Tabla 1 se muestra la

clasificacion.
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JABLA 1

CLASIFICACION DEL ADENOVIRUS 5%

PM del Polipéptido Mayor

Interno
Proteinas capsidicas
Grupo Subgrupo Tipos Homalegia Potenciat Transformacion v Vi Vil Tejido que
%DNA Oncogenico  en cultivo celular afecta
G-C
v A 12,18,31 47-49 alte + §51.51.5 255-25 17.5-18 Gastrointestinal
| B8 3,7,11,14, 51 moderade + 53.5- 24 17.8-18 Faringe
16,21,34,35 54.5 Pulmén
Conjuntiva
A. Respiratoric
n C 1,256 57-59 bajo + 48.5 24 18.5 Tracto
negativo Respiratorio
I D 8-10, 13, 15 bajo 50-50.5 232 18.2
17,18,20,~ ] Qjos
22-30,32,33 57-81 negativo +
36-39,42-47
m E 4 57-61 bajo + 48 245 18 Tracto
negativo respiratorio
1] F 40,41 57-59 No se sabe + 48 25.5 17.2 Gastrointestinal
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1.3 MORFOLOGIA VIRAL.

Ei Ad mide entre 60 y 90 nm de didmetro, presenta una simetrla
icosahadrica, con 20 caras triangulares, 12 vértices y 252 capsémeros. Cada virion
consta de 240 hexones y 12 pentones. Las particulas virales presentan en su
compasicion el 13% de su material genético que es de ADN de doble cadena (ADN2c ) y
el 87% en proteinas.

Cada pentdn contiene una base que forma parte de ta superficie de la
cépside y las proyecciones denominadas fibras dan las caracterislicas de los diferentes
serotipos. La capside basicamente estd formada por 11 proteinas que fueron
identificadas por electroforesis de geles de agarcsa en la época de los 80's la Tabla 2
menciona las proteinas asf como su funcién dentro de la estructura viral y en la figura 1
se muestra la distribucién de los componentes.

| ELECTROGRAMADE o | MODELO DEL VERION i
PROTEINAS DEL AD s e 1:.‘#7,_ -
TTTTOT GRUPC DE § HEXONES |
T AUPLADQSENS Y C -
. Y 3]
W N
"H— ,—-
- 100
m—--’—
[
I\ — X
[ e a— 1.
V7 g Rl
v & |
=
bt
=27 I
Wl o~ - — g '
[ ]
vy - g '
14
WL e ey
- -
B Al X 1M,
N o=
X§—

e

Fig. 1. ESTRUCTURA DEL ADENGVIRUS. A la derecha ; una electroforesis de separacion de proteinas del
viridn,los moelos morfologicos del Ad. A) Se observan ja morfologia espacial del Ad, los nimeros romanos
indican los polipéplidos virales, los cuales se describen con mayor detalle en fa tabla 2 del presente trabajo.
B)Una seccidn vérdical de un grupo de nueve hexones que nuestran una localizacion tentativa de las proteinas
VI, Vill y 1X_C) Vista horizantal de fa parte externa de un grupo de nueve hexones y una localizacion tentativa de
las proteinas Viy IX. D) Amplificacién de una region peripentonal que muestra a las protinas i1, IHa, IV y VI
E) Electrograma de las proteinas del virion que su localizacion se mestran en el fig.1. A.
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JABLA 2

PROTEINAS CONSTITUYENTES DEL CAPSOMERO
DEL ADENOVIRUS ' %%

NOMBRE LOCALIZACION FUNCION Cant. aminoacido  Observaciones
] Mondmero del Estructural 967 Tipo especifico
hexén familia
1] Base del penton Penetracion 571 Toxica para la
célula
lila Asociado base del Penetracion 566 Ag lipo especifico
penton
v Fibra Receptor 582
v Penton de la base  Empaquetamiento 368
tipo histona
M Core Empaguetarmniento 19
DNA
Vi Polipéptido menor Estabilizacidn 217
del hexén Estructuraf
Vil Core Tipo Histona 174 Rica en Arginina
Vil Polipéptido menor Estabilizacién 134
del hexdn Estructural
IX Polipéptido menor Estabilizacion 139 Protelna temprana
del hexdn Estructural
TP Porcion final del Replicacion 671
genoma

1.4 GENETICA VIRAL

La molécula de ADN2c del Ad es de estructura lineal, ne segmentado de PM de 23,000
kb . El genoma presenta caracteristicas propias :
~ Contiene aproximadamente 100pb que se repiten en orientacidn invertida en cada extremo dei
genoma.
—~ (Cada cadena esta unida covalentemnente en el extremo 5' con la proteina TP.
~ Presentan genes agrupados con funciones relacionadas y son aquellas cuyos productos:
a) interactuan con el Sistema inmune del hospedero.
b} Participan en sucesos posteriores a la transcripcion en la expresidn genética,
c) Son esenciales para la replicacion del ADN .
d) Son componentes de viriones o estan involucrados en su montaje *°
e)
Morfologicamente el genoma estd organizado por una proteina llamada core, haciéndolo
compacto cuando no se esta replicando para asi protegerlo del ataque de enzimas como las
DNAsas y su degradacion, durante el proceso infeccioso le confiere la propiedad de una

estructura relajada en la fase de replicacion temprana s
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Durante el proceso de transcripcidn, en sus inicios el core queda relajado permitiendo la
transcripcion de la porcién finat del cromosoma conduciendo 2 la apertura total del core, para asi
iniciar a transcripcian de 1a unidad de replicacion dentro del genoma que permiten [a produccion

de las nuevas proteinas virales 10,33

En el genoma se encuentra fa informacidn necesaria para poder elaborar sus proteinas.
El genoma consta de dos regiones de replicacion ademds de una secuencia de
empaquetamiento cis localizada en las partes finales del cromosoma viral lo cual ayuda a la
interaccion del ADN con sus proteinas de empaquetamiento. La composicién de 1a secuencia

gendmica es la siguiente * **

+ 5 unidades de transcripcion temprana:

- E1A. Codifica para dos proteinas que activan la transcripcion e induce & la célula a entrar en
periodo S del ciclo celular,

- E1B. Contiene la informacién para ia elaboracién de dos protelnas, colaboran con ios
productos de E1A para inducir a la célula a que crezca.

- E2. Codifica para tres proteinas diferentes, intervienen directamente en la replicacion del
ADN.

- E3. Sus productos modelan la respuesta de la célula infectada ante la infeccion por Ad y la
familia de los RNAm participan en la produccién y ensamblaje de los componentes de la
capside,

- E4. Los productos obtenidos ayudan a la regulacién y transporte del RNAm y 2 la replicacion
del ADN.

» 2 unidades de transcripcion retardada temprana 1Xy 1vVa2

+ 1 unidad tardia de transcripcion, generando dos familias de ARNm ( L1 - L5} b

Existe una caracteristica particular del Ad con respecto a sus propiedades oncogénicas
que lo diferencian de otros virus, la composicidn entre un 48% a un 58% en los contenidos de
G+C en su secuencia, se ha observado que a mayorres porciones de GC/AT, mayor es su poder

oncogénico™.
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1.5.CICLO DE REPLICACION del ADENOVIRUS

La replicacion del Ad se divide en temprana y tardia, esto de acuerdo al orden de
expresion del ADNv. (Fig. 2)
Fig. 2 Cicle de replicacion *

Efminacion dv

Entrada del core al nilclea

FASE TEMPRANA

En la adsorcion, se lleva acabo el reconccimiento de las proteinas de |a fibra viral y los
heterodimeros celulares awP3 y awp5 pertenecientes a la familia de las integrinas *°, locallzadas
en la membrana plasmatica, las protelnas de la base del pentdn y las secuencias de
aminoacidos de las cadenas de las proteinas de la fibra varian entre los serotipos; 1o cual hace
selectivos los sitios donde va a infectar un determinado serotipo. El complejo formado por las
integrinas y las proleinas del pentdn es la sefal para iniciar la PENETRACION por fagocitosis,
trayendo como consecuencia la formacion de una vacuola de degradacion proteica teniendo
como finalidad dejar libre al genoma viral, Una vez liberado el ADNv entra al nicleo celular a
través de poros; el genoma det Ad se acompleja con histonas celulares para dar inicio a la
transcripcién de genes temprancs denominados asi por ser los primeros en expresarse durante
ta replicacion viral, aqui se activan los genes E1A para desencadenar la expresién de los genes
restantes que contienen la informacidn gue codifica las proteinas de la capside e iniciar la

produccion de nuevas cadenas de ADNv para las nuevas particulas por formarse® % 1% 1% 3¢,
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FASE TARDIA

La infeccién interfiere en fa expresidn de los genes del hospedero impidiendo fa
acumulacién de RNAm celular en el citoplasma trayendo como consecuencia la baja de la
sintesis de proteinas celulares. Durante toda esta fase se esta llevando a la par |a sintesis de
ADNv y |z sintesis de las proteinas que componen a la particula viral y las proteinas necesarias

para el montaje de los nuevos viriones'™ "%,

El ENSAMBLAJE se inicia cuando existe suficiente cantidad de protelnas capsidicas en
el citoplasma celular. Se¢ montan primeramente tres cadenas polipeptidicas en los capsémeros
de hexones y pentones, los pentdmeros se ensamblan de forma espontanea y los hexones
requieren de protelnas de ensamblaje (protelnas de andamio) que ya no aparecen en las
particulas maduras; posteriormente la estructura ya montada se llena de ADNv y por (ltimo los
pentones se asocian a la capside y por procesos protealiticos se convierte loda la estructura en
una particula madura. Los viriones ya formados se van acumulando en el citoplasma hasta ser
son fiberados debido a la autolisis celular o por ia destruccidn de la célula por el sistema

inmune'® 155

1.6. PATOL OGIA,

El Ad presenta caracteristicas particulares, se han observado ciertos serotipos capaces
de ocasionar alteraciones en diferentes drganos al mismo tiempo por ejemplo el AdB, Ad18 y
Ad37 ™ pueden liegar a ocasionar dafio anto en el tracto urinario como en la conjuntiva, este
fenomeno no es comun para todos los tipos de Ad ya que solo algunos de ellos son capaces de
presentar tropismo. El tiempo de latencia viral es otro aspecto poco visto y presenta prevalencia

en las células de! hospedero hasta de 24 meses ***.

El virus puede estar presente en infecciones maltiples ya sea de tracto respiratorio y cjos,
siendo estas Gitimas las mas comunes, ademas de ocasionar alteraciones en tracto
gastrointestinal, higado, vejiga urinaria, poco frecuente en el pancreas y en el sisiema nervioso
central (SNC) aunque la presencia en dichos drganos es consecuencia de infecciones en vias
respiratorias. En la tabla 3 se muestran las enfermedades mas frecuentes causadas per los

diferentes tipos de Ad.
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TABLA 3
ENFERMEDADES CAUSADAS POR ADENOVIRUS 5™
PATOLOGIA POBLACION DE ALTO SEROTIPCS
RIESGO

Faringitis febril aguda Infantes 1-3, 5-7
Fiebre faringo conjuntival Infantes 3,714
Desordenes respiratorios Reclutas 34,7, 14,24
agudos
Pneunonias Infantes 1-3,7
Neumonias Reclutas militares 9,11,18,37
Epidemia Keratoconjuntivitis Poblacién en general 8,19,37
Sindrome parecido a Pertusi Infantes 11,21
Cistitis hemorragica aguda Infantes 40,41
Gastroenteritis Infantes 1,2,5
Hepatitis Infantes y transplantados 34,35
Tracto urinario AIDS, Inmunosuprimidos

Las_Infecciones Oculares de origen viral son muy frecuentes, el perlodo de incubacién
para el Ad es de 6 - 9 dias, aunque se han reportado casos en que aparece repentinamente en
dos dias después de la infeccidn. Se le conoce también con el nombre de conjuntivilis de las
albercas (atribuido a la forma de contagio, ya gue es lipica la adquisicion de la enfermedad en
albercas por contacto directo), para este caso existe una gran diversidad de tipos de Ad los
cualespueden ocasionar conjuntivitis siendo los mas comunes los enlistados en la Tabla 3.
Después del perlodo de incubacion la conjuntivitis se caracteriza por edema en parpados, dolor

retroocular, lagrimeo y fotofobia, frecuentemente es unilateral con linfadenitis preuricular gue

10, 41, 43, 50, 51
acaba drenando generalmente &1, .

Existe una variante de l1a conjuntivitis mencionada anteriormente y es la fiebre faringo
conjuntival este tipo de conjuntivitis es conocida también como enfermedad de las albercas, a
diferencia de la anterior esta patologia presenta cuadros febriles y puede llegar a ocasionar
malestar general como dolores musculares y afticulares y se puede presentar uni o
bilateraimente. Un caso mucho menos frecuente es la meningitis por Ad, la presencia del virus
puede deberse a tralamientos de quimioterapia, con inmunosupresores, esto en pacientes que
presentaron linfomas malignos, y por complicaciones de infecciones virales de Ad. Esta

alteracion al igual que |a anterior es poco frecuente™.

Se ha observado el tiempo de latencia viral es hasta de 24 meses después del inicio de la
infeccién, aun se desconocen los mecanismos por los cuales el Ad puede estar tanto tiempo
presente en el organismos. El tiempo de latencia es mas importante en casos de desordenes
obstructivos pulmonares, son frecuentes en poblacion de fumadores y pudiendose manifestar

nuevamente **°,
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1.7 EPIDEMIOLOGIA DE CONJUNTIVITIS HEMORRAGICA

El estudio epidemiologico es importante ya que afecta a la poblacién en general y no
presenta estacionalidad, su contagio es de persona a persona, use de utensilics contaminados,
aeroscles efc.., Se puede presentar un aumento de cases en periodos vacacionales pues es muy
facil de contraerse en albercas y por ello se presenta mas frecuentemente en personas que
realizan deportes acuaticos . Debido a su via de transmisién es posible observar ¢on mayor
frecuencia casos de conjuntivitis en hospitales donde se realizan servicios oftdlmicos a la
poblacion, guarderfas, campamentos y refugios. Cabe mencionar que la conjuntivitis causada por
el Ad es la mas contagiosa y severa, los tipos que se han reportando como agentes eliologicos

mas frecuentes son el 8, 19y 37 ¥* "% %%,

Los palses con brotes de conjuntivitis mas frecuentementes son Estados Unidos, Arabia

Saudita, Israel, Alemania, Inglaterra, entre los mas importantes ™' '°.

Los primeros casos de EKC {Epidemic keratoconjuntivitis} fueron descritos en 1880's por
oftalmélogos australianos. En 1941 se presentan mas de 10,000 casos en Pearl Harbor, Hawaii y
en la costa este y oeste de Estados Unidos, el brote duro un afio por lo que Hyogan y Crawford
le dieron el termino de EKC, en 1955 se descubre el agente causal de los brotes presentados en
¢pocas anteriores son el Ad8 ubicado en la poblacién de Estados Unidos y principalmente en su
costa Este. Los estudios epidemialogicos determinaron los tipos de Ad's presentes y ademas del
AdB se encontraron los tipos Ad19 y Ad37 siendo el mas frecuente el pnmero En casos
esporadicos se han encontrado otros tipes de Ad como 1, 2, 4, 5,6, 9, 10, 11, 13, 14, 15y 29
pero sus aislamientos son muy raros. En décadas recientes se han reportado broles de este tipo
de conjuntivitis en Gran Bretadia a inicios de 1998 el tipo principal fue el Ad37 Los Ad's
encontrados en Estados Unidos son variables ya que en la parte este de la costa se encuentra el
AdB y Ad19 siendo el ultimo el mas frecuente en la década de los 80's al igual que en Canadé;

Francia e Inglaterra presentaron preferentemente el Ad8 en sus brotes de los afos 90's *'*'" **

18

Mediante el usc de enzimas de restriccién, surge desde la década anterior el concepto
de Epidemiolegia Molecular, se han podido detectar sublipos de Ad, en la década de los 70's y
principios de los 80's se sabia que el Ad causaba epidemia keratoconjuntival (EKC) era el Ad8
preferentemente, posteriormente se descubre ¢! Ad19y Ad37 en este orden de aparicion siendo
el Ad37 mas frecuentemente encontrado en Europa y Estados Unidos. Subtipos virales que han
causado epidemias en Francia y Gran Bretafia de Ad8 son: Ad8/D, D8, D4 y D1 presentandose
en el periodo de diciembre 1983 a Mayo de 1988 . El AdB es el que se estudia mas intensamente

10
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ya que la mayoria de las epidemias han sido ocasionadas por dicho tipo viral. En la década de los
80's en Francia e Inglaterra se detectaron diferentes variantes de AD8 gracias a las enzimas de
restriccion y se encontraron cuatro subtipos virales (Ad8D7, D8, D9 D10), la aparicion de cada
subtipo corresponde cronolgicamente al brote que causaron en los afios de 1983/1884, 1984,
1987 ¥ 1988 68,11, 14,16,17,25, 29.

1.8. DIAGNOSTICO.

Las muestras utilizadas en el diagndstico y/o aislamiento de Ad es variable, esto debido a
los multiples tropismos que presenta el Ad, el sitio de toma de muestra depende del cuadro
clinico del paciente, ademas para el éxito de la identificacion viral es importante una buena toma

de muestra y obtenerla en el tiempo adecuado.

Una vez obtenida la muestra se puede utilizar para dos fines diferentes uno el diagnostico
viral y otro el aislamiento del virus, El aislamiento se realiza en CC, las lineas mas utilizadas son:
HEK({ Céluias embrionarias humanas), REH (Células de rifidn embrionaric humano), Hela
(Carcinoma de cervix humang), Hep-2 {carcinoma de laringe humana) y VERO {células de rifién
de mono verde) ',

Una vez aislado e! virus se pueden realizar diversas pruebas con Ia finalidad de tipificar al

virus o simplemente de comprobar su presencia con fines de diagnéstico y/o investigacion (Tabla

4).

H




TABLA 4
PRUEBAS DIAGNOSTICAS

DE ADENOVIRUS, >3 1%.1%.20.5.27

PRUEBA VENTAJAS DESVENTAJAS

Inmunofluorescencia {IFA) Rapida Tipificacion general no existe el
Ac anti tipo, solo el Ad8 de forma
comercial

ELISA Especifica Laboriosa

Neutralizacién Pueden detectar Ac circulantes, { Dan reacciones cruzadas y no

Hemaglutinacion permiten la tipificacion viral. permiten detectar

Inhibicién de la recombinaciones virales.

Hemaglutinacidn

Fijacién de complemento Pueden detectar tanto Ag como | Ya no se uliliza

Aglutinacitn en latex Ag circulante

Hibridizacién {(RFCP} Especifica para llevar acabo la | Costosa, no existen todavia la

Dot-blot tipificacion, detecta secuenciacion  completa  de

recombinaciones y cambios todos los Ad para realizar

genéticos virales, se utiliza en
investigacion en Epidemioiogla
molecular..

sondas altamente especificas de
todos los tipos virales.

Microscopia electrénica

Prueba directa, rapida y
especifica, se aplica para
muestras fecales.

Costosa, no se puede utilizar de
rutina para el Dx.

Tincién por giemsa

General, detecta cuerpos de
incluidn y por elio es muy
inespecifica, pero es capaz de
detectar células infectadas.

Ya no se utiliza

1.9 TERAPIA Y PROFILAXIS.
En realidad no existe en el mercado un medicamento eficaz contra infecciones causadas

por Ad; 1a herramienta utilizada como forma de prevencién es la vacunacion y solamente se
aplica a reclutas que los protege del Ad7. Para el caso de conjuntivitis no existe un tratamiento
eficaz, lo mas recomendable es la utilizecién de cloranfenicol para prevenir infecciones
posteriores de tipo bacteriano y la aplicacion de enjuagues de agua de manzanilla con la finalidad
de tener al ojo hidralado, la infeccion causada por Ad es autolimitante y por ello se aplica lo
mencionado anteriormente como apoyo a fa recuperacién. Otra opcién es recetar triffucrotimidina
en gotas aplicandose de 4 o 5§ veces al diay 3-4 dias después de haber desaparecidos los
sintormas .La literatura maneja el uso de antivirales como el aciclovir prescrito especlficamente
para el casc de herpes simples. Datos recientes proponen el uso de inhibidores de proteasas

como una alternativa para la elaboracién de un principio activo nuevo pero esto aun esta en

proceso de investigacion, ' " #1447

La mejor estrategia para controlar la diseminacién de la enfermedad, es la prevencion,
evitando los contagios masivoes y con ello la aparicion de brotes, evitando el uso de objetos de
personas infectadas, aislamiento de personas enfermas y asi controlar la diseminacién viral a2

43, 45, 48,
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CAPITULO I
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS:

La digestion dei DNAv con diferentes enzimas de restriccion originara un patron electroforético
util para !a identificacion de! tipo de adenovirus presente en las muestras clinicas de pacientes

con conjuntivitis hemorragica.
2.2 OBJETIVOS

2.2.1. OBJETIVO GENERAL:
Tipificar adenovirus aislados de muestras clinicas de pacientes que presentaron

conjuntivitis hemorragica.
2.2.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

2221 Aislar los adenovirus provenientes de muestras clinicas diagnosticadas
previamente como posilivas para Ad, en la Republica Mexicana en 1598 con casos de
conjuntivitis.
2.2.2.2. Propagar el adenovirus en la linea celular Hep-2.
2.2.2 3. Realizar la litulacion viral de la muestra propagada.
2.2.2.4, Tipificar a los Adenovirus aislados.

2.2.2.4.1 Tipificar por grupo de Adenovirus.

2.2.2.4.2 Tipificar por tipo.

13
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DE ADENOVIRUS
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CAPITULO N
MATERIAL Y METODOS

3.1 DELIMITACON DEL LOTE

Se seleccionaron 25 muestras positivas por cualquiera de las pruebas diagnésticas: 17
muestras por IFAd en las células epiteliales del paciente, 8 muestras posilivas en  cultivo celular
replicadas en linea VERO de primer pase, llevadas acabo en el Laboratorio de IRA's virales del
INDRE de acuerdo al protocolo de tratamiento de muestra de exudados de conjuntiva
provenientes de diferentes estados de la Repiblica Mexicana donde se presentaron brotes de

conjuntivitis,

3.2 INMUNOFLUQRESCENCIA DIRECTA

La IFA es una técnica inmunoldgica basada en la reaccion Ag-Ac, en el paso inicial de la

reaccién se utiliza un Ac monoclonal anti hexon, marcado con un fluorocromo, isotiocianato de
fluoresceina {FITC), al ser observado al microscopio de fluorescencia se hace evidente la
presencia del Ag reconocido, si existe union Ag-Ac Se presenta al microscopio una fluorescencia
verde como resultado del contacto con la luz ultravioleta (U.V) y la muestra pues el FiTC da un
espectro de flourescencia en los 525nm de emisién y 485nm de excitacion.; se seleccionaron las

muestras positivas y se siguié con la metodolegia para su tipificacidn 2

2.3, PROPAGACION VIRAL
Se utilizé la linea celular Hep-2 por su mayor susceptibilidad y facil permisibilidad al
ataque del Ad lo cual facility la observacion del ECP. Posteriormente se confirmd la presencia

viral por el ensayo de IFAd y poder ser seleccionadas para la tipificacion'® ”

En la propagacién se utilizaron cajas para cultivo celular Corning de 75cm® con un 90%

de confluencia, ia inoculacién se realizo de acuerdo a lo siguiente:

Una vez comprobada la presencia de Adenovirus en cultivo celular:

1. La muestra se almaceno a -70°C y posteriormente se descongelo. Tratando de romper las
células para liberar la mayor cantidad de particulas virales.

2. Se centrifugo la muestra a 300 g 10min. para obtener en el sobrenadante las particulas virales
y en el sedimento los restos celulares.

3. Se retiro el medio de la caja que se va a inocular (por decantacion del lado contraric a donde
se encuentra la monecapa).

4. Se inoculo 1ml del sobrenadante de la muestra. Se dejé una caja tesligo como referencia
para comparar al momento de realizar las lecturas.La caja inoculada se incubo 1hra 37°C.

5. En la campana de flujo laminar se adiciono 1m! de medio de mantenimiento por cada caja

inoculada.

15
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Se revisaron las cajas diariamente hasta observar ECP tipico de Ad. que son células
redondas y gigantes, dentro de la monecapa celular. Los grados de ECP son los siguientes:n
* 1+ Equivalente al 25% o menos de células infectadas.
* 2+ Equivalente al 25%-50% de células infectadas.
* 3+ Equivalente al 50%-75% de células infectadas.
* 4+ Equivalente al 75% al 100% de células infectadas .

Una vez observado un ECP del tipo 4+ se cosecho la muestra, de la siguiente manera: se
retiro el contenido de la caja con Ia ayuda de una pipeta Pasteur esténl y se deposito en dos
tubos estériles, se rotularon hasta su uso, uno de eilos se utilizé para realizar la prueba de I[FAd y
el otro tubo para la extraccion de DNAv. En caso de una prueba negativa, se realizé nuevamente

la metodologia anterior

3. 4. TITULACION VIRAL

3.4.1. Conteo _celular; Para realizar la prueba se debe de conocer la cantidad de células por
pozo. La técnica de conteo celular consiste primeramente en tormar una alicuota (100 pf) de
células Hep-2 se obtienen de una caja de 75em? tripsinizada y centrifugada a 300 g durante
10min, se resuspende e! paguete celular obtenido en 2mi de CMEM, de ahl se toman 100 pl y se
hace una dilucion 1:10 con medic minimo esencial complementado (CMEM) , la cual serd tefida
con 1 gota de azul de tripan. Se llena la camara de Newbauwer con la imuestra anterior, la lectura

al microscopio se realiza en las cuatro cuadriculas destinadas para conteo de glébulos blancos, la

cantidad total de células se calcula de la forma siguiente®:

Promedio de cét. contadas X 10,000X Factor de dilucién
33cal X 10,000 X 10 = 3.3 X 10° céliml

1.4.2, Titulacitn viral por la formacién de ECP: Con la finalidad de corrobarar la carga viral en

la muestra a ulilizarse, se realiza Ia titulacién viral mediante la técnica de formacion de placas

Iiticas, para conocer la cantidad viral en la muestra y asi poder realizar a extraccion de DNA B

1. Sermbrar placas de 96 pozos con una cantidad de 3.3X10 ® célim! de Hep-2 por pozo.

2. Prepar una serie de diluciones dobles de 1:10 (100 ul {def virus a ser titulado) + 900 pi de
CMEM) 1:10%°.

3. Remover el medio de las placas de células Hep-2 con 100% de confluencia y se inoculan &
pozos con 25 yl de cada dilucién, en los primeros pozos se inoculo, con muestra sin dilucir
para tener asi nuestro control positive y los dltimos pozos de la placa no se inoccularon siendo
los controles negativos de la prueba.

4. Incubar !as placas 1hra 37°C.
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§. Adicionar a todas las placas 100 pf de CMEM de mantenimiento.
6. Incubar las placas a 37°C por 7 dias revisando diariamente las placas para observar la

aparicion de ECP. 4+,

7. Registrar el nimero de pozos positivos por dilucién (Fig. 3).
Caleutar el titulo viral de 12 muestra utilizando la formula de Reed-Muench *# .

TC!Dse= Dilucién donde + {%positivos aniba del 50%) -50% Xlog1Q™®

ECP>50% {¥positvos amba o S5U%) - (%positves debajo de 50%)

TCIDg=5+ 66.66-50% Xlog10™= 10%%
66.66-33.33

FIGURA 3. ESQUEMA DE DILUCIONES #
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351 HEMAGLUTINACION.

La fibra del Ad tiene la capacidad de hemaghitinar eritrocitos de mono y rata, lo cual se puede
utilizar para su tipificacion, los eritrocitos de rata aglutinan completamente con los Ad det grupe D
donde se encuentran los tipos Ad8, Ad19 y Ad37 causales de la EKC y el grupo B hemagluitinan
los eritrocitos de mono, Ad 3,7,11,14 causales de CHA . La fibra se une con los fosfolipidos de la
membrana del gibulo rojo formando una especie de malla que se pueds evidenciandose en el
fondo de la placa,pero si no se observa la prasencia de un botdn el resultado sera negativo it
L2 técnica se lleva a cabo de la siguiente forma:
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*

Dividi la placa utilizando los primeros seis pozos para una muestra y los segundos seis
pozos para otra muestra {se realizo por duplicado).
En el primer pozo colocar 50 pul de la muestra.
Del segundo al sexto pozo colocar 25 ul de solucion DGV (gelatina- dextrosa- veronal).
+ Realizar diluciones pasando 25 i del primer pozo hasta el sexto pozo (diluciones dobles).

L 4

*

FIGURA 5.
PRUEBA DE HEMAGLUTINACION
50 ul 25 pl de muestra

muestra + 25DGV

L &
@)
O uuesﬂm m*aeqo 2

SR

® HA COMPLETA
© HAINCOMPLETA
O NOHA

Hechas las diluciones, se agregan 25 ul de gidbulos rojos de rata al 0.8 % en DGV, se incuba 1hr
a 37°C y se comparan los resultados con la siguiente tabla 5.

TABLA S
TIPIFICACION POR HEMAGLUTINACION "%
GRUPO SUBGRUPO HA rata HA mono
A N - -
B | . +
[ m - *l-
D il + -
Ee« [{] +f- -
F» 1] +{- -

* Estos dos grupos no se pueden distinguir por pruebas de HA pues causan enfermedades
gastrointestinales y presentan oiro tipo de caracteristicas morfologicas que los hacen diferentes a todos los

demis grupos de Ad.
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3.5.2. TIPIFICACION POR ENZIMAS DE RESTRICCION

3.5.2.1 EXTRACCION DE DNA VIRAL:

¢ Observar el ECP 4+ en la monocapa de células Hep-2, se cosecharon las células por pipeteo
continuo junto con el medio de mantenimiento y se recolectan, la rmuestra fue sometida
cuatro ciclos de descongelacién a -70°C, con a finalidad de romper las células y dejar a las
particulas virales libres en el sobrenadante.

¢ Centrifugar la muestra a 300 g por 10min,

0 Tomar alicuotas de 500ul de sobrenadante para ser extrafdos {minimo 4 tubos ependorff por
muestra)

0 Adicionar RNAsa libre de DNAsa {Boehringer Mannheim) en una concentracion final de 0.1
mg/mi y se incubo a 37°C por 30 min.

¢ Una vez obtenido el DNAv, hacer la leclura en el espectrofotometro a una longitud de onda de
260 nm, para conocer 1a concentracion y la pureza, se elaboro un gel de agarosa al 1.2% para
comprobar que se trata del material genético viral, poniendo la muestra y un marcador del PM,
el utilizado es un bacteriéfago famba con un patrén de bandas en base a la enzima de

restriccion Hind (1.

3.5.2.2, ELECTROFORESIS.

1.- Prepar 250 m! de amortiguador TBE (Tris-Boratos-EDTA} 1X.

2.. Pesar 0.36 gramos de agarosa (1.2%) y se disuelven en 30 mi del amortiguador anterior.
Calentando en el horno de microondas en power 1:30 min.

3.- Agregar bromuro de etidio {10mg/mi) y se vacia en la placa de la camara minisub.

4. Mezclar 3 mi de muestra con 2 mi de azul de bromofenol y se cargo el gel.

§.- Correr el gel a 120 volts por 30min {hasta que ef primer colorante este a 1cm de salir del gel)

6.- Revelar el gef corrido anteriormente con la ayudade U V.

3.5.2.3 DIGESTIONES ENZIMATICAS
La enzima que se utilizd para efaborar las digestiones enzimalicas sobre el ADN del Ad
fue la Hind N (Haemophilus Infiuenza) de los laboratorios Promega, la cual corta en los sitios!
5 AMAGCTT ..J¥
. .TTCGAA..S
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Colocar aproximadamente 5 pl de DNAv. en un tubo ependorff de 0.8 ml, adicionando
previamente las cantidades de amortiguador Hind Ill 1ul y agua destilada estéril 12 pl. Se deja
incubar por 1 hr toda la mezcla de reaccion deteniendo la digestibn enzimatica agregando 1ml de
EDTA 1M pH 8, y se procede 3 la elaboracion de la electroforesis de acuerdo al protocalo
descrito en e! punto 3.3.52.2. los patrones obtenidos son comparados con los pesos
moleculares reportados en diferentes literaturas mencionados en la tabla 6.

Tabla 6. Fragmentos de restriccién con
Hind lI de Adenovirus * ' **

.. AdBC JAdBD: Ad10 »Ad193; Ad19A FAd3T:

v 365 U522 84 HBAR 84 HBaM

307 ;474 575 5515w 675 %5;12%

- 4.86

2.56 4.34
2.28 434 ~ 2.15
21 135 1.35
1.44 1.10 1.10

20




RESULTADOS




CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1. IDENTIFICACION DE ADENOVIRUS.

De 25 muestras seleccionadas por IFAd en células epiteliales, se obtuvieron 64%
de positividad (16/25). Al tolal de muestras se les realizd CC para obtener el aislamiento de los
virus, los resuftados muestran un 94% de positividad (23/25) a la prueba de IFAd en cultivo
celuiar Hep-2 (Fig. 5).

En la figura 6 se observa el ECP del Ad como células redondas en células Hep-2 que no
presentaron agregacion celular, el tiempo promedio en el cual se observo la presencia det ECP
4+ fue de 24-48 hrs. El desprendimiento de la monocapa era evidente, o cual indicaba que la
muestra podia ser cosechada, para realizar las pruebas de IFAd para células de CC y HA.

Una vez comprobada la presencia del Ad en la muestra se realiza la titulacién viral.
obteniendo un titulo de minimo de 10 ** y un maximo de 10 7® TCIDy, {(calculo obtenido de la
formula reportada en la seccion de metodologia), dentro de la bibliografia se establecen titulos
de 10* -10” TCIDg en cétulas HEK a los 14 dias V7.
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4.2. TIPIFICACION

4.2.1. Los resultados obtenidos en la fipificacion por grupo y subgrupo obtenidos de la prueba

de hemaglutinacitn se resumen en latabla 7 .

TABLA 7 RESULTADOS GENERALES

ESTADO GRUPOD SUBGRUPQ
Chiapas i B D
Hidalgo I D
Jalisco ] D
México i C E
Nayarit il D

Nuevo Ledn ] D

Caxaca it B CDE
Pueblas ] D

Querstaro Il D

Tamaulipas I B CDE

Veracruz ] D

En los resultados anteriores se obtuvieron grupos gue se descarian por ser agentes etiologicos
de infecciones en tracto respiratorio (grupo A) o que son caracteristicos de otras patologias como son el
caso de Iransplantes o como agentes causales de enfermedades entéricas (grupo F), los demas grupos
reportados son Ios posibles grupos involucrados como agenies causales de conjuntivitis adenovirica

reportados hasta la fecha.

422 Para cbtener un buen patron de digestion enzimatica se recomienda en la literatura
manejar de 3 a 5 mg de DNA para cada digestién. Con la técnica utilizada se obtenia 2m! de
muestra con una concentracion de DNAv de 1.9 a 34.1 mg/ml (1.8x10° - 3.41x107 mg/ml) con
una pureza del 62 al 80%, para poder corroborar la cantidad de DNA presente se elabord un gel

donde la intensidad de ia banda obtenida es proporcional a la concentracién de la muestra™ ",

El PM del DNA del adenovirus se sitia en el rango de 23,000 pb (Fig. 9). Esta banda esta
stle en las extracciones de las muestras inoculadas y que dieron positivas para las pruebas
descritas anteriormente, el DNA celular se ubica en fa parte superior del gef cercano al origen ya
que por ser un DNA de alto peso molecular no puede migrar (Fig 10) tan facilmente, por eso se
puede confirmar la presencia del virus ya que el peso de la banda corresponde al reportado en la
literatura que es de 23,000 pb * ' %% 3% 3.8 £y ocho de las 25 muestras totales se omiti6 el
uso de RNAsa por la falta de dicho reactivo, pero se siguié elaborando la extraccion con forme al
protocolo ya establecido, en esas ocho muestras se encontrarsn dos que presentan una banda
bien definida localizada en el rango de 6557 a 9416 pb (Fig. 11), el peso molecular de esas
bandas es similar al descrito para €l material genético de los virus pertenecientes a la familia de

1

fos picomavirus como fos enterovirus 70, coxsakie y echovirus ° | el PM de los materiales

genéticos de los enlterorvirus es de 7400 pb, que pueden ser agentes causales de conjuntivitis
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hemorragica y pueden presentarse en conjunto can el adenovirus en tal patologia, La presencia
simultdnea de los dos virus se observa en la Fig. 15 donde se aprecian dos bandas una de
23,000 pb y otra de aproximadamente 7000 pb , fa banda de 23,000 pb que corresponderla al Ad
se muestra muy tenue, con ello se puede intuir que hay muy poca cantidad de DNA del Ad y el
material genético més abundante seria el de 7000 pb que en este caso corresponderia a un
RNA. que al ser tratadas con ribonucleasa 1mg/ml las bandas son eliminadas. Dentro de los
geles de agarosa de DNA total (fig.16) se pueden observar dentro de los camiles, estos barridos
pueden corresponder a degradaciones del material genético depositado en los carriles, tales
degradaciones pueden deberse a que el material genético no es estable en esas condiciones y
por tanto tiende a degradarse. Esto no se puede afirmar con tan solo observar una banda en un
gel sino que debe respaldarse con las pruebas inmunologicas, serologicas o de PCR para poder
confirmar la prencia de otro virus ademas de Ad dentro de la infeccién. La intensidad de bandas
que se nota en un gel es proporcional a a cantidad de DNA presente en la muestra por tanto es
un patron cualitativo para deteminar aproximadamente la cantidad de material genético presente.

Al obtener DNA celular (Fig.13) se comprobd que fa técnica funcionaba de manera
adecuada. El DNA celular se utilizo como control negativo ya que la banda observada de 23,000
pb corresponde al peso molecular del matenal genstico del Ad, ya que hasta la fecha no
contamos con la cepa tipo para poder utilizarla como centrol positivo.

La utilizacién de Hind Il permitio observar un patron de bandas constante para todas las
muestras que se pudieron lipificar (2 muestras) ya que la concentracion de DNAv presente en la
muestra era el minimo necesario para poder llevar a acabo una digestién enzimdtica, fos
resultados obtenidos fueron comparados con los PM de la tabla 6.

La técnica de Biologia Molecular es utilizada por la epidemiologia molecular para obtener
datos mas certeros del tipo de Ad que afecta 2 una determinada poblacidn asi como detectar
cambios en el genoma viral através del tiempo. La técnica de hibridizacion y digestion
enzimaticas es muy costosa y requiere de mucho tiempe para su elaboracion por tanto su uso en
el diagnéstico es muy dificil para ello se utiliza mejor la IFA, que es rapida y de un costo menor a

la digestion enzimatica.
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EFECTO CITOPATICO EN CELULAS Hep-2

Fig 7. Monocapa normal de células Hep2

Con 24hrs de crecimiento pase 94, las células fueron crecidas en
medio CMEM al 10% de suero fetal bovino, observadas en
microscopio dptico con 10X de aumento y 10X de lente

Fig. 8. Efecto citopatico en células Hep-2.

Célslas con 24 hrs de infeccidn, las células presentan
redondamiento y tienden aigunas de eflas a agruparse en forma de
racimo de uvas, algunas de ellas ya no sefractan la luz lo cuat
indica ia muerte celular, las cdlulas estin en medio CMEM de
mantenimiento.
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INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA
iDENTIFICACION DE ADENOVIRUSEN
CELULAS DE CULTIVO CELULAR

Fig. 11 Muestra positiva de
adenovirus

Las células tefiidas de rojo indican células normales o sin ninguna infeccion por Ad.

Las células con inmunoflorescencia verde representan células infectadas por adenovirus.
Las muestras se abservan at microscapio de inmunofiuorescencia a objetico de 100X y
lente de 10X,

Ei control positivo muestra células Hep-2 sin inocular, las células fuercn tomadas al
momento de realizar un pase de cultivo celular, tomadas del boton de la muestra
centrifugada
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RESULTADOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Fig. 12 Gelde agaiosa 1.2%.

Caril 1: Marcador de PM X DNAHind Ill,

Carril 2: Mueslra de DNAv tolal México

Carril 3; DNA tolal muestra de Oaxaca. Cortada
con Hind Il

Cari  4:Materizl genéico total muestra de
Veracruz

. Carril 5: Digestién de la muestra de Veracruz con
' Hind I}

Carrl : Patran da bandas obtenido con Hind IIl,
muestra da México.

i)
T
bis
ik

Fig. 13. Gel de agarosa &t 1.2%
Cagril 1. Marcador de peso molecular lamba

- Carril 2.DNA total extraidos por la técnica
sin precipitacién del DNA celular desde el
principio de la metodologla. La primera
banda representa a un DNA de allo peso
molecular (ONA celular)l. La segunda
banda es ef DNA del Ad. El cual tiene un
PM aproximado a 23,000 bp
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Fig. 14. Gel de agarosa 1.2%. Carmil 1y
4 marcadores de peso molectlar lamda,

Carril 2. Muestra de Tamaulipas, exiraida
sin RNAsa.

Carrid 3. Muestra de Tamaudipas, extraida
utiizando RNAsa.

* Fig 15. Gelde agarosa 1.2 %.
Carrl 1: Marcador de PM & DNAMind I,
Caril 2; Muestra de DNAv total Tamautipas, se
cbserva ia presencia de dos bandas una de
23000 kb comrespondiente al malerial genético
del adenovirus, y 1a de 7,000 kb correspondiente
a un enterovirus, se puede apreciar la diferencia
de intensidades entre ias dos bandas siendo [a
mas intensa la de 7,000 kb
Carrl 3: DNA total muezstra de Oaxaca
Carril 4: DNA total de células Hep-2
Carl5: Matenial genético lotal muestra de
Hidalgo
Camil 6: Digeslibén de {a muestra de Tamaulipas
del caml nomero 2 con RNasa, se observa la
eliminacién de la banda de 7,000 Kb

1 2 3 4 56 7 8




CAPITULO IV. RESULTADOS

pb

a

4,361

Fig.16 . Caril 1 maracdor de peso
molecular lamda.

Carril 2. Muestra de DNAv fotal de
Ad

Caril 3 muesta de DNAv total de Ad
Caril 4 muestra de DNAv tolal Ad
Canil 5 muestra de DNAv lotal Ad
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CAPITULO V
DISCUSION DE RESULTADOS

El Ad puede ser identificado por técnicas como: inmunofluorescencia, inhibicidn de la
hemaglutinacion, hemagtutinacién con glébulos rojos de rata y de mono Rhesus y actualmente el
PCR identifica el tipo y subtipo viral. Estos virus se propagan en cultivas celulares, en lineas
Hep-2, Hel.a, HK, observandose como ECP la formacion de células redondas desprendidas de la
mongcapa celular, distribuyéndose en racimos, las pruebas mencionadas anteriormente son
compartidas con los entercvirus, virus que también pueden causar CHA, la unica opcién para
podertos diferenciar es por IFA y por técnicas de biclogfa molecular *#101213202333

Como se puede observar con las pruebas de rutina es dificil conocer la presencia de
enterovirus ya que el ECP es similar, Al ser susceptibles ambos virus a propagarse en células
Hep-2 se estarian propagando ambos virus, al hacer la titulacion vira! el resultado obtenido es la
surna del numero de particulas infectivas de Ad y de enterovirus ya que los dos son capaces de
dar un ECP similar. La aparicion tan rapida de ECP puede deberse a mdltiples factores como
cantidad de indculo, cantidad de particulas infectivas, titulo viral, esto principaimente a partir del
segundo pase, en el caso de las muestras originales depende de la toma de muestras y el
transporte de la misma; otra opcidn es la presencia de dos virus, en el caso de los enterovirus
completan su ciclo de infeccidn celular de 12-24 hrs y el Ad en aproximadamente 48 hrs. En la
bibliografia se reperta la aparicién del ECP en células Hep-2 para adenovirus en 7 dias y para
enterovirus en 48 hrs. Las muestras cosechadas presentaban un ECP 4+ en 48 hrs., y ademas
un fitulo viral alto al reportado experimentalmente (10 ** - 10 ™** TCIDy,) de lo cual se podria
decir de una mezcla de virus provocando el misme ECP y un aumento en el titulo viral '* ',

En la IFAd para Ad se utilizo un Ac monoclonal anti-hexon, esto hace que dicha prueba
presente un 98% de especificidad eliminando la posibilidad de una reaccién cruzada con algin
tipo de enterovirus. Gracias a esta prueba se confirmo la existencia de Ad en las muestras

inoculadas en cultivo celuiar™

La técnica de HA es muy general ya que identifica 6o el grupo y subgrupo de Ad y no da
informacion sobre el tipo, pero nos sirve de referencia para suponer los tipos se esperandos en la
tipificacion y asi reducir el campo de bisqueda. La mayoria de los resultados de HA coinciden
con los grupos esperados, ya que ademas del grupo B que es el responsable normaimente de
brotes epidémicos de CHA, se encontraron otros grupos con los tipes AdS, 19 y 37 (subgrupo D)
{EKC), AdS (subgrupo C) o Add {subgrupo E), se han visto involucrados en casos espéradicos
de CHA. Los grupos A y F de Ad no se encuentran usualmente en los brotes de conjuntivitis
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porque presentan tropismo, causando exclusivamente enfermedades gastrointestinales y

respiratorias, 15173

En el caso de los resultados de las hemaglutinaciones que no coinciden con los grupos
con los tipos virales causales de conjuntivitis, se puede deber a modificaciones en las secuencias
de aminoacidos de la fibra. Las propiedades de hemagiutinacién de ¢ada uno de los tipos de
adenovirus caen en los componentes caracteristicos presentes en sus fibras, por tanto,
pequefias modificaciones en las secuencias de aminoacidos pueden cambiar las propiedades de
hemaglutinar con un determinado tipo de eritrocitos, por eso es posible encontrar reacciones
cruzadas en la prueba (con los grupos A y F) que en este caso particular se descartaron por ser

grupos no involucrados en la CHA'™ ' %2,

En los geles de agarosa de 1.2% (fig 16) [a banda de 23,000pb de acuerdo a los datos
reportados corresponde at Ad; sin embargo en Ires muestras se observd una banda adicional de
7000pb que posiblemente corresponderia a un virus de la familia de fos enterovirus (enterovirus
70, coxsakie y echovirus), los cuales son agentes causales de conjuntivitis hemorragica. Las
infecciones mixtas en la CHA son muy frecuentes, en estas infecciones se pueden encontrar
diferentes virus involucrados como una infeccidn mixta. La presencia de algun tipo de
enterovirus se evidencié por la técnica electroforesis de los materiales genéticos extraldos

(Fig.14}*".

En algunos geles no se observo la banda de 7000 pb, esto probablemente debio al
protocolo de extraccidn utilizado. Dicha banda probablemente correspande a un RNA y esto se
pudo corroborar al someter a la misma muestra a un tratamiento de RNAsa y observar la
desaparicion de la banda, quedando unicamente la banda de 23,000 pb del Ad. (15), estas
evidencias pueden sugerir que en el brote de CHA en México de 1998 exite probablemte una

infeccion mixta, en toda o quizas en algunas regiones especificas del pais.

La poca cantidad de ONAv totat {1.9x10° - 3.41x107 mg/mi} obtenida al final de una
extraccion fue insuficientes para poder realizar una tipificacion adecuada, et DNAv oblenido era
insuficiente como para poder apreciar bandas de digestion enzimatica en un gel de agarosa. En
la literatura se recomienda trabajar de 3-5mg de DNA total con una pureza del 80%.
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Se logrd obtener dos patrones de digestion con Hind il utilizando 8m! de muestra, el cual
de acuerdo a los datos reportados en |a tabla 6 el tipo de Ad presente en esa muestra es ef tipo
7. que es un tipo viral muy frecuente en CHA. Para poder confirmar el resultado se necesita
obtener diferentes patrones de digestiones con diferentes enzimas como Sma |, Bg! ILBstE Il y
BamH |. Los cortes con las enzimas mencionadas anteriormente no se realizaron, sélo se realizo
con Hind |l como resultado de la poca cantidad de DNA obtenido de las extracciones haciendo

imposible los cortes enzimaticos.

Si se logran completar los patrones de bandas restantes Smal, Bgl il, BSiE Ly BamMH | se
puede confirmar la presencia dei tipo adenoviral en ia muestra, esto es de gran utilidad al analizar
patrones completos, se pueden observar las variantes entre tipos de adenovirus y sobre todo
conocer con exaclitud el tipo de Ad presente en las muestras de los estados de la repiblica que

presentaron brote de conjuntivitis.

La técnica de digestiones enzimaticas es muy dificil que se utice como técnica de rutina
para el diagnéstico aunque es una técnica muy sensible resulta ser muy costosa y es muy
laboriosa de realizar a comparacion de la IFA que sin duda seguira siendo el arma para
diagnisticar confiable y rapidamente. La Biologla Molecualr es aplicada en la Epidemiologia
molecular con el fin de recaudar datos mas exactos sobre los cambios que sufre un virus através

del tiempo y en que poblaciones se presenta.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES
¥ RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El agente causal principal del brote de CHA es el Ad el cual se encuentra presente en todas
las muestras analizadas y posiblemente en casos esporadicos un enterovirus cuasando una

infeccion mixta en esas entidades.

E! Ad encontrado en algunas de las muestras clinicas de pacientes que presentaron algin
cuadro de conjuntivitis fue el Ad7, para confirmale se necesita completar una serie de minimo
cinco enzimas diferentes con la misma muestra (Smal, Bgl il, BstE Il, Hind iy BamH )} para estar
100% seguro del tipo y subtipo de Ad, sélo fue posible hacer la digestion con una sola enzima por
la poca cantidad de DNA obtenido en las extracciones.

Se logro aisfar todas la muestras diagndsticadas como positiivas por IFAd en células Hep-2,
encontrandose un titulo viral en ias cajas de cultive de 10 %2 . 10 2*" TCIDs,,

En la tipificacion por grupo se encontro gue el Ad presente en ellas pertenecian a los grupos
B,C.D y E en donde se ubican los tipos de Ad que pueden causar un tipo de CHA.

Es frecuente encontrar mezclas de diferentes virus en un brote de conjuntivitis, por tanto no
se puede hablar de un agente eticlogico unico. En el caso del brote de conjuntivitis hemorragica
en México en el afio de 1998 se encuentran adenovirus y posiblemente enterovirus como un

agente causal del brote,

Las técnicas de biolegia molecular son de gran utilidad para poder identificar con mayor
exactitud a posibles agentes involucrados en una muestra, sin tener la limitante de identificar
exclusivamente al agente para el cual fue disefada alguna técnica descrita (IFA), que a pesar de
ser téenicas con gran especificidad poseen la limitante de pasar por alto la presencia de algun

ofro agente viral.

£l analizar el material genético de cualquier microorganismo nos permite identificarlo con
gran especificidad aunque para la validez total de tales resultados se necesita contar con el
apoyc de otras técnica inmunoldgicas o serologicas que apoyen por completo los resultados .
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La utilizacién de una técnica en Biologia Malecular es de gran utilidad para identificar los
agentes etioldgicos involucrados en una determinada patologla, para obtener datos
epidemiolégicos muy confiables detectando asl otros posibles agentes que estén involucrados en

un brote.

Las técnicas como IFA son muy utiles dentro del diagndstico de rutina de una laboratorio ya
que son rapidas e identifican el agente para el que estan disefiados con gran especificidad,

6.2 Recomendaciones:

¥ Trabajar todas las muestras registradas como casos de conjuntivitis hemorragica en el
laboraterio de Ira's en el INDRE con la finalidad de localizar el total de muestras que
presentan una infeccion mixta entre Ad y enterovirus.

v Realizar las pruebas de rutina para enterovirus para demostrar la presencia del mismo de
forma separada.

v Tratar de tipificar al tipo de enterovirus (enterovirus 70, coxsakie A24 echovirus) presente en
las muestras positivas para dicho virus mostradas en el presente trabajo.

¥ Realizar la cosecha viral en cajas de 120 em? , para obtener mayor numero de particulas
virales y como consecuencia obtener mayor cantidad de DNA para realizar 1as digestiones
enzimaticas .

v Realizar los cortes enzimaticos con las enzimas Sma ), Bgl 1,BstE It y BamH | para confirmar

el tipo de Ad sugerido en el presente trabajo.

En este presente trabajo sirve de parte aguas para la conclusién de un trabajo completo
de investigacion relacicnado con la epidemiologia molecular, donde se incluye el tipo presuntivo
de Ad que pudo estar involucrado en el brote de CHA en el pals, es de esperarse que al
momento de completar los patrones de bandas o al analizar todas las muestras registradas
durante el brote para un analisis epidemiologico se encuentren mezclas de diferentes tipos de Ad
en las muestras ya que en |a literatura se han reportado con frecuencia dichos casos y ademas

mezclas con otros virus como es el caso de los enterovirus.
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ANEXO |
PREPARACION DE SOLUCIONES
Y REACTIVOS.

= Azul de bromofenol: Preparar una solucién al 0.25% de azul de bromofenol (Sigma) en
glicerol (Becker) al 35%.

= Bromuro de etidio: 10mg/ml: Disolver 100mg de bromuro de etidio (Behringer Manhem) en
10ml de agua bidestilada estéril.

= Buffer de fosfatos para inmunofluoresencia: pesar 8g de NaCi (RPQF), 0.2g KCl, 1.15g
NaHPO, (RPQF), KH,PO, (RPQF) 0.2g aforar a un litro en agua destilada. Adicionar 0.1ml de
Tween-20 (Sigma) a la solucién anterior.

= Buffer TBE 10X Disolver en agua bidestifada 108g de Tris-base (SIGMA), 27.59 de acido
borico (Becker) y 6.8g de EDTA (SIGMA) aforar a un litro y calibrar la solucién a pH=8.3

= Cloroformo:alcohol isoamilico 24;1; En una probeta se mezclar 96ml de cloroformo
{Monterrey) y 4ml de alcohol isoamilico (Merck).

= CMEM_de crecimiento para células Hep-2: 10% de suero fetal bovino (GIBCO), 2.5%
bicarbonato de sodio ({(BioLab), 1.5% hepes (BioLab), 1% antibidtico
(Penicilina/Estreptomicina 10,000U/mi) (GIBCO), medic MEM firado, cuanto baste para
completar un volumen de 100mi.

= CMEM de mantenimiento para células Hep-2: 2 5% Bicarbonato de sodio (Biolab), 1.5%
hepes (Biotab), 1% antibidtico {Penicilina/Estreptomicina 10,000U/mi} (GIBCO), medio MEM
filtrado, cuanto baste para completar un volumen de 100ml,

— Dextrosa-Gelatina-Veronal (DGV) buffer pH=7.3: Pesar: 4cido barbitirico 0.58g, gelatina 0.6g,
barbital sadico 0.38g, CaCl; 0.02g {(RPQF),, MgSQ,. 7H;0 0.12g (Merck), NaCl (RPQF), 8.5g
y dextrosa 10g, aforar a un litro en agua destilada, esterilizar previo a su uso. El barbital y 1a
gelatina son disueltos por separado en 250ml de agua con calor y una vez disueitos se
mezclan con fos demas reactivos.

= Gldbulos rojos al 0.4%. Para preparar una 100 ml de solucitn, se pipetean 400m| de glébulos
rojos de mono o de rata y se colocan en un matraz Herlen Meyer que contenga 99.6 ml de la
solucién de DGV preparada anteriormente se mete a refrigeracion hasta el momento de
utilizarse.

= MEM: Disolver en agua bidestilada estéril 9.98g de MEM (SIGMA) en polvo, filtrar y almacenar
en 4°C hasta su uso.

= Proteinasa K 10mg/ml: Pesar 200mg de proteinasa K {GIBCO) y disolver con agua bidestilada

estéril hasta 20ml. Alicuotar y mantener a -20°C.
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