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Objetivo: Correlacionar las manifestaciones clinicas de la conjuntivitis folicular con
serotipos de adenovirus.

Métodos: Se estudiaron 53 pacientes en quienes se evaluaron parametros compatibles
con un diagndstico probable de conjuntivitis folicular. Muestras de raspado del saco
conjuntival inferior de cada paciente, fueron procesadas para identificar adenovirus por
medio de la PCR genérica. Los serotipos fueron identificados por una Nest-PCR-RFLP
y una PCR-Multiplex. El analisis estadistico se hizo con estadistica descriptiva. La
correlacion entre los datos clinicos y los hallazgos de laboratorio se realizd6 mediante
analisis de Chi cuadrada.

Resultados: La quemosis severa tubo una relacion estadisticamente significativa con
los datos de positividad por PCR genérico (P<0.01). La Nest-PCR-RFLP permiti6 la
identificacion de Ad3 (subgénero B) en 11 de la muestra estudiada, mientras que la PCR
multiplex revel6 la presencia del serotipo Adl en dos muestras y 16 muestras
presentaron del serotipo Ad2, ambos pertenecientes al subgénero C. El estudio
estadistico de los datos clinicos, pudo relacionar la existencia de faringitis con los
serotipos pertenecientes al subgénero C de adenovirus (P<0.05).

Conclusiones: Este es el primer reporte de infeccion oftdlmica por adenovirus en
Meéxico; y muestra que la presencia de quemosis severa y de faringitis, son datos
exploratorios que podrian identificar una infeccion verdadera por adenovirus. El resto
de las manifestaciones clinicas investigadas no brindan orientacion clinica para inferir la
etiologia. La utilizaciéon de la PCR y sus modificaciones, asi como el andlisis de
restriccion, fueron herramientas ttiles para la identificacion y caracterizacion de los
subgéneros B y C de adenovirus.

Palabras Clave: infecciones oculares, Conjuntivitis, Adenovirus, epidemiologia
molecular, PCR.

Introduccion:

De los principales motivos de consulta en la practica médica, tanto
general como oftalmoldgica, se encuentran las conjuntivitis (39). Estas se
caracterizan por la inflamacién de la capa de tejido que recubre la superficie
ocular y la cara interna de los parpados llamada conjuntiva (7). Las conjuntivitis
de etiologia viral es la mas frecuentes (5. Los Adenovirus son los agentes
etiologicos  responsables hasta en el 91.5% de los casos (gg). Otros
microorganismos tales como Herpes Simple, Varicela Zoster, Enterovirus y
Chlamydia trachomatis producen manifestaciones clinicas parecidas (7). Los
adenovirus pueden producir tres tipos de cuadros clinicos: Conjuntivitis
Folicular, Queratoconjuntivitis epidémica y la fiebre faringoconjuntival. (3 11)

Las manifestaciones clinicas pueden causar desde leves y ocasionales
hasta severas y cronicas, pudiendo permanecer varios meses (),
constituyéndose como una causa importante de absentismo escolar y laboral
©)- Dentro de las manifestaciones leves se encuentran la sensacion de cuerpo
extrafno, dolor, fotofobia, quemosis irritacion ocular, comunmente presentarse
los pacientes como ojo rojo, lagrimeo, disminucién de la agudeza visual,



manifestada comunmente como vision borrosa. (3 7y En las manifestaciones
clinicas mas graves se encuentran la formacion de pseudomembranas (3 7),
ptosis (3), infiltrados subepiteliales (3 7), iridociclitis (3) y disminucion importante
de la agudeza visual. 2 3

Los adenovirus fueron aislados por primera vez por Rowe y col en 1953.
(10) Actualmente existen 51 serotipos de adenovirus identificados, que se
agrupan en 6 subgeéneros (A ala F) (16,11) de acuerdo a sus caracteristicas
fisicoquimicas, oncogenicidad, patrones de hemoaglutinacién y homologia en el
DNA (12,6,11) Estos virus pueden sobrevivir durante varios dias en superficies
plasticas, metales y tejido de cicatrizacion (s). Los pertenecientes al subgénero
C (Ad1, Ad2, Ad5 y Ad6) se aislan hasta en el 59% de los casos de infecciones
de vias respiratorias (1). Los tipos identificados, como responsables de la
mayoria de los casos de conjuntivitis foliculares son el Ad2, Ad3, Ad4, Ad5,
Ad7, Ad8, Ad11, Ad13, Ad14, Ad15, Ad19, Ad21, Ad34 y Ad37 (5,10,11) LOS
agentes mas frecuentes de casos esporadicos son el Ad3 y Ad4 (19, mientras
que los casos epidémicos se atribuyen las especies pertenecientes al grupo D
(Ad8, Ad19 Yy Ad37) (2,10

Actualmente es imposible identificar el subgénero de adenovirus y
mucho menos el serotipo, con base en las manifestaciones clinicas. El objetivo
de este estudio fue hacer la revision sistematica de todos los pacientes que
acudieron al servicio de oftalmologia integral de nuestra institucion, con signos
y sintomas compatibles con conjuntivitis folicular, correlacionandolos con los
serotipos de adenovirus, identificados mediante pruebas moleculares como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), PCR-anidado (Nest-PCR) y
analisis de restricciéon (RFLP).



Métodos y Pacientes:

El protocolo fue revisado y aprobado por el comité cientifico y de bioética

de la institucion. La muestra comprendié 53 pacientes con sintomatologia
compatible con un diagnostico probable de conjuntivitis folicular del 1 de abril
2005 al 1™ febrero 2006. Se incluyeron a todos los pacientes mayores de 15
afios y que hubieran firmado un consentimiento informado. Se hizo un registro
de cada paciente y se obtuvieron los siguientes datos: nombre, edad, direccion,
teléfono, diagndstico inicial, ojo afectado (derecho, izquierdo o ambos 0jos),
intensidad subjetiva en escala de 0 a 10, calificada por el propio paciente del
dolor, ardor, fotofobia y prurito. Y la existencia o ausencia de sensacion de
cuerpo extrafno. A la exploracion fisica se registro la presencia de membrana,
pseudo-membrana o ausencia de la misma. La calificacion del ojo rojo y de la
quemosis se realizé por el explorador de manera objetiva. Dividiéndose para su
reporte en Leve, moderada y severa, dependiendo de numero de cuadrantes
de la superficie ocular afectados.
Considerandose como leve cuando estuvieron 2 cuadrantes afectados,
moderada cuando estuvieron afectados de 2 a 4 cuadrantes y severa si se
afectan mas de 4 cuadrantes. Los fondos de saco, tanto inferior como superior,
también fueron considerados como cuadrantes. El lagrimeo se valoré en
escala de leve moderado o severo de acuerdo al numero de veces que
necesite el paciente limpiarse las lagrimas al dia. 2 veces al dia es leve, 2-4
veces es moderada y mas de 4 veces es severo. Las manifestaciones
extraoculares exploradas fueron: La existencia de Descarga nasal anterior,
adenomegalias (cervicales anteriores, submandibulares y periauriculares) y
faringitis. Se tomd control fotografico de los casos severos con camara digital.
Todos los cuestionarios y las exploraciones fisicas fueron llevada a cabo por un
solo médico entre el dia cero al dia dos del diagnéstico. El andlisis estadistico
se realizé con estadistica descriptiva y la correlacion entre los datos clinicos y
los hallazgos de laboratorio mediante analisis de Chi cuadrada.

Muestras clinicas. La toma de la muestra a cada paciente estudiado, se
realizé haciendo un raspado de saco conjuntival inferior utilizando un hisopo de
arginato de calcio, el cual se introdujo posteriormente en un medio de trasporte
conteniendo 50mg/ml de gentamicina, 500U de penicilina-estreptomicina/ml,
fungizona 1mg/ml y 5% albumina sérica bobina en un buffer de Hank.

Extraccion de DNA. La extraccion de ADN se realizé con el mini kit QlAamp
segun protocolo de Quiagen (QIAGEN, Sciences. Meryland, USA). El material
genético fue almacenado a -20°C hasta su identificacion.

PCR geneérico. Los oligonucleétidos ADRJC1 y ADRJC2 fueron usados para
amplificar un producto de PCR de 140pb (Tabla 1). Este amplificado
corresponde a una region altamente conservada del ADN que codifica para la
proteina que constituye a los capsdmeros de todos los adenivirus. Como
controles se usaron Ad1, Ad2 y Ad5, aislados de pacientes con Infeccion
Respiratoria Aguda, previamente caracterizados. Cada reaccion fue hecha
segun el protocolo de Elnifro EM y cols (11), en un termociclador GeneAmp
PCR System 2400 (Perkin Elmer Co. Norwalk, Connecticut). Los productos de
PCR se analizaron en geles de agarosa al 1.5% tenidos con bromuro de etidio



(1ug/ml). Se us6 como marcador estandar de pesos moleculares el Ready-
Load 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, L.T.).

Tipificacion de adenovirus por Nest-PCR-RFLP. Con el fin de identificar los
serotipos responsables de la infeccion; a las muestras positivas en el PCR
genérico, se procesaron para Nest-PCR segun protocolo de Saito-Inagawa vy
cols. Los oligonucledtidos AdnU-S” y AdnU-A (Tabla 1), amplifican una
secuencia del gen de la proteina exon que comparten los adenovirus Ad2-8,
Ad11, Ad14, Ad19, Ad37, Ad40 y Ad41. Los amplificados se sometieron al
analisis de restriccion (RFLP), con las enzimas Eco130I (Styl), BsuRI (Haelll)
(Fermentas LC; ER0411 y ER0151 respectivamente) y Hinf | (Promega Corp;
R6101). Los protocolos de digestion se realizaron de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Los productos de digestion fueron corridos en
electroforesis, en un gel de agarosa al 1%, 50 Volts/2 h y tefido con bromuro
de etidio. (11y Como marcadores estandar de pesos moleculares se uso el Low
Mass Ladder (Invitrogen, L.T.) y $X174DNA/Hae Il (Promega, Corp.).

PCR multiplex especifica para el subgénero C. Se usaron olinonucledtidos
que reconocen el gen que codifica para el filamento de los adenovirus Ad1, Ad2
y Ad5 del subgenero C. El olinonucleétido AACF, es comun en los tres Ad y los
oligonucledtidos Ad1R, Ad2R y Ad5R (Tabla 1) pertenecen al ADN que codifica
el flamento de los serotipos correspondientes. EIl PCR multiplex permitio la
obtencién de los amplicones de 630pb, 204pb y 455pb, correspondientes a los
serotipos Ad1, Ad5 y Ad2 respectivamente. Fueron usados como controles
Ad1, Ad2 y Ad5, aislados de pacientes con Infeccion Respiratoria Aguda,
previamente caracterizados. Cada reaccion fue hecha segun protocolo
Adhikary AK y cols. (12) y se llevo a cabo en un termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer Co. Norwalk, Connecticut). Los productos de
amplificacion fueron separado en un gel de agarosa al 1.5 % y tefiido con
bromuro de etidio (1ug/ml). Como marcador estandar de pesos moleculares se
uso el Low Mass Ladder (Invitrogen, L.T.)

Tabla 1. Oligonucleétidos genéricos y serotipo-especificos

Tipo de Nombre Secuencia (5°-3’) Tamario del
PCR amplicon (pb)
Genérico
ADRJC1 | 5’-GACATGACTTTCGAGGTCGATCCCATGGA-3’ 140
ADRJC2 | 5’-CCGGCTGAGAAGGGTGTGCGCAGGTA-3’
Nest-PCR
AdnU-S" | 5°-TTCCCCATGGCNCACAACAC-3 956
AdnU-A | 5°-GCCTCGATGACGCCGCGGTG-3
PCR-
multiplex
AdCF |5-TGCTTGCGCTHAAAATGGGCA-3’
Ad1 Ad1R |5-CGAGTATAAGACGCCTATTTACA-3’ 630
Ad2 Ad2R |5-CGCTAAGAGCGCCGCTAGTA-3’ 204
Ad5 Ad5R | 5-ATGCAAAGGAGCCCCGTAC-3’ 455

Tablal: Los olinonucle6tidos ADRJC1 y ADRJC2 corresponden a una secuencia del gen que codifica para la proteina exon de los
capsomeros de Adenovirus (j5. AdnU-S” y AdnU-A son comunes para 14 serotipos (1. AdCF es comun en el subgenero C y AdIR,
Ad2R y Ad5R son olinonucleotidos serotipo especificos encontrados en el gen que codifica para el filamento ;3.




Resultados:

Se encuestaron y revisaron 53 pacientes (73 o0jos). Todos presentaron
manifestaciones clinicas infeccién por adenovirus (Foto1 y 2). Quince pacientes
tuvieron afectado el ojo derecho (28.3%), 18 el ojo izquierdo (33.9%) y 20 ambos
ojos (37.74%). El promedio de la clasificacion subjetiva de dolor fue de 4.06, (SD
2.94) fotofobia 4.30 (SD 2.98), ardor 4.58 (SD 3.20), prurito de 5.72 (SD 3.28). No
se encontro una diferencia significativa entre ellos (Grafico 1).

PCR genérico: Muestras de 29 pacientes fueron positivas al PCR genérico para
adenovirus. En la figura 1 se muestran el amplificado de 140pb, representativo de
un resultado positivo para esta prueba. Al comparar las manifestaciones clinicas
de ojo rojo, lagrimeo, ojo afectado, la presencia o ausencia de hemorragia
subconjuntival, lagrimeo, adenomegalias, faringitis y sensacion de cuerpo
extrafio, no se encontré una relaciéon estadisticamente significativa con los datos
de positividad al PCR genérico (Tabla 2 y 3). La presencia de quemosis, si tuvo
una relacién estadisticamente significativa con la presencia de adenovirus
(p<0.01) (Tabla2). Al relacionar manifestaciones leves y severas con los datos de
positividad en el PCR genérico, so6lo la quemosis severa tubo una relaciéon
estadisticamente significativa (P menor a 0.01) (Datos no mostrados).

Tipificacion de adenovirus por Nest-PCR-RFLP. Este método permiti6é la
identificacion de Ad3 en 11 de las muestras positivas para el PCR genérico. La
figura 2 muestra el resultado representativo del Nest-PCR de tres muestras. La
figura 3 ejemplifica los productos del Nest-PCR tratados con las enzimas de
restriccion. Los perfiles de restriccion obtenidos, solo permitieron la identificacidon
del serotipo Ad3. Los serotipos correspondientes al subgénero C no pudieron ser
identificados debido a que el patréon de corte con las enzimas es similar para los
adenovirus pertenecientes a este grupo, por lo que, se usé un PCR multiplex para
reconocerlos.

PCR multiplex. Se pudieron identificarse dos serotipos Ad1 y dieciséis serotipos
Ad2. La figura 4 muestra un ejemplo de los productos de amplificacion obtenidos
en esta prueba, en ella se observa un amplificado de 630pb y dos de 204pb
correspondientes a Ad1 y Ad2. En el estudio estadistico de correlacion de los
datos clinicos con los serotipos identificados, no se encontré una significancia
estadistica (datos no mostrados), sin embargo, se pudo relacionar la existencia de
faringitis en el cuadro clinico con los serotipos pertenecientes al subgénero C de
adenovirus (P<0.05)



Categoria Ad (-) Valor de X
Ojo Afectado

oD 8 7 1.63

0s 8 10 p>0.1

AO 13 7

L 7 5 1.08

M 6 8 P>0.1

S 16 11

L 6 7 1.30

M 4 5 P>0.1

S 19 12

L 7 13 7.01

M 10 8 P<0.01

S 12 3

Tabla 2: Ad ( +) positivo para PCR genérico, Ad (-) negativo para PCR genérico, OD = Ojo derecho, OS =
Ojo Izquierdo, AO = Ambos ojos. L = Leve, M = moderado, S = Severo. La presencia de quemosis, dentro
del cuadro clinico, representa una relacion estadisticamente significativa (p<0.01) con los datos de positividad
en el PCR genérico.

Categoria + Ad (- Valor de X“.

Descarga Anterior.
Si 9 0.001

No 18 15 P>0.1
Hemorragias SC.

Si 6 3 0.62

No 23 21 P>0.1

Si 8 10 1.16

No 21 14 P>0.1
Faringitis

Si 9 10 0.645

No 20 14 P>0.1
SCE

Si 16 14 0.053

No 13 10 P>0.1

Tabla 3: Ad (+) = positivo para PCR genérico, Ad (-) = Negativo para PCR genérico, SCE = Sensacion de
cuerpo extrafio. No se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre los parametros estudiados y
la positividad de adenovirus por PCR genérico.



Conclusion:

Las conjuntivitis virales son las mas frecuentes ) A pesar de que se tratan de
infecciones, autolimitadas, permaneciendo en promedio de 1 a 3 semanas; (7
no existe un tratamiento especifico y efectivo para las conjuntivitis por
adenovirus. Se han ensayado varios esquemas a base de antinflamatorios no
esteroideos, Corticoesteroides (3), lagrimas artificiales y estrategias terapéuticas
generales como el uso de compresas frias y vasoconstrictores con el objetivo
de disminuir la sintomatologia. 37y Debido a que las molestias clinicas pueden
llegar a ser discapacitantes, es importante la identificacion etiolégica para
elaborar un buen plan de profilaxis. (3,11)

Siempre es deseable para un médico, poder correlacionar las manifestaciones
clinicas de un paciente con la posible etiologia de la enfermedad, esto
permitiria un tratamiento rapido y efectivo, sin embargo, en un cuadro clinico
por adenovirus no se conocen caracteristicas patognomaénicas de la infeccion.
De las manifestaciones clinicas analizadas en nuestra poblacion, podemos
resaltar que la presencia de quemosis y la faringitis, fueron datos exploratorios
que correlacionaron con una infeccion verdadera por adenovirus (p<0.01 y
p<0.05). El resto de las manifestaciones clinicas investigadas no brindan
orientacion clinica para inferir la etiologia. Por otro lado ya se ha reportado que
una conjuntivitis folicular puede ocurrir como parte de un sindrome respiratorio-
faringe o como wuna entidad separada (2314, la enfermedad esta
frecuentemente acompafiada de linfoadenopatia (). Epidemiologicamente,
estas infecciones pueden ocurrir esporadicamente o causar enfermedad en un
grupo numeroso de contacto. Los brotes esporadicos mas comunes son
causados por Ad3 y Ad7 (subgénero B) pero otros serotipos tales como Ad1,
Ad2, Ad4, Ad9-11, Ad15-17, Ad 20 y 22 (subgénero C,D y E), también pueden
estar asociados con este sindrome (5 10). En este trabajo se pudo demostrar la
presencia de Ad3 (subgénero B) reportado frecuentemente como un serotipo
esporadico en periodos de verano (10, y de los serotipos Ad1 y Ad2
pertenecientes al subgénero C.

Llama la atencién que la prevalecia reportada a nivel mundial de adenovirus,
como agentes causales de las conjuntivitis foliculares, son mucho mayores que
las encontradas en este estudio. Esto podria deberse a que el tamano de la
muestra es pequefo y a que México es considerado zona endémica para otros
patdgenos que afectan ojo tales como, Enterovirus y Chlamydia trachomatis
(15, que pueden producir manifestaciones clinicas similares a los que producen
adenovirus. Es importante resaltar que este es el primer reporte de un estudio
de infeccidn ocular por adenovirus en México; siendo nuestro instituto un centro
de referencia, este trabajo es un indicador de los serotipos de adenovirus
responsables de casos esporadicos en la poblacion.

Vélez-Montoya R. 2006
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