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RESUMEN

OBIJETIVO: Establecer la correlacion existente entre la sintomatologia presente en la
infeccion por adenovirus y los diferentes genotipos y especies del virus para
identificar subtipos con mayor virulencia y/o letalidad dentro del mismo género.

PROBLEMA: Las infecciones virales son un problema de salud pues su alta
prevalencia las hace de gran relevancia en la poblacion, especialmente en la
poblacidon pediatrica. Especificamente la infeccion por adenovirus (HAdV) se ha
considerado inocua, pues generalmente cursa con un cuadro clinico de coriza 'y una
infeccion de vias respiratorias leve indistinguible de otras infecciones de etiologia
viral, sin embargo, existen casos con un desenlace fatal. Por lo que se plantea en
este estudio la identificacion genotipica de HAdV en la poblacion ya mencionada
para determinar la asociacion entre los subtipos de virus HAdV y la gravedad del
curso clinico en la infeccién por los mismos, por lo que se plantea la siguiente

pregunta:

¢ Cudles son los subtipos de adenovirus de acuerdo a su genotipo y especie y la
correlaciéon existente con la sintomatologia expresado en cada uno de ellos para

identificar aquellos con un curso mas grave?

METODOLOGIA: Se realiz6 un estudio transversal, experimental, descriptivo, analitico,
retrospectivo en poblacion pediatrica con aislamiento de Acido Desoxirribonucléico
(ADN) de HAdV en muestra de exudado nasofaringeo por el método de Reaccién
en Cadena de Polimerasa (PCR) y secuenciacion en el laboratorio de Infectologia
del Hospital Infantil de México Federico Gémez. En aquellos resultados positivos se
recabd la informacion de la sintomatologia reportada en el expediente clinico.

PLAN DE ANALISIS: Se realizé andlisis de independencia entre variables cualitativas a

través de tablas de contingencia y prueba exacta de Fisher.

PéginaS



INTRODUCCION

El adenovirus (HAdV) en un virus de ADN de doble cadena, desnudo, de forma
icosaédrica de 70-90nm de didmetro. Estan constituidos por 252 capsémeros, doce
de los cuales forman la base de una proyeccion conocida como filamento, éste es
utilizado para unirse a las células epiteliales de los tejidos que infectan?.

La familia Adenoviridae se constituye por mas de 100 tipos de adenovirus que
forman dos géneros, Mastadenovirus y Aviadenovirus. El género Aviadenovirus se
limita a virus de aves mientras que Mastadenovirus afecta varios mamiferos; se han
reportado 51 tipos capaces de afectar al hombre. Los tipos de HAdV se han
clasificado en 6 especies (A-F) basados en su capacidad de aglutinar eritrocitos,
facultad conferida al filamento. Los HAdV producen infecciones intimamente
relacionadas con su tropismo en diverso tejidos; HAdV 8, HAdV 19 y HAdV 37
infectan ojo; HAdV 1, HAdV 2, HAdV 3, HAdV 4, HAdV 5 y HAdV 6 infectan
preferentemente vias respiratorias mientras que HAdV 40 y HAdV 41 causan
infeccion en tracto digestivo?2.

Los HAdV respiratorios son los responsables al menos del 5% de las infecciones
respiratorias agudas a nivel mundial. Los sintomas usuales incluyen congestion
nasal, tos y coriza, acompafados por malestar general, fiebre, mialgias y dolor de
cabeza®.

Algunos pacientes pueden presentar inflamacioén exudativa de amigdalas que la
hacen indistinguible de una enfermedad causada por estreptococos del grupo A.
Los tipos HAdV 1, HAdV 2, HAdV 5 y HAdV 6 que conforman la esecie C, son los
mas frecuentemente involucrados; los tipos HAdV 3 y HAdV 7 (especie B) son responsables
de cuadros faringo-conjuntivales y casos esporadicos de cuadros respiratorios graves.
Particularmente en nifios muy pequefios pueden ser fatales o asociarse con dafios
pulmonares crénicos®. En pacientes con infeccién latente por adenovirus se ha mostrado
bronquiolitis obliterante caracterizada por atrapamiento de aire, engrosamiento
peribronquial con disminucién del didmetro y cantidad de los vasos, bronquiectasias y
atelectasia cicatrizal con colapsos pulmonares, con la consecuente bronquiolitis

constrictiva’.
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MARCO TEORICO

Los virus se han encontrado desde hace millones de afios en el planeta. Al tratarse
de macromoléculas poco estudiadas hasta hace algunos afos, no se les conocia
como agentes etiologicos de enfermedades. El estudio de estos ha sido util para la
prevencion de las enfermedades que provocan a traves del desarrollo de vacunas,
vectores virales, entre otros usos. Para tales fines se han utilizado nuevas técnicas
de laboratorio, el microscopio electronico y la inmunohistoquimica, asi como el
estudio de la genética de los virus a través de la reaccién en cadena de polimerasa

acoplada a secuenciacion® 10
Los componentes béasicos de un virus son:

« Proteinas estructurales, que forman a la particula viral,

« Proteinas no estructurales, tales como las enzimas.

o Capside, la cubierta externa, constituida por capsémeros, que son hilos de
polipéptidos entretejidos de tal manera que semejan bolas de lana. Esta
proteccién también le es util al virus en la penetracién de las células.

o Capside + acido nucléico = Nucleocapside.

e Algunos virus tienen una envoltura lipidica cuyo origen es la misma
membrana plasmética de la célula hospedera, y que es adquirida al salir las
nuevas particulas virales de la célula en un proceso de gemacion. Los
capsoOmeros atraviesan esta envoltura como proyecciones tridimensionales
de diversas formas y con diferentes funciones.

e La particula viral completa + envoltura externa (si se encuentra presente) =

Virion?

Por las caracteristicas propias del HAdV se presenta tropismo por el epitelio
respiratorio, por lo cual, uno de los cuadros clinicos mas caracteristico de las
infecciones por virus es la infeccion de vias aéreas: rinofaringitis, faringoamigdalitis

y otitis media representan la mayor parte de los episodios de infeccién respiratoria
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aguda que cursan sin insuficiencia respiratoria. La rinofaringitis aguda o resfriado
comun constituye uno de los principales motivos de consulta médica, ausentismo
escolar y laboral. El sindrome se caracteriza por congestion nasal, rinorrea,
estornudos, lagrimeo, irritacion nasofaringea, tos y malestar general. Puede
acompanfarse de fiebre. En sujetos adultos predomina alza térmica menor de 38 °C.
El resfriado comin es considerado de origen casi exclusivamente viral>® En un
estudio realizado en este Instituto 2010 por Wong y cols, 2010; donde se estudiaron
986 muestras de hisopado nasofaringeo en nifios entre 10 meses y 15 afios con
infeccion de vias respiratorias, se obtuvieron 138 muestras positivas, se reporto la

siguiente distribucion!’ (Ver tabla 1):

Tabla 1.

Prevalencia de etiologia en infecciones de vias aéreas superiores:

Parainfluenza 2

Virus Sincitial Respiratorio 80
Parainfluenza 1 8
Parainfluenza 3 5
Adenovirus 2
Influenza A 2
1
1

Influenza B

Varios subtipos de HAdV son causales de infecciones de vias respiratorias, algunas
de ellas graves, el subtipo HAdV B7 ha sido identificado como causal de cuadros
gue ameritaron estancia en terapia intensiva, seguidos de HAdV B3, B21 y HAdV
E47,ll

ANTECEDENTES

El HAdV fue descubierto de manera incidental en 1953, mientras el doctor Wallace

Rowe realizaba cultivos de amigdalas y tejido adenoideo humano, en el cual

Pégina8



reconocio que un agente aparentemente transmisible presentaba efecto citopatico

en las células estudiadas.

La nomenclatura para los HAdV se adopté en el afio 1956. En 1976 la sesion
plenaria de Comité Internacional de Taxonomia Viral reconocio, a este virus dentro
de la Familia Adenoviridae en donde incluyen a los géneros, Mastadenovirus
agentes virales que producen infecciones en mamiferos y Aviadenovirus que causa

infecciones en las aves!s.

El adenovirus es un virus ADN de 60-90 nm de diametro. Se caracteriza por no

poseer cubierta externa. El virién tiene forma icosaédrica y se compone de:

- Una capside proteica constituida por 252 capsémeros, que representa el 87% del

peso.
- Un ndcleo que contiene el genoma de ADN viral y 4 proteinas internas.

De los 252 capsémeros, 240 son hexones y 12 son pentones. Los hexones se
disponen conformando los lados de la superficie icosaédrica y los pentones

conforman los vértices.

Una glicoproteina denominada fibra protruye desde el centro de cada penton. Tanto
los hexones, como los pentones y la fibra estdn compuestos por proteinas

especificas.

El ndcleo del virion esta formado por un ADN lineal de doble cadena que tiene
capacidad para codificar entre 30-40 genes. Ademas en el ndcleo tenemos las

siguientes proteinas:

* Proteina terminal (TP), se encuentra al final del genoma y sirve como primer o

cebador para la replicacion.
* Proteinas basicas V, VII; similares a las histonas y estabilizan el ADN.

« Proteina Mu, proteina pequefia transactivadora®. (Ver figura 1)
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Figura 1. Estructura de Adenovirus®
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CICLO REPLICATIVO

Se distinguen las siguientes etapas:

1. Union a la célula. Es lento, y toma varias horas. Implica la interaccion de la
glicoproteina denominada fibra con receptores celulares (moléculas del complejo

mayor de histocompatibilidad clase | y receptores coxsackie-adenovirus).

2. Internalizacion. Implica la interaccion del penton con las integrinas V3 y V5. La
internalizacion es regulada por segundos mensajeros celulares, que favorecen la
progresion del ciclo celular, y la reorganizacion del citoesqueleto de actina, el cual
a su vez jugaria un rol importante en la penetracién del virus (endocitosis mediada

por clatrina).

3. Penetracién. Se da por endocitosis en vesiculas revestidas por clatrina. La
membrana de la vesicula fagocitica se rompe por accién téxica del penton. Se
produce entonces la liberaciébn de la particula viral dentro del citoplasma, con

pérdida de proteinas de la c4pside y denudamiento del ADN viral.

4. Migracion. El core migra desde el citoplasma al nucleo via microtubulos y el ADN
viral entra al nucleo a través de los poros nucleares. Una vez en el nucleo el ADN
viral es convertido en un complejo histonas celulares- ADN viral, y pueden iniciar la

replicacion

5. Replicacion. La replicacion del ADN ocurre en el nucleo, la proteina terminal (TP)
actua como primer o cebador. Dos proteinas mas codificadas por el virus participan
en la replicacion: Ad DBP y Ad ADN pool. Ademas tenemos proteinas celulares en
el ndcleo que participan en la replicaciéon del genoma viral. Se producen ademas
durante la replicacién viral las siguientes proteinas:

* Proteinas tempranas inmediatas: E1A.

* Proteinas tempranas: E1B, E2A, E2B, E3, E4.

* Proteinas tardias: proteinas virales.
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6. Ensamblaje del viridbn. Previo al ensamblaje se sintetizan las proteinas
estructurales, las cuales son sintetizadas a partir de los genes virales tardios
(transcritos soOlo del ADN viral replicado), siendo los genes virales tempranos
responsables de la sintesis de productos que modifican el metabolismo celular y de
factores de virulencia. El ensamblaje ocurre en el nucleo, pero empieza en el
citoplasma, donde polipéptidos individuales se ensamblan en capsémeros (hexones
y pentones). Las capsides inmaduras y vacias son ensambladas en el nicleo
celular, donde el core es formado por el ADN gendmico y proteinas core asociadas.

Las particulas virales tienden a asociarse en el nucleo.

Los adenovirus son transmitidos por contacto directo, por via fecal-oral, por via

inhalatoria y ocasionalmente a través de aguas estancadas.

Tiene especial predileccion por las células epiteliales, afectando a casi todas las
mucosas. Se describen 3 tipos de interacciones entre el adenovirus y la célula

huésped:
- Infeccidn litica. Se da el ciclo replicativo completo.

Se producen entre 10,000 y 1'000,000 de virus por célula, de los cuales 1-5% son

infecciosos. Se da en células epiteliales.

- Infeccién latente. Es una infeccion cronica y se da principalmente en células

linfoides®.

Dicha infeccion puede reactivarse en pacientes inmunocomprometidos. La infeccion
latente produce la transcripcion de factores que favorecen la produccion de citocinas
inflamatorias (IL 8, ICAM 1, FNT alfa), con la consiguiente amplificacion del proceso

inflamatorio a dicho nivel°.

Ademas se ha visto que los HAdV inducen a células quiescentes entrar a la fase S

del ciclo replicativo e inhibir la apoptosis de las células huéspedes.
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- Transformacion oncogénica. Se dan solo los pasos iniciales de la replicacién viral.
Algunos productos de los genes tempranos virales inhiben a los antioncogenes. El
ADN viral es aparentemente integrado y replicado con el ADN celular, no se

producen viriones infecciosos.

Se ha demostrado en modelos animales. La proteina E1A se une a proteinas
celulares alterando sus funciones (pl105-RB, p53) e inhibe apoptosis por

alteraciones del bcl-27.

Una vez que el adenovirus se pone con células de alguna mucosa del organismo,

se ponen en marcha los mecanismos de defensa temprana:
* Accidn del sistema mucociliar.

* Mecanismos celulares y humorales, como IgA secretoria y acciéon de células

linfoides en amigdalas y adenoides, macréfagos y otras células fagociticas.
* Respuesta sistémica temprana con la sintesis de citocinas.

La finalizacién del ciclo replicativo en la célula epitelial implica por lo general lisis
celular, con liberacion de viriones infecciosos los cuales al alcanzar el torrente
sanguineo permiten su diseminacion a otros 6rganos de la economia (primera
viremia). Tomando como modelo la infeccion de las vias respiratorias bajas el virus
alcanza a las células del epitelio bronquiolar, donde se replica y finalmente produce
destruccion celular, respuesta inflamatoria local y sintesis de inmunoglobulinas
especificas, principalmente IgM e IgG. Los viriones producidos en este nuevo ciclo
replicativo al alcanzar el torrente sanguineo producen una segunda viremia, la cual
se da entre el segundo y tercer dia luego de la infeccidn y coincide con el inicio de
las manifestaciones clinicas. Si bien es cierto que el HAdV se replica en las células
bronquiolares, se ha demostrado que el HAdV alcanza a los macréfagos alveolares
cuando es administrado por via inhalatoria en algunos modelos animales,
postulandose ademas que el macréfago alveolar desempefaria una funcion

importante en la resistencia a la infeccion tanto por su accion fagocitica como por
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su rol en la produccion de citocinas. Los pacientes pediatricos con enfermedades
pulmonares cronicas causadas por HAdV tienen alteraciones en la funcién pulmonar
caracterizada por obstruccion severa y distensibilidad pulmonar disminuida que no

responde a la ministracién del albuterol o bromuro de ipratropio3 7’1,

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios subtipos de adenovirus humanos son causales de infecciones de vias
respiratorias, algunas de ellas graves, El subtipo HAdV-B7, el cual puede causar
infeccion de vias respiratorias grave ha sido identificado como causal de cuadros

gue amerita estancia en terapia intensiva. Seguidos de HAdV-B3, B21 y HAdV-E4.

Los adenovirus (HAdV) estdn ampliamente distribuidos en el mundo, infectan
millones de personas causando diversas manifestaciones clinicas tales como
gueratoconjuntivitis, cistitis hemorragica, gastroenteritis y afectan seriamente vias

respiratorias altas y bajas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es el cuadro clinico de los subtipos de adenovirus y cuél es el subtipo
especifico de adenovirus que cursa con un cuadro de mayor gravedad en poblacion
pediatrica de acuerdo a la virulencia que le confiere la variabilidad genética del

mismo?

JUSTIFICACION

Los Adenovirus son responsables de al menos el 5% de las Infecciones
Respiratorias Agudas en el mundo. Generalmente producen infecciones de vias
respiratorias medias que regularmente son autolimitadas. Sin embargo, algunos
pueden inducir enfermedad respiratoria con alta morbilidad dependiendo de ciertos

tipos de HAdV y el estado inmunoldgico del paciente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Identificar cual de los subgrupos de adenovirus se asocia con mayor gravedad en

la presentacion clinica de la enfermedad respiratoria viral

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir el cuadro clinico relacionado con cada subtipo de adenovirus

Correlacionar el estado de gravedad de los pacientes a través de la evolucion

intrahospitalaria

Comparar los dias de estancia que requirid la poblacion con cada subtipo de

adenovirus

HIPOTESIS

» Alguno de los subtipos virales esta asociado con mayor gravedad en el
cuadro clinico de infeccion de vias aéreas en la poblacién de nuestra
institucion

» Ninguno de los subtipos virales presenta mayor gravedad en la forma de

presentacion clinica en la poblacién infantil estudiada en nuestra institucion

METODOLOGIA

DISENO

Estudio transversal, experimental, descriptivo, analitico, retrospectivo en poblacion
pediatrica con cuadro de vias aéreas en quien se encuentre aislamiento de ADN de
HAdV en muestra de hisopado nasofaringeo por el método de PCR en el laboratorio
de Infectologia (area de Virologia) del Hospital Infantil de México Federico Gomez.
En aquellos resultados positivos se describirda la sintomatologia reportada en el

expediente clinico.
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POBLACION BLANCO
Poblacion pediatrica con cuadro de vias respiratorias a quien se le haya realizado
hisopado nasofaringeo y se encuentre aislamiento de ADN de HAdV.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusién

1.- Muestras de secrecion nasofaringea obtenidas de pacientes pediatricos (en
nifios de 3 meses a 14 afos) con infeccion de vias respiratorias altas o bajas del
Hospital Infantil de México Federico Gomez en los afios 2009 — 2010, previamente

diagnosticadas positivas.
2.- Muestras que con el método PCR sean positivas para Adenovirus.

3.- Muestras que con el método de PCR secuenciacién sea posible determinar

genotipo y especie del mismo
4.-Se cuente con el historial clinico completo.

Los pacientes incluidos en este estudio tuvieron un consentimiento informado para
la toma de muestra de secrecion faringea y posterior estudio el cual fue aceptado y

firmado.

Criterios de Exclusion
1.- Pacientes que bajo criterio médico no tengan sospecha de infeccion de vias

respiratorias de etiologia viral.
2.- Pacientes cuyo panel viral haya sido negativo.

Criterios de Eliminacion

1.- Pacientes cuya muestra haya sido insuficiente para realizar PCR.

2.-Pacientes que aunque hayan firmado carta de consentimiento y cuya muestra

resulte positiva no cuenten con historial médico completo.
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TAMANO DE LA MUESTRA
Se consideraran todos los pacientes que cumplan los criterios de inclusion en el
periodo 2009- 2010 y cuya muestra se encontraba resguardada en el Laboratorio

de Infectologia del Hospital Infantil de México Federico GOmez.

METODO DE MUESTREO

Recoleccion de muestra con hisopos de alginato, transportada en sales de Hank’s

y conservada en refrigeracion en caso de no ser procesados de inmediato.
METODO DE ESTUDIO
PCR secuenciacion

Es unos de los métodos mas utilizados actualmente, por su alta sensibilidad ademas

de que se reportan resultados en muy poco tiempo.

Se han utilizado iniciadores de PCR principalmente para el gen del hexon, o el gen
de la fibra o regiones Il de forma viral asociada ARN I, estos generalmente son

utilizados por que presentan areas que son altamente conservadas.

La tipificacion por PCR se realizé con iniciadores degenerados y los productos se
secuenciaron mediante electroforesis capilar. El andlisis y clasificacion se realizd

mediante programas de bioinformatica (BLAST).

Para la amplificacidn, se utilizaron oligonucleétidos externos Hex 1 y Hex 2 deg,
dando un producto de 301 pb, este producto se utiliza en la secuenciacion y en el
diagndstico clinico. Se utilizaron también oligonucleétidos anidados Hex 3 deg y Hex
4 deg, formando un producto de 171 pb. Todas las secuencias de cebadores son
encontrados entre la posicion de par de base 21 y la posicion 322 en la regién de

codificacion del gen hexon.

Para las amplificaciones se estandarizé la técnica de PCR para la primera reaccion,
guedando la siguiente mezcla de reaccion de 50 ul, que contenian 5 pl de buffer de
lisis (10 mM), 1.5 pl de MgClz2 (50 mM), 5 pl de DNTP’s (2.5 mM), 1 pl del
oligonucledtido Hex 1, 2 pl del oligonucledtido Hex 2, 30.5 pl de H20 y 0.1 ul de Taq
ADN polimerasa (Promega Corporation, Madison, Wis.), un total de 45 ul de la
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reaccion, se afiadio a la mezcla de reaccion 5 pl del DNA de interés o 3 ul para el
control positivo, se colocaron en un termociclador (Axigen Maxigene gradient), se
llevd 1 ciclo a 94°C durante 3 min, inmediatamente seguido por 35 ciclos de 94°C
durante 30 s, 58°C durante 30 s, y 72°C durante 1 min. El dltimo ciclo tenia un

tiempo de extension prolongada de 5 min.

Para la segunda reaccion la mezcla de reaccion es la siguiente: 50 ul, que contenian
5 pl de buffer de lisis (10 mM), 0.5 pl de MgCl2 (50 mM), 5 pl de DNTP’s (2.5 mM),
0.8 ul del oligonucledtido Hex 3, 1 ul del oligonucleétido Hex 4, 32.7 pul de H20 y 10.1
ul de Taq ADN polimerasa (Promega Corporation, Madison, Wis.), un total de 45 ul
de la reaccion, se afiado a la mezcla de reaccion 5 pl del DNA de interés o 3 ul para
el control positivo, se colocaron en un termociclador (Axigen Maxigene gradient),
se llevo 1 ciclo a 94°C durante 3 min, inmediatamente seguido por 35 ciclos de 94°C
durante 30 s, 58°C durante 30 s, y 72°C durante 1 min. El dltimo ciclo tenia un

tiempo de extension prolongada de 5 min.

Se tomo parte de la mezcla de PCR 5 ul del producto de amplificacion, se sometié
a PCR anidada en una mezcla idéntica pero con cebadores anidados Hex 3 y Hex
4. Del producto de PCR anidado, se tomo 10 pl se sometid por electroforesis en un
gel de agarosa al 2% se corrieron a 100 voltios por 45 min, las bandas se
visualizaron por tincién con 0,25 mg/ml de bromuro de etidio y la inspecciéon se

realizé con luz UV

ANALISIS ESTADISTICO

Para el manejo de las variables demograficas se utilizaron medidas de tendencia

central y media, mediana, promedio y porcentaje.

Para las variables de resultados se realiz6 analisis de independencia entre variables
cualitativas a traves de tablas de contingencia y prueba exacta de Fisher utilizando

el programa de estadistica STATA 13.0
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DESCRIPCION DE VARIABLES

Variable Independiente.

Genotipo: se refiere a la identificacion de virus de acuerdo a la taxonomia

reconocida por el Comité Internacional de Taxonomia Viral con base en sus

caracteristicas gendmicas y secuencia genomica completa.

Especie: se refiere a la informacion genética viral en forma de ADN, la cual incluye

numerosas variaciones o polimorfismos genéticos, lo cual se usa para determinar

gué variaciones especificas existen entre las especies de virus.

Variable dependiente.

VARIABLE

Edad

Genero

Estado Nutrimental

Fiebre

DEFINICION
CONCEPTUAL
Tiempo transcurrido
a partir del
nacimiento de un
individuo.

|dentidad sexual,
especialmente en
relacion con la

sociedad o la cultura.

Relacion de Peso
para la Talla

Temperatura de 38.3
en cualquier
medicion, 6
temperatura entre 38
y 38.3 en dos
mediciones
separadas al menos
por una hora®,

DEFINICION
OPERACIONAL
Através de la
revision de
expedientes se
determiné edad del
paciente al momento
de la infeccién
Através de la
revision de
expedientes se
recabd informacion
sobre el género de
los pacientes.
Através de la
revision de
expedientes se
determina el
porcentaje de talla
para la edad respecto
al p50 para la edad
Através de la
revision de
expedientes se
recab6 informacion
sobre la temperatura
corporal central sobre
38°C.

TIPO DE
VARIABLE
Numeérica
cuantitativa

Categorica

Numérica

Numérica O
cuantitativa.

INDICADOR
DE MEDICION
Meses

Masculino
Femenino

Porcentaje

Grados
Centigrados.
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Dias de estancia

Necesidad de
ventilacion
mecanica

Dias de ventilacion
mecanica

Coinfeccion

bacteriana

Defuncion

Sepsis

CONSIDERACIONES ETICAS

Al nimero de dias
transcurridos desde
el ingreso del
paciente al servicio
de hospitalizacién
hasta su egreso.

Modalidad
ventilatoria en la que
el paciente requiere
apoyo de mecanismo
externo para realizar
el ciclo de ventilacién

Tiempo transcurrido
desde la intubacion
de un paciente hasta
su extubacién
selectiva.

El proceso infeccioso
resultante de
participacion de
bacterias en el
huésped

Cese de las
funciones vitales del
individuo.

Presencia de datos
de respuesta
inflamatoria
sistémica mas un
foco infeccioso
identificado.

Através de la
revision de
expedientes se
determind el total de
dias de estancia
intrahospitalaria de
un paciente.
Através de la
revision de
expedientes se
determind si existio
necesidad de
ventilacién mecanica
invasiva

Através de la
revision de
expedientes se
determind el total de

dias en los cuales fue

necesaria ventilacion
mecanica invasiva.
Através de la
revision de
expedientes se
recabd informacion
de aislamiento de
bacterias.

Através de la
revision de
expedientes se
recabd informacion
de muerte ocurrida
relacionada a
infeccién por HAAV.
Através de la
revision de
expedientes se
recabd informacién
de presencia de
sepsis.

Numérica o

cuantitativa.

Nominal
dicotomica

Numérica o
cuantitativa

Nominal
dicotomica

Nominal
dicotémica

Nominal
dicotomica

Dias

Siono

Dias

Siono

Si6 No

Siono

Las muestras fueron tomadas bajo consentimiento informado del paciente o de su

familiar bajo la declaracién de Helsinki, se respet6 la decision del paciente o familiar

gue no desearon participar en el estudio, se le informé que su decisiébn de no
participacion no afectaria su atencion medica en este instituto y la confidencilidad

de los resultados obtenidos, y que su nombre se mantendria en el anonimato.
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RESULTADOS

Se analizaron 4110 muestras de exudado nasofaringeo utilizando un método
inmunoldgico PCR, se obtuvieron 89 muestras positivas para presencia de HAdV,
lo que corresponde a 2.1% de las muestras analizadas, posteriormente se realizo
identificacion del Genotipo y Especie de HAdV de las muestras positivas. Al realizar
el andlisis de las 89 muestras, fue posible la identificacién de tipo y especie en 19
de ellas. (Ver diagrama de flujo 1)

e Especie C 16/19 (84%)
o Tipo 1: 10 (62%)
o Tipo 2: 3 (18%)
o Tipo 6: 3 (18%)
e Especie B 2/19 (10%)
o Tipo 3: 1 (50%)
o Tipo 7: 1 (50%)
e Especie D: 1/19 (6%)
o Tipo Indeterminado 1(100%)
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Diagrama de flujo 1. Poblacion de estudio con infeccién de vias respiratorias

N=4110

Muestras
Negativas para
Adenovirus

Muestras de Panel Viral analizadas por

N=4031 (98%)

PCR

Muestras positivas
para Adenovirus

Muestras
eliminadas por no
ser posible
identificar
Genotipo y Especie

l_ N=89 (2.1%)'

Identificacion de
Especie por PCR

N=19 (100%)

B
N=2 (10%)

C

_l N=16 (84%)'

D

_| N=1 (6%)'

Tipo3 Tipo 7 Tipo 1
I_I N=1 (50%)| I_I N=1 (50%)| I_I N=10 (62%)

Tipo2

T N=3 (18%)

Tipo 6
I_I N=3 (18%)|

Tipo Indeterminado

| N=1(100%)]
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En la tabla 3, se muestra la comparacion de caracteristicas demogréficas, en la que
se encontré que el 31% corresponde al sexo masculino (6 pacientes de todos los
grupos) con el predominio resultante del sexo femenino con 13 pacientes (69%).
Los pacientes mostraron igual distribucién entre los grupos de menores de un afo
y pacientes entre uno a tres afios, en conjunto el 68% (13 pacientes) fueron menores
de 3 afios con lo que se sugiere es mas frecuente la infeccion en etapa de lactante
y prescolar; al aplicar medidas de tendencia se encontré que la edad promedio fue
de 3 afios con 4 meses, por el sesgo de contar con pacientes adolescentes que
inclinan la tendencia hacia mayor edad, sin embargo la mediana fue 6 meses y la
moda fue de 6 meses. El 63% del total de pacientes cursdé con desnutricion al
momento del diagndéstico, sin diferencia entre los grupos de estudio, de manera mas
frecuente se encontré desnutricion moderada, lo cual confiere riesgo de adquirir

infecciones por inmunocompromiso.

TABLA 3.
ASPECTOS DEMOGRAFICOS DE ACUERDO AL TIPO DE HAdV N=19
ESPECIE C ESPECIE B ESPECIE D
HAdV 1 HAdV 2 HAdV 6 HAdV 3 HAdV 7 Tipo
N=10 N=3 N=3 N=1 N=1 indeterminado
(%) (%) (%) (%) (%) N=1 (%)

Masculino 4 (40) 0 2 (66) 0 0 0
Edad (meses)
<12 5(50) 1(33) 0 0 0 1 (100)
12a36 2 (20) 1(33) 1(33) 1 (100) 1 (100) 0
>36 3 (30) 1(33) 2 (66) 0 0 0
Grado de
desnutricion

e Leve 3 (30) 0 1(33) 0 0 0

e Moderada 2 (20) 3 (100) 1(33) 1 (100) 1 (100) 0

e Grave 0 0 0 0 0 0
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En la tabla 4 se describen las enfermedades previamente conocidas en los
pacientes; las enfermedades identificadas con mayor frecuencia son cardiopatias y
eventos quirdrgicos, los cuales se presentaron en 6 pacientes (31% del total de los
casos) y la presencia de patologia oncolégica en el 15% de los pacientes, solo un
paciente, que corresponde al 5% del total, presentdé neumopatia previo a la infeccion
por adenovirus. Se puede observar en esta tabla que existi6 mayor nimero de
eventos que nimero de pacientes, lo cual se explica por presencia de mas de una

enfermedad coexistiendo en un mismo paciente.

TABLA 4.
ENFERMEDAD DE BASE DE ACUERDO AL TIPO DE HAdV N=19
ESPECIE C ESPECIE B ESPECIE D
HAdV 1 HAdV 2 HAdV 6 HAdV 3 HAdV 7 Tipo
N=10 N=3 N=3 N=1 N=1 indeterminado
(%) (%) (%) (%) (%) N=1 (%)

Neurolodgica 0 1(33) 1(33) 0 0 0
Pulmonar 0 0 1(33) 0 0 0
Cardioldgica 1(10) 2 (66) 1(33) 1 (100) 1 (100) 0
Hepatica 2 (20) 0 0 0 0 0
Renal 2 (20) 0 0 0 0 0
Urolodgica 1(10) 0 0 0 0 0
Quirurgica 5 (50) 0 0 0 1 (100) 0
Oncoldgica 2 (20) 0 0 0 0 1 (100)
Otras 1(10) 0 1(33) 0 0 0

Enla Tabla 5 se muestran las caracteristicas clinicas y complicaciones relacionadas
a la infeccién por adenovirus, es necesario mencionar que el cuadro clinico de los
pacientes incluidos en este estudio fue compatible con neumonia y todos
ameritaron  hospitalizacion, sin embargo, algunos permanecieron por
complicaciones de sus patologias de base, por lo que no se consider6 como una
variable los dias de hospitalizacion para eliminar dicho sesgo. En la sintomatologia
encontrada, el 73% del total de pacientes presento fiebre, el 57% presentd algin
grado de dificultad respiratoria, el 47% presentd disminucién de la presion de
saturacion de oxigeno, resultando similar la proporcion entre los grupos analizados.

La diferencia mas remarcable radica en que los pacientes que ameritaron ingreso a
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terapia intensiva fueron en los que se identificd los Subtipos HAdV C2, HAdV B3y
HAdV B7 en contraste con aquellos con Subtipo HAdV C1 que a pesar de contar
con mas numero de pacientes, no lo requirieron. Los pacientes que ameritaron uso
de aminas pertenecen a los Subtipos HAdV C1, HAdV C2 y HAdV B7, mismos con

qgue cumplieron criterios para integrar cuadro de choque.

TABLA 5.
PRESENTACION CLINICA Y COMPLICACIONES DE ACUERDO AL TIPO DE HAdV N=19
ESPECIE C ESPECIE B ESPECIE D
HAdV 1 HAdV 2 HAdV 6 HAdV 3 HAdV 7 Tipo
N=10 N=3 N=3 N=1 N=1 indeterminado
(%) (%) (%) (%) (%) N=1 (%)
Fiebre 8 (80) 3 (100) 1(66) 1 (100) 0 1 (100)
Dificultad 5(50) 2 (66) 2 (66) 1(100) 1 (100) 0
respiratoria
Silverman -
Anderson
e 13 3(30) 2 (66) 1(33) 0 0 0
e 4-6 2 (20) 0 1(33) 1 (100) 1 (100) 0
e 76+ 0 0 0 0 0 0
Broncoespasmo 3(30) 2 (66) 0 0 1(100) 1 (100)
Disminucion de
pSOz*
e 80-89% 2 (20) 0 1(33) 1 (100) 1 (100) 0
e 70-79% 2 (20) 0 0 0 0 0
o <70% 0 0 1(33) 0 0 1 (100)
COMPLICACIONES PRESENTES
Sepsis 6 (60) 1(33) 1(33) 1 (100) 0 1 (100)
Choque 2 (20) 1(33) 0 0 1 (100) 0
Aminas 2 (20) 1(33) 0 0 1 (100) 0
e Dias 0.7 1.6 0 0 3 0
Ingreso a
UTIP** 0 1(33) 0 1 (100) 1(100) 0

*pS0O;: Presidn de saturacion de oxigeno
**UTIP Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica
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En la tabla 6 se describen los cambios presentes en la biometria hematica, los
Subtipos HAdV C6, HAdV B3, HAdV B7 presentaron linfopenia, sin alteracion en el
resto de la serie blanca y el paciente con aislamiento de HAdV D presentd
leucopenia y neutropenia. El 50% de los pacientes con HAdV C1 presentaron
Linfopenia, mientras que sélo uno presenté Leucopenia, el 30% del mismo grupo
presento neutrofilia y 20% bandemia. No se incluye la descripcion en los cambios
en hemoglobina y plaquetas, ya que las alteraciones encontradas fueron en los
pacientes con padecimiento oncolégico como consecuencia de la administracion de

guimioterapia reciente.

TABLA 6.
DATOS EN SERIE BLANCA DETECTADOS EN BIOMETRIA HEMATICA DE ACUERDO AL TIPO DE
HAdV N=19
Variable* ESPECIE C ESPECIE B ESPECIE D
HAdV 1 HAdV 2 HAdV 6 HAdV 3 HAdV 7 Tipo
N=10 N=3 N=3 N=1 N=1 indeterminado
(%) (%) (%) (%) (%) N=1 (%)
Leucocitosis 1(10) 1 (100) 0 0 0 0
Leucopenia 2 (20) 0 0 0 1 (100)
Neutrofilia 3 (30) 2 (66) 0 0 0 0
Neutropenia 0 0 0 0 0 1 (100)
Bandemia 2 (20) 2 (66) 0 0 0 0
Linfocitosis 1(10) 1(33) 0 0 0 0
Linfopenia 5 (50) 1(33) 2 (66) 1 (100) 1 (100) 0

En la Tabla 7 se presenta el uso de recursos materiales; el 100% de los pacientes
incluido en este estudio ameritd hospitalizacion, 63% / n=12 ameritd6 oxigeno
suplementario. El 78% / n=15 curs6 con cuadro clinico sugerente de infeccion
bacteriana por lo que se inicié tratamiento con antibiéticos, sin embargo no se
identificaron bacterias en ninguno de los casos. Los pacientes con HAdV C1 no
ingresaron a terapia intensiva, mientras que los pacientes con HAdV C2, HAdV B3
y HAdV B7 si lo requirieron. En el paciente con Subtipo HAdV B7 se us0 aminas,
ventilacion mecanica, oxigeno suplementario por mas dias que el resto de los
pacientes (18 dias en comparaciéon con el resto de los Subtipos que en promedio
fue de 3 dias).
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Necesidad de
ingreso a
hospitalizacion
Necesidad de
Oxigeno
Suplementario

Puntas
Nasales (dias)
Mascarilla
Facial (dias)
Ventilacion
Mecanica No
Invasiva (dias)
Ventilacién
Mecanica
Invasiva
(dias)
Antibidticos

Aminas
(dias)
Estancia en
UTIP* (dias)

TABLA 7.
USO DE RECURSOS DE ACUERDO AL TIPO DE HAdV N=19

ESPECIE C ESPECIE B
HAdV1  HAdV2 HAdV6 HAdV3  HAdV7
N=10 N=3 N=3 N=1 N=1
(%) (%) (%) (%) (%)

10 (100) 3 (100) 3 (100) 1 (100) 1 (100)

5 (50) 2 (66) 3(100)  1(100) 1 (100)
3(30) 1(33) 2 (66) 1 (100) 1 (100)
(1.5) (1) (0.3) (7) (2)
4 (40) 2 (66) 2 (66) 0 1 (100)
(0.9) (1) (0.66) (-) (1)
2 (20) 0 0 1 (100) 1 (100)
(0.5) (-) () (1) (7)
3(30) 1(33) 1(33) 1 (100) 1 (100)
(1.4) (1.6) (3.3) (1) (8)
7 (70) 2 (66) 3(100)  1(100) 1 (100)
2 (20) 1(33) 0 0 1 (100)
0.7 1.6 0 0 3
0 1(33) 0 1 (100) 1 (100)

*UTIP= Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica

ESPECIE D
Tipo
indeterminado
N=1 (%)
1(100)
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En las figuras 3 y 4 se muestra la prevalencia de los casos analizados de acuerdo

a la época de afio con un pico evidente en Julio.

NUMERO DE PACIETES
O R, N W b U1 OO N ©

MESES

2009 =—2010

Figura 3. Temporalidad por nimero de casos de HAdV N=19

NUMERO DE PACIENTES
= N w

MESES

H]l H2 B3 H6 B7

Figura 4. Temporalidad por Genotipo de HAdV N=19
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DISCUSION

La prevalencia encontrada de identificacion de HAdV como agente causal de
infecciones de tracto respiratorio fue en este estudio de 2.1%, lo cual resulta menor
a lo reportado en literatura (5%).1” En el andlisis demogréfico, las diferencias
significativas radican en mayor afectacion de pacientes menores tres afios y
presencia frecuente de desnutricién con distribucion similar entre grupos para todos
los subtipos de HAdV.

Para la determinar la presencia de HAdV en este estudio y para la identificacion del
mismo se realiz6 PCR secuenciacion, ya que con otros métodos tales como
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) se reporté el 100% de los pacientes con
resultado negativo. Se ha descrito en otros estudios la mayor eficiencia de PCR
para el diagnéstico de infecciones por HAdV, Esposito y cols, 20166. En otro estudio
realizado por Wong y cols, 2010*7, se describe la sensibilidad y especificidad, de la
PCR: 92% y 100% respectivamente, en comparacion con IFl: 55% y 57%
respectivamente y cultivo: 72% y 89% respectivamente. No se puede asegurar con
certeza ausencia de coinfeccidn con otros virus, ya que solo se proceso IFI para los

mismos.

El adenovirus puede presentarse con diversos cuadros clinicos, tales como
conjuntivitis, infecciones renales y de tracto urinario, gastroenteritis e infecciones de
vias respiratorias'®. En la literatura se reporta que de acuerdo al subtipo de HAdV
presente es el tropismo que adquiere por sus caracteristicas, tales como los tipos
HAdV B3 y HAdV B7, los cuales son responsables de cuadros faringo-conjuntivales
y casos esporadicos de cuadros respiratorios severos. En este estudio todos los
pacientes de cursaron con cuadro clinico de neumonia con la sintomatologia propia
de esta entidad. De manera general se present0 alta prevalencia de fiebre y
dificultad respiratoria, lo cual cumplio con las caracteristicas clasicas descritas de
los cuadros de infeccion de etiologia viral con dificultad respiratoria leve —

moderada, broncoespasmo y disminucién en la presion de saturacién de oxigeno.
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El Subtipo que se describe en otros estudios con mayor prevalencia es el HAdV B3
seguido del HAdV C2 de acuerdo a lo reportado por Yay cols*®, el cual fue realizado
en poblacion de Taiwan. Hasta este momento la informacion reportada sobre el
Subtipo de mayor prevalencia en nuestro pais es con la identificacion de la especie
C,1% sin embargo, sin identificacién del Tipo; en este estudio se encuentra con mayor
prevalencia la presencia de HAdV C1, que corresponde con la especie previamente
reportada.

Al realizarse el estudio en un hospital de tercer nivel de atencion y tratarse de un
centro de referencia nacional, la prestacibn de atencidon es a pacientes con
patologias complejas de base que pueden hacer susceptibles a los mismos para
adquirir infecciones por el inmunocompromiso que dichas enfermedades les
confiere. Se observé en este estudio que el paciente con cuadro clinico de mayor
gravedad por adquisicion del Subtipo HAdV B7 se trata de un paciente con
cardiopatia de base y procedimiento quirdrgico durante el mismo internamiento. En
otros estudios internacionales se ha identificado al Subtipo HAdV B7 como una de

las Subespecies que cursan con un cuadro clinico de mayor gravedad.

La poblacion estudiada mostré amplia variabilidad en genotipos identificados por lo
que son pocos pacientes en cada grupo, dificultandose el analisis estadistico, sin
embargo, bajo la premisa de que el Subtipo HAdV B7 cursa con un cuadro clinico
de mayor gravedad, se confirmd que el paciente con identificacién de este subtipo
presentd un cuadro clinico grave que evolucioné a choque, con mayor duracién en
el uso de: oxigeno suplementario, dias de ventilacion mecénica, aminas y estancia
en UTIP.

Se reportdé como alteracion mas frecuente en la biometria hemética, la presencia de
linfopenia, el Unico caso en el que se presentd neutropenia fue en un paciente con
patologia oncologica de base con quimioterapia reciente, lo cual justifica la
deplecion medular; en algunos casos se presentd neutrofilia a pesar de no haberse

encontrado identificacién de microorganismos.
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Habitualmente se ha desestimado la gravedad de infecciones de vias respiratorias

de etiologia viral, sin embargo, se puede presentar con un cuadro clinico similar a

las infecciones de etiologia bacteriana con necesidad de varios dispositivos de

oxigeno (puntas nasales, mascarilla facial, casco ceféalico, ventilacion mecanica)

para mejorar el intercambio gaseoso del paciente e incluso uso de aminas, lo cual

represento un importante consumo de recursos materiales y humanos.

A diferencia de lo reportado en diversos estudios internacionales en los que se

describe mayor temporalidad en la presentacion de esta infeccion viral (invierno y

primaveraiz), en este estudio se reportd un mayor pico en verano.

CONCLUSIONES

La prevalencia de infeccion viral de vias respiratorias por Adenovirus en este
estudio fue de 2.1%, menor a lo reportado en la literatura.

El Subtipo identificado con mayor frecuencia correspondié al HAdV C1.

El Subtipo de HAdV con cuadro clinico de mayor gravedad fue el HAdV B7 y
el HAdV C1 el de menor gravedad.

La temporalidad en la presentacion de esta infeccion por HAdV que se
encontro fue en verano

En México existe poca informacion sobre prevalencia y descripcion de
presentacion clinica de la infeccion por adenovirus, lo que hace necesario
realizar mayor cantidad de estudios de investigacion para tratar de identificar
con mayor precision la relacion entre el Genotipo y el cuadro clinico de cada
Subtipo de HAdV, con el fin de enfocar el esfuerzo de investigacién para
desarrollo de medidas preventivas.

Por el tamafio de muestra que fue posible incluir en este estudio, no es
posible determinar el subtipo que cursa con cuadro clinico de mayor

gravedad.
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LIMITACION DEL ESTUDIO

El estudio no contempl6 coinfeccion de otros agentes virales. Las pruebas iniciales
se realizaron con Inmunofluorescencia Indirecta con resultado negativo en el 100%
de los casos incluso para la deteccion de HAdV. Posteriormente se decidid el uso
del método de PCR en tiempo real por su mayor sensibilidad y especificidad,
ademas de tiempo corto para obtencién de resultados, sin embargo, no se puede
asegurar con certeza ausencia de coinfeccién viral ya que para deteccion de otros

agentes virales se realizo Unicamente inmunofluorescencia indirecta.
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ANEXO

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

HOJA CAPTACION DE DATOS
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HOJA DE CAPTACION DE DATOS
TEMA: VARIABILIDAD GENOTIPICA DEL ADENOVIRUS Y SU CORRELACION CLINICAEN PACIENTES EN EDAD
PEDIATRICA CON INFECCCION DE VIAS RESPIRATORIAS

NOMBRE: REGISTRO:
EDAD: SEXO: PESO: °DESNUTRCION:
DX DE BASE DX DE INGRESO

(1=Neuroldgico, 2=Cardiopata, 3=Hepatopata, 4=Nefropata, 5=Urépata, 6=Quirtrgico, 7=Neumdpata, 8=0Oncoldgico,

9=0tros)

FECHA DE INGRESO FECHA DE EGRESO

FECHA DE TOMA DE PANEL POSITIVO:

SUBTIPO:

(0=No, 1=Si)__

SINO
FIEBRE

LEVEOA3
DIFICULTAD
RESPIRATORIA

SIINO
DESATURACION

PN (DIAS)
INCREMENTO DE 02
SUPLEMENTARIO

SIINO
BRONCOESPASMO

SINO
VENTILACION
MECANICA

VAFO SININO
COMPLICACIONES

SI/NO (CHOQUE)
AMINAS

INFILTRADO SI/NO
RADIOGRAFIA

DIAS DE ESTANCIA FECHA DE RESOLUCION
NUMERO DE PANEL

GRADOS DIAS

MODERADA 4 A 6 GAVE >7

SAT DE OXIGENO

MF (DIAS) VMNI (DIAS)

FECHA INICIO/TERMINO = BRONCODILATADOR

FECHA INICIO/TERMINO

UTIP SI/NO SEPSIS

FECHA INICIO/TERMINO = AMINA UTILIZADA

CONSOLIDACION SIINO  ATELECTASIA
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SOSPECHA DE INFECCION BACTERIANA (SI/NO)

ANTIBIOTICO

BIOMETRIA HEMATICA (FECHA
Anemia

Trombocitopenia
Leucopenia

Neutropenia

Linfopenia

Monocitosis

DEFUNCION:

FECHA DE INICIO

)

Hemoglobina (rango normal)
Hematocrito (rango normal)
Plaquetas (rango normal)
Leucocitos (rango normal)
Neutréfilos (rango normal)
Bandas (rango normal)
Linfocitos (rango normal)

Monocitos (rango normal)

FECHA DE TERMINO

Trombocitosis

Neutrofilia
Bandemia
Linfocitosis

Monocitosis
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