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ARTICULO ORIGINAL

CARACTERIZACION GENETICA DE ADENOVIRUS
AISLADOS DE CONJUNTIVITIS FOLICULAR Y
QUERATOCONJUNTIVITIS EPIDEMICA EN UN GRUPO
DE PACIENTES MEXICANOS

GENETIC CHARACTERIZATION OF ADENOVIRUS ISOLATED
FROM FOLLICULAR CONJUNCTIVITIS AND EPIDEMIC
KERATOCONJUNTIVITIS IN A GROUP OF MEXICAN PATIENTS

MEJIA-LOPEZ H!, SANTACRUZ-VALDES C2, MATIAS-FLORENTINO M3

RESUMEN

Objetivo: Conocer los serotipos de adenovirus en
pacientes mexicanos con conjuntivitis folicular y
queratoconjuntivitis.

Métodos: Se analizaron por PCR especifica para
adenovirus, muestras de fondo de saco conjuntival
inferior de 77 pacientes diagnosticados con conjun-
tivitis folicular por sospecha clinica de infeccion
por adenovirus, de enero de 2005 a diciembre de
2006. La identificacién de los serotipos se realizd
por secuenciacion automatizada.

Las secuencias de nucledtidos obtenidos fueron
comparados con las secuencias reportadas en el
GenBank. En el andlisis de los resultados se utilizé
la estadistica descriptiva.

Resultados: Se analizaron 77 muestras de las cua-
les el 56% presentaron adenovirus. La secuencia-
cién de cada muestra positiva permiti6 la identifica-
cién de Adl, Ad2, Ad3 y Ad8; las secuencias de los
serotipos fueron idénticas a las reportadas en el
GenBank con las direcciones: AF 534906 y AY
224420 para una secuencia del gen que codifica el
filamento de Adl y Ad2 respectivamente y AY
854180 y DQ 149614 para una secuencia del gen
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ABSTRACT

Objetive: To determine the adenovirus serotype in
Mexican patients with folicular conjunctivitis and
keratoconjunctivitis.

Methods: Adenovirus-specific PCR was used to
analyze sample scrapings from the inferior fornix of
patients with follicular conjunctivitis and clinical
suspicion of adenovirus from January 2005 to
December 2006. Identification of the serotype was
made by automated sequencing. The nucleotide
sequences obtained were compared with the repor-
ted sequences in GenBank. Descriptive statistical
analyses were performed on the results.

Results: Of the 77 samples with clinical data of
follicular conjunctivitis that were analyzed, 43
(56%) presented adenovirus. The sequencing of
each positive sample allowed the identification of
Adl, Ad2, Ad3 and AdS; the sequences of the
serotype were identical those reported in GenBank
with accession numbers: AF 534906 and AY
224420 for a sequence of the gene coding for the
filament of Adl and Ad2 respectively, and AY
854180 and DQ 149614 for a sequence of the gene
that codes for the Hexon protein of Ad3 and AdS8
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que codifica la proteina Hex6n de Ad3 y AdS8 res-
pectivamente. En el andlisis estadistico, se pudo
observar que no existe, en apariencia, una estacio-
nalidad preferencial de los serotipos identificados.
Conclusiones: En este trabajo se identificaron los
serotipos Adl, Ad2 y Ad3 en pacientes con diag-
néstico clinico de conjuntivitis folicular en el 2005,
Ad2 fue el serotipo predominante. También se
detecté en un brote de queratoconjuntivitis epidé-
mica por Ad8. Desde el punto de vista epidemiol6-
gico, ninglin serotipo encontrado parece tener esta-
cionalidad preferente.

Palabras clave: Adenovirus, epidemiologia mole-
cular, conjuntivitis folicular, queratoconjuntivitis,
infecciones oculares.

respectively. From the statistical analysis it was
possible to determine that a preferential seasonality
of the serotype does not exist.

Conclusion: In this work the Adl, Ad2 and Ad3
serotypes were identified in patients with clinical
diagnosis of follicular conjunctivitis in 2005. Ad2
was the predominant serotype. Ad8 was also detec-
ted in an outbreak of epidemic keratoconjunctivitis.
From an epidemiological point of view, no serotype
found seems to have a preferred seasonality (Arch
Soc Esp Oftalmol 2008; 83: 161-168).

Key words: Adenovirus, molecular epidemiology,
follicular conjunctivitis, keratoconjunctivitis, ocu-
lar infections.

INTRODUCCION

Los Adenovirus (Ad) causan multiples enferme-
dades clinicas que afectan sistemas ocular, respira-
torio y gastrointestinal.

Los Ad humanos pertenecen a una amplia fami-
lia de 51 serotipos descritos y que se encuentran
clasificados en seis subgéneros (A-F) basados en
varias caracteristicas bioquimicas y moleculares
(1,2). Las infecciones que producen estos virus
estdn intimamente relacionadas con su tropismo en
diversos tejidos (3). En la literatura se ha mostrado
la variedad de serotipos de Ad pertenecientes a los
subgeneros B (Ad3 y Ad7), C (Adl, Ad2, y AdS), o
E (Ad4), como causantes esporadicos de conjunti-
vitis, conjuntivitis folicular o fiebre faringo-conjun-
tival (4-6). Los brotes epidémicos son producidos
por el subgenero D fundamentalmente por Ad8 aso-
ciado a queratoconjuntivitis epidémica (7,8).

La tipificacion precisa de los serotipos es crucial
en los estudios epidemioldgicos asi como en la cali-
dad del diagnéstico. Esto implica, que la identifica-
cién en muestras oculares de los serotipos Adl,
Ad2 y AdS5 que afectan preferentemente vias respi-
ratorias (subgénero C) es menos grave en el pro-
néstico de el cuadro oftalmoldgico, que la detec-
cién de serotipos como el Ad8, Ad19 y Ad37 los
cuales son los agentes mds comunes en la querato-
conjuntivitis hemorrdgica, una infeccién ocular
altamente contagiosa y discapacitante (7,8).

El objetivo de este trabajo fue conocer los seroti-
pos de adenovirus en muestras de pacientes con
diagnéstico clinico de conjuntivitis folicular y que-

ratoconjuntivitis que acudieron a la consulta exter-
na de nuestro instituto. Se utiliz6 para ello una PCR
especifica para detectar el virus y la identificacién
de los serotipos se realizé por secuenciacidon auto-
matizada, una técnica que permite la caracteriza-
cién del ADN.

SUJETOS, MATERAL Y METODOS
Muestras clinicas

Se analizaron muestras de pacientes diagnostica-
dos con conjuntivitis folicular por sospecha clinica
de infeccion por adenovirus, de enero de 2005 a
diciembre de 2006. Los criterios de inclusién impli-
caron pacientes con hiperemia conjuntival de inten-
sidad variada, quemosis y edema palpebral acom-
pafiado o no de sintomas generales. La toma de la
muestra se realiz6 mediante un raspado de saco
conjuntival inferior con un hisopo de arginato de
calcio (Eurotubo, S.A. Espaiia), que se introdujo
posteriormente en un medio de transporte que con-
tenia 50mg/ml de gentamicina, 500U de penicilina-
estreptomicina/ml, fungizona 1 mg/ml y 5% albu-
mina sérica bovina en un buffer de Hank (Gibco,
Invitrogen LT. USA).

Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realiz6 con el mini kit
QIAamp segtin protocolo de Quiagen (QIAGEN,
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Sciences. Meryland, USA). El material genético fue
almacenado a -20°C hasta su procesamiento.

PCR genérica

Fueron usados para amplificar un producto de
PCR de 140pb, Los oligonucleétidos 5’-GACAT-
GACTTTCGAGGTCGATCCCATGGA-3" y 5’-
CCGGCTGAGAAGGGTGTGCGCAGGTA-3".
Este amplificado corresponde a una regién altamen-
te conservada del ADN que codifica para la protei-
na Hexon constituyente de los capsémeros de todos
los tipos de adenovirus. Como controles se usaron
los ADNs de Adl, Ad2 y Ad5, aislados de pacien-
tes con infeccién respiratoria aguda, proporciona-
dos gentilmente por la Maestra en Ciencias Irma
Lépez Martinez, Laboratorio de Infecciones Respi-
ratorias del Instituto de Diagndstico y Referencias
Epidemioldgicos de la Secretaria de Salud (México,
D. F.). Cada reaccion fue realizada segtn el proto-
colo de Elnifro EM y cols (9) 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% tefiidos con
bromuro de etidio (1 ug/ml). Se usé como marcador
estdndar de pesos moleculares el Ready-Load 100
bp DNA Ladder (Invitrogen Co.).

Identificacion de serotipos

Serotipos especificos fueron identificados por
secuenciacion, se us6 para ello oligonucledtidos
que reconocen el gen que codifica para el filamento
de los adenovirus del subgénero C. El oligonucle6-
tido corriente arriba AACF 5’-TGCTTGCGCTHA-
AAATGGGCA-3’, es comun en los cuatro Ad de
este subgénero y los oligonucleétidos corriente aba-
jo AdIR CGAGTATAAGACGCCTATTTACA-3’,
Ad2R 5’-CGCTAAGAGCGCCGCTAGTA-3’ y
Ad5R 5°-ATGCAAAGGAGCCCCGTAC-3’ perte-
necen al ADN que codifica el filamento de los sero-
tipo especificos, estos permiten la obtencion de los
amplicones de 630pb, 204pb y 455pb, respectiva-
mente (10). Se usaron ademds los oligonucleétidos
AdnU7 5°-TTCCCCATGGCNCACAACAC-3" y
AdnU4" 5 -GCCTCGATGACGCCGCGGTG-3"
que amplifican una secuencia de 1004 pb que
corresponden al gen de la proteina Hex6n que com-
parten los serotipos Ad2-8, Adll, Adl4, AdI19,

Ad37, Ad40 y Ad41 (11). Para la secuenciacion de
ADN se utilizé el kit BigDye Terminator (Applied
Biosystems, Foster City, CA) que contiene cada
ddNTP marcado con fluorescencia, el volumen de
reaccion fue de 10ul. con 10ng del ADN a secuen-
ciar y 1uM de cada primer. Los productos de la
reaccion fueron purificados en Columnas CentriSep
(Princeton Separations. Applied Biosystems.) y
analizados en un secuenciador ABI Prism 310
(Applid Biosystems.) Las secuencias de nucledti-
dos obtenidas fueron comparados con las secuen-
cias de nucledtidos reportadas en el GenBank.

RESULTADOS
Pacientes estudiados

Se analizaron 77 muestras de raspado de fondo de
saco conjuntival inferior de pacientes con conjuntivi-
tis folicular con sospecha de infeccién por adenovi-
rus. Las figuras 1, muestran caracteristicas clinicas
que con frecuencia se observaron en pacientes infec-
tados con adenovirus esporadicos (Ad1, Ad2 y Ad3).

PCR genérica

La PCR genérica demostré la presencia de ade-
novirus en 43 muestras que representan el 56% de
la muestra total. En la figura 2 se muestran el ampli-
ficado de 140pb, que corrobora la presencia de ade-
novirus en una muestra positiva, obtenido con los

Fig. 1: Conjuntiva edematosa con foliculos y microhe-
morragias en un paciente con infeccion por Ad2.
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pb M C G+

140pb

Fig. 2: Gel 1,5% de agarosa teiiido con bromuro de eti-
dio que representa un ejemplo de amplificacion del PCR
genérico; Linea 2= control negativo; Linea 3= amplifi-
cado de 140 pb. M, marcador estdndar Ready-Load 100
bp DNA.

oligonucledtidos genéricos. La tabla I muestra los
hallazgos clinicos de los pacientes que resultaron
positivos al PCR para adenovirus. Cabe destacar
que el ojo rojo y la quemosis son un comun deno-
minador en todos los casos; con respecto a las
microhemorragias asi como los foliculos, se obser-
varon con mas frecuencia en los casos por Ad3 y
AdS8. Llama la atencién en los casos por Ad8 se
identificé como signo clinico sobresaliente, la pre-
sencia de membranas y el involucro corneal, mani-
festado clinicamente como queratitis punteada
superficial e infiltrados (fig. 3). Con respecto a la
sintomatologia y hallazgos concomitantes se puede
observar que la rinorrea, faringitis y adenomegalia
resaltan como caracteristicas dominantes en los
virus respiratorios asi como en Ad3.

Identificacion de serotipos

Debido a que la PCR genérica s6lo demuestra la
presencia del virus, se utilizé una técnica mas espe-
cifica para identificar el serotipo correspondiente.
Las 43 muestras positivas en la PCR genérica fueron
secuenciadas, esto permitio la identificacion de Ad1,

Tabla I. Hallazgos clinicos encontrados en relacion al serotipo identificado

CORRELACION CLINICAS Y SEROTIPOS

N.° DE PACIENTES POR SEROTIPO

Caracteristicas clinicas por signos Adl Ad2 Ad3 Ad8
(proporcién)
Ojo rojo 2/2 21/ 21 10/10 11/11
Quemosis 2/2 21/ 21 10/10 11/11
Microhemorragias 2/2 1721 5/10 11/11
Foliculos 072 2/21 8/10 11/11
Pseudomembranas 072 0/21 0/10 3/11
QPS 072 0/21 0/10 6/11
Infiltrados 072 0/21 0/10 11/11
Caracteristicas Clinicas por Sintomas
Dolor 2/2 21/ 21 10/10 11/11
Ardor 2/2 21/ 21 10/10 11/11
Prurito 2/2 21/ 21 10/10 11/11
Fotofobia 2/2 21/ 21 10/10 11/11
Lagrimeo 2/2 21/ 21 10/10 11/11
SCE 072 10/ 21 6/10 0/11
Hallazgos concomitantes
Rinorrea 172 5/21 8/10 2/11
Faringitis 2/2 8/21 6/10 2/11
Ademomegalia 2/2 14/21 1/10 0/11
Descamacién de piel periocular 0/2 0721 0/10 2/11

QPS = Queratitis punteada subepitelial; SCE = Sensacion de cuerpo extrafio.
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Fig. 3: Queratoconjuntivitis epidémica por AdS. A)
Foliculos hipertroficos a nivel de tarso superior; B) For-
macion de pseudomembranas; C) Infiltrados corneales
subepiteliales D) Descamacion de piel periorbital.

Ad2, Ad3 y AdS8. Las secuencias de nucledtidos
obtenidas fueron idénticas a las reportadas en el
GenBank con las direcciones: AF 534906 y AY
224420 para una secuencia del gen que codifica el
filamento de Adl y Ad2 respectivamente y AY
854180 y DQ 149614 para una secuencia del gen
que codifica la proteina Hexén de Ad3 y AdS8 res-
pectivamente. La figura 4 compara la presencia de
casos de conjuntivitis por adenovirus del 2005 y del
2006, en ella puede observarse que no existe, en apa-
riencia, una estacionalidad preferencial de los sero-
tipos identificados sin embargo debe mencionarse
que en el mes de junio la distribucidn por nimero de
casos fue mayor. La tabla II muestra la distribucién
de los serotipos en los meses estudiados, puede
observarse que Adl se encontré en dos muestras,
Ad2 en veintiuno, Ad3 en diez y Ad8 en once de

CAS0E DE CONJUNTIVITIS POR ADENCVIRUS
20052006

I]u -Du_ﬂ[i [il

& F & & 9’&“4300‘

Fig. 4: Comparacion del niimero de casos de conjunti-
vitis por adenovirus en los afios estudiados. Las barras
en gris representan los casos del 2005 y las negras al

2006.

Tabla II. Serotipos de adenovirus encontrados en los afios
2005 y 2006

2005 2006
mes Adl Ad2 Ad3 AdS8

Ene 2
Feb

Mar 2
Abr 2% 2
May
Jun
Jul
Ago
Sep
Oct 3
Nov 1

Dic

Total 2 21 10 11

—_

W O
— et DN

N W = W

* Un caso de coinfeccion con Ad2.

ellas. Los Ad2 y Ad3 se comportaron de manera
semejante durante el 2005 siendo que Ad2 se pre-
sentd con mayor frecuencia en los meses de junio y
julio. Cabe subrayar que en el 2006 se manifest6 de
manera stbita un brote epidémico por AdS8, en dos
casos identificados en el mes de marzo, en donde se
encontr6 el caso indice. En la muestra estudiada
Ad8, fue predominante en la segunda mitad del afio.
En abril del 2005 se identificaron coinfectando en
una muestra los serotipos Adl y Ad2.

DISCUSION

Todos los pacientes de este estudio (77) fueron
diagnosticados con conjuntivitis folicular. Adenovi-
rus fue el responsable del 56% de los casos; es rele-
vante mencionar, que los sintomas de esta entidad
clinica no son patognoménicos de una infeccién por
adenovirus ya que otros patdgenos pudieron ser la
causa del cuadro como son Coxackie, Citomegalo-
virus o Enterovirus (12-14). En nuestro reporte
mostramos el comportamiento epidemioldgico de
adenovirus responsables de conjuntivitis folicular
en el curso de 24 meses en nuestro instituto. Segin
la distribucién de los casos parecen no tener un
comportamiento estacional. Durante el afio 2005,
Ad1 y Ad2 asi como Ad3 descrito en casos espora-
dicos, fueron identificados en las muestras estudia-
das en comparacién, con un brote de conjuntivitis
epidémica por Ad8 durante el 2006. Los serotipos
Adl y Ad2 (subgénero C), son predominantemente
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responsables de infecciones respiratorias, sin
embargo, se ha reportado que una conjuntivitis foli-
cular puede ocurrir como parte de un sindrome res-
piratorio-faringeo o como una entidad separada; la
enfermedad estd frecuentemente acompafiada de
linfoadenopatia (4-6). En este estudio se identifica-
ron como signos consistentes asociados a la presen-
cia de Adl y Ad2 ojo rojo y quemosis. Los sinto-
mas mds comunes fueron dolor, ardor, prurito, foto-
fobia y lagrimeo, destacando la sensacion de cuer-
po extraio. Como hallazgos concomitantes la rino-
rrea, faringitis y adenomegalias fueron observadas,
destacando este tltimo como una caracteristica de
infeccidn respiratoria asociada a adenovirus, como
se ha descrito en la literatura.

Los serotipos Ad3 y Ad7 afectan preferentemente
anifios. Son causantes de conjuntivitis folicular o fie-
bre faringo-conjuntival. El cuadro clinico se caracte-
riza por fiebre, faringitis, adenopatias, hiperemia
conjuntival, lagrimeo y conjuntivitis folicular aguda.
La conjuntivitis cursa con 0jo rojo, quemosis y ede-
ma palpebral intenso, lagrimeo y secrecion fibrino-
purulenta. En el 30% de los casos se desarrollan
lesiones corneales en forma de queratitis punteada
superficial. El proceso se resuelve favorablemente en
aproximadamente dos semanas sin dejar secuelas
excepto en el caso de que hayan existido complica-
ciones (1,4). En nuestro estudio el cuadro clinico por
Ad3 en comparacién con los virus respiratorios (Ad1
y Ad2) manifestdé mayor presencia de foliculos,
microhemorragias, rinorrea y una asociacién impor-
tante con faringitis. Otros serotipos tales como Ad4,
Ad9-11, Ad15-17, Ad 20 y 22 (subgénero C, D y E),
también pueden estar asociados con este sindrome,
sin embargo epidemioldgicamente, estas infecciones
pueden ocurrir esporddicamente o causar enferme-
dad en un grupo menos numeroso de contacto.

En la poblacién estudiada se identificoé Ad8 del
subgénero D. Este serotipo representa la causa cla-
sica de la queratoconjuntivitis epidémica producida
por Ad8, Ad19 o Ad37. Es un cuadro viral alta-
mente contagioso que afecta preferentemente a
adultos. En ocasiones el cuadro clinico se acompa-
fla de malestar general, odinofagia y febricula. El
inicio puede ser muy agudo con sensacion de cuer-
po extrafio importante, edema conjuntival y palpe-
bral asi como hiperemia y lagrimeo abundante. A
las 24 horas de iniciado el cuadro se pueden obser-
var foliculos en la conjuntiva tarsal y bulbar predo-
minantemente inferior. Esta sintomatologia progre-
sa rdpidamente y alcanza un 6ptimo alrededor del

tercer dia. La secrecion que en principio es serosa,
se transforma en serofibrinosa y continda a la for-
macién de pseudomembranas. Entre el tercer y
quinto dia, el cuadro se torna bilateral aunque la
afeccion del ojo contralateral es siempre mas leve
que la del primero. En el 80% de los casos la que-
ratitis punteada superficial se presenta al inicio.
Estas lesiones se resuelven en un plazo no inferior
a 15 dias pudiendo producir depdsito de inmuno-
complejos subepiteliales a nivel de la capa de Bow-
man, y formando opacidades que provocan aumen-
to de la fotofobia dificultando asi la visén. Como
resultado de lo anterior, se fomenta un estado inca-
pacitante para el paciente debido a que tardan en
reabsorberse hasta un periodo que puede durar
meses e incluso afios (7,8,14). Nuestros resultados
corroboran lo descrito anteriormente ya que pudo
observarse en tres de nuestros casos la formacion de
pseudomembrana y que la afeccién a nivel corneal
manifestada como queratitis punteada superficial e
infiltrados subepiteliales fue una caracteristica mas
acentuada en los afectados por AdS8 a diferencia del
resto de los pacientes afectados por Adl, Ad2 y
Ad3. Un hallazgo poco frecuente asociado a este
tipo de Adenovirus es la faringitis que se presentd
en dos de nuestros casos. Resulta interesante subra-
yar, que un hallazgo poco descrito pero importante,
fue la descamacion de la piel periorbitaria observa-
da en dos de nuestros casos (tabla I, fig. 3D).

En una de las muestras estudiadas se identifico
una coinfecciéon con Adl y Ad2, situacién no
comun ya que existen pocos estudios que aportan
datos sobre la posibilidad de una coinfeccién con
diferentes serotipos. En 1965 se identific6 en mues-
tras de humanos y de simios, un virus «contami-
nante» de la familia de los parvovirus. Este tenia la
incapacidad de replicarse en ausencia de adenovirus
y se le llam6 virus asociado a adenovirus (AAV)
(15). Recientemente Echavarria M (16) y colabora-
dores demostraron la coinfeccién de serotipos del
subgénero C con adenovirus entéricos, la importan-
cia de estos hallazgos no se conoce pero es claro
que requieren de mayor atencion.

En Meéxico es escasa la informacion sobre la
identificacion de Adenovirus (17-20). Nosotros
publicamos en el 2006 la identificacién, por méto-
dos moleculares, de adenovirus del subgénero C
asociados con conjuntivitis en pacientes mexicanos
(21). En el presente trabajo se muestra el primer
estudio epidemioldgico de serotipos que afectan al
ojo incluyendo un brote epidémico por AdS.
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En este estudio se identificaron los serotipos
Adl, Ad2, Ad3 y Ad8 en pacientes con diagnostico
clinico de conjuntivitis folicular y queratoconjunti-
vitis epidémica en el periodo comprendido de ene-
ro de 2005 a diciembre de 2006. Desde el punto de
vista epidemioldgico, ningtn serotipo encontrado
parece tener estacionalidad preferente.

El ndmero de casos en un mayor tiempo de estu-
dio permitird la mejor apreciacion de la dindmica
epidemioldgica de los adenovirus de importancia en
la oftalmologia en nuestro pafs.
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