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RESUMEN

RESUMEN

La gastroenteritis constituye una enfermedad que afecta a millones de personas en todo el mundo
produciendo un fuerte impacto entre los nifios. Este cuadro puede ser producido por diferentes
agentes dentro de los que se incluyen virus.

Adenovirus son virus DNA icosaédricos desnudos de 900 A de didmetro. Diversos estudios

evidencian que los adenovirus serotipos 40 y 41, son agentes importantes de diarrea en nifios,
asociandose entre el 1y el 17% de los casos.

Laimportancia descrita en el &mbito mundial, y el escaso conocimiento de este agente viral
en nuestro pais, motiva e interés por conocer el panorama de esta infeccion en Santiago. Con
este objetivo se analizaron 793 muestras de deposiciones de nifios menores de 5 afos de
Santiago, primero detectando adenovirus por una técnica de ELISA screening, y posteriormente
tipificando las muestras positivas por un ELISA especifico para adenovirus 40y 41.

Se encontré un 4.8% de excrecion de adenovirus entérico en nifios con cuadro de diarrea
aguda. El 90.3% de las infecciones ocurrié en menores de 24 meses, la mayoria de 10s casos se
presentd durante meses calidos. | ndirectamente se pudo determinar que lainfeccion producida no
estan grave para motivar la hospitalizacion del nifio.
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INTRODUCCION.

INTRODUCCION.

La gastroenteritis o diarrea aguda constituye una enfermedad que afecta a millones de
personas en todo el mundo produciendo un fuerte impacto entre los nifios. La
enfermedad se contrae preferentemente durante los primeros 5 afios de vida, en un
promedio de varios episodios por afo, con la potencial deshidratacién severa,
alteraciones nutricionales y muerte (Bern, C. y cols. , 1993). Si bien hay evidencias que
sugieren que la mortalidad ha declinado en la ultima década, las diarreas siguen siendo
una de las causas mas importantes de mortalidad en nifios menores de 5 afios en los
paises en desarrollo. En Latinoamérica la mortalidad por diarrea en menores de un ano
se acerca a 20/1000 nacidos vivos. En Santiago, un nifio menor de dos afos tiene
aproximadamente 2,7 episodios de diarrea por afo y el riesgo de morir es de 3/1000
nacidos vivos (Prado,V. y cols., 1994). Ademas, la alta morbilidad que inducen estas
infecciones produce un costo en salud importante en términos de tratamiento vy
hospitalizacion (Glass,R. y cols., 1994).

La gastroenteritis puede ser causada por diferentes agentes que incluyen bacterias,
parasitos y virus. Tanto en paises desarrollados como en desarrollo, los rotavirus son los
agentes responsables del mayor porcentaje de diarrea severa en nifios causando entre el
10-50% de las hospitalizaciones por diarrea aguda en menores de 2 afios. También se
han asociado otros virus a diarrea aguda en adultos y nifios, entre los que se cuentan
Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus, Coronavirus, y Calicivirus humanos.

Adenovirus son virus DNA sin envoltura, se dividen en dos géneros Mastadenovirus,
que infecta a los mamiferos, y el género Aviadenovirus, que infecta a las aves. Los dos
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géneros son completamente distintos antigénicamente. A su vez los adenovirus humanos
se subdividen en 6 subgéneros (A-F), basados en la homologia del DNA. Por definicion
aquellos con mas de 50% de homologia son miembros del mismo subgénero, mientras
que son de distinto subgénero aquellos con menos del 20% de homologia.

Dentro de cada subgénero los serotipos se definen por reactividad cruzada en test de
neutralizaciéon. De esta forma se reconocen 47 serotipos de adenovirus humano.

Adenovirus contienen una unica copia lineal de DNA doble hebra, la que se asocia a
proteinas virales para formar la estructura del core. El core esta rodeado por una capa
interna de proteinas que a su vez esta rodeada por una capa icosahédrica de proteinas,
este complejo proteico forma la capside (Burnett, R., Grutter, M., 1984).

Todos los adenovirus tienen forma icosahédrica con 900 A de diametro. Microscopia
electrénica de virus completo ha revelado que la capside esta formada por 252 unidades
morfologicas (capsdmeros), que se distribuyen de tal forma para dar origen a 12 vértices,
30 lados y 20 caras triangulares. Dado que las unidades que se ubican en los vértices
tienen 5 unidades vecinas mientras que el resto tiene 6 vecinos, se han denominado
pentones y hexones respectivamente (Van oostrum, J. y cols., 1987).

Los pentones consisten de una base, que esta embebida en la capside, y de una
fibra apical protuberante que permite la adherencia del virus a receptores en la superficie
de la célula huésped.

Los hexones son la principal proteina de la capside. Es un trimero que puede ser
representado por una base hexagonal y una superficie triangular sobrepuesta. A ésta
superficie triangular estan asociados los determinantes tipo-especifico que se utilizan en
los ensayos ELISA de deteccion del virus. La estructura del virion se observa en la figura
1.

r - Hramn (]

_a

. Base die| peine
——arupa i nweve e s
~Fenthin #——

e Mewanes peripenianales ©

— Filirm —

Figura 1.Particula de adenovirus. A. Imagen tridimensional de la capside adenoviral
reconstruida por computadora. B. Vista esquematica de la particula adenoviral con los
nombres de cada proteina de la capside.

Su ggnoma consta de una unica copia de DNA doble hebra, lineal. Tiene un PM de
20-30x107, equivalente a 33-45 kilobases. Este codifica para un numero considerable de
proteinas con peso molecular entre 7500 y 400000, que incluye proteinas estructurales y
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no-estructurales (Greenwood, D., Slack, R., 1992).

El DNA se encuentra asociado a proteinas codificadas por el virus, unidas en forma
covalente en cada extremo 5°-terminal del genoma lineal. La infectividad relativa, in vitro,
se reduce por lo menos 100 veces si se separan estas proteinas por proteolisis. El DNA
condensado en el core muestra una distribucion similar a 12 grandes esferas apretadas
entre si.

Los adenovirus infectan a las células susceptibles por las fibras apicales de los
pentones, que se adhieren a los receptores de la superficie celular. EI complejo
virus-receptor es transportado por los endosomas cubiertos por clatrina al interior celular.
El pH acido del endosoma, provoca que los viriones eliminen sus pentones y fibras, a su
vez este cambio provoca la ruptura de los endosomas y la liberacién hacia el citoplasma.
El complejo del core ingresa en el nucleo donde las proteinas son reemplazadas por
histonas celulares para formar un complejo similar a la cromatina, creandose las
condiciones para la expresion de los genes virales.

La gran mayoria de las infecciones con adenovirus son no diagnosticadas. Por otra
parte la infeccion y replicacion viral no necesariamente se asocian a enfermedad.
Adenovirus infecta células epiteliales de la faringe, conjuntivas, intestino delgado, y
algunos sistemas organicos, pero esta claro que la infeccion no siempre provoca
enfermedad. Diferentes serotipos tienen preferencia por diferentes regiones, dependiendo
de la presencia o ausencia de receptores particulares.

Los adenovirus inducen una inmunidad prolongada y adecuada contra la reinfeccion.
Al parecer, la resistencia a enfermedades sintomaticas se relaciona directamente con la
existencia de anticuerpos neutralizantes circulantes. Aunque los anticuerpos de tipo
especifico pueden proteger de los sintomas patolégicos, no siempre previenen la
reinfeccion.

Adenovirus son transmitidos por muchos mecanismos: gotas aerosol; la ruta
fecal-oral; y la inoculacion directa de conjuntivas por dedos, y agua contaminada de
piscinas. La ruta fecal-oral es el modo mas comun de transmisiéon en nifios y en grupos
familiares. Muchas especies de animales son infectadas por cepas de adenovirus, pero
éstas son no patogénicas para los humanos (Collier, L., Oxford, J., 1993).

Las infecciones por adenovirus son endémicas en todo el mundo. Existen ciertos
serotipos que estan asociados a sindromes especificos. Por ejemplo tipos 1,2,3,4,5,6,7
causan enfermedades respiratorias; tipos 8,19,37 causan queratoconjuntivitis; tipos 11,21
causan cistitis hemorragica; y los tipos 40, 41 causan gastroenteritis.

Adenovirus entérico.

Muchos de los 47 serotipos de adenovirus humanos descritos hasta ahora pueden
ser eliminados por las deposiciones, a menudo por periodos prolongados, sin asociarse a
diarrea (Grimwood, K. y cols. ,1995). Existen evidencias seroldgicas y epidemiolédgicas
que sefialan que la infeccion con adenovirus 40 (Ad40) y adenovirus 41 (Ad4l) puede
resultar en una diarrea aguda severa en nifios (Noel, J. y cols., 1994). Estos dos serotipos
conforman el subgrupo F del género adenovirus los que exhiben reaccion cruzada en
ensayos de neutralizacion, presentan diferentes perfiles de restriccion enzimatica y son
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denominados adenovirus entérico.

Los miembros de este subgrupo son dificiles de crecer en cultivo celular lo que
dificultdé el desarrollo de métodos diagnédsticos especificos. La introduccion de técnicas
inmunoenzimaticas como ELISA, ha permitido realizar estudios para definir el rol de estos
agentes en la etiologia de las diarreas agudas infantiles. Estos trabajos han mostrado que
Ad40 y Ad4l tienen una distribucidon mundial y las prevalencias son relativamente
similares tanto en paises en desarrollo como desarrollados, y en zonas urbanas y rurales.

Los adenovirus del subgrupo F pueden identificarse por técnicas de ELISA en
deposiciones, por inmuno-microscopia electronica, técnicas de hibridizacion (dot-blot), y
por la reaccion de la polimerasa en cadena. Es dificil obtener aislados de este subgrupo
en cultivos tradicionales, aunque la linea de células renales embrionarias humanas
transformadas con fragmento de DNA de adenovirus tipo 5 (células Graham 293) ha dado
resultados prometedores.

Diversos estudios realizados en Europa, Estados Unidos, Sudafrica y Asia muestran
que los adenovirus del subgrupo F son agentes importantes de diarrea en nifos,
causando entre el 7 al 15% de los casos (Jarecki-Khan, K. y cols., 1993; Cruz, J. y cols.,
1990; Brown, M., 1990; Kidd, A., 1984). Esto sugiere que los adenovirus entéricos
podrian ser la segunda causa viral de diarrea infantil, después de rotavirus (Blacklow, N. y
col., 1991). También se han asociado a infecciones nosocomiales y a brotes en
guarderias y jardines infantiles (Lew, J. y cols., 1991; Mitchell, D. y cols., 1995; Brandt, C.
y cols., 1984). Los pocos estudios realizados en Chile sugieren que adenovirus tiene una
menor frecuencia, causando cerca del 2-3% de los episodios de diarrea que no requieren
hospitalizacion. No hay descripciones publicadas sobre estudios que busquen
dirigidamente este agente en nifios que requieren hospitalizacion.

El cuadro clinico se caracteriza por: tener un periodo de incubacion de 3-10 dias, las
deposiciones son de caracteristicas acuosas y en numero de 4-5 evacuaciones por dia, el
promedio de duracion del cuadro es de 10.8 dias y en un rango de 4-23 dias, afecta a
principalmente a nifios menores de 2 afos y a lactantes, presenta deshidratacién severa,
y en algunos casos hay vomito y fiebre moderada.

La importancia descrita en el ambito mundial para adenovirus entérico como
causante de diarrea aguda en la poblacion infantil, y el escaso conocimiento de este
agente viral en nuestro pais, motiva el interés por conocer el panorama de esta infeccion
en Santiago de Chile. Para ello se aplicaran técnicas de ELISA para el estudio de
adenovirus, ya conocidas pero poco disponibles en nuestro pais, y nuevas técnicas
moleculares, como PCR, descritas solo en los ultimos afios para la deteccion de este
virus.

Con este objetivo se analizaron muestras de nifilos menores de 5 afios con cuadro de
diarrea aguda, que acudieron a dos consultorios (Lucas Sierra y Symon Ojeda), un
servicio de urgencia (Sotero del Rio), y nifios que requirieron hospitalizacion (Roberto del
Rio).

Sin embargo, dado el periodo de tiempo en que se tomaron las muestras para
realizar este estudio (1 afio), no fue posible contar con un niumero representativo de éstas
para establecer parametros estadisticos (prevalencia, tasa de ataque, riesgo relativo) que
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permitan apreciar la real importancia de este agente viral en la poblacién infantil de
Santiago de Chile. Pero es posible mostrar resultados que describen las mayores
frecuencias de adenovirus entérico con relaciéon a la edad, mes del afo, ademas de la
severidad de la diarrea la que se estimara indirectamente segun la procedencia de la
muestra, ya que la diarrea en un nifo que requiere hospitalizacion es de mayor gravedad
que el que llega a un servicio de urgencia y posiblemente también respecto al que llega al
consultorio.
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OBJETIVOS.

OBJETIVOS.

OBJETIVOS GENERALES.

1. Deteccién de adenovirus en nifilos menores de 5 afos que presentan cuadro de diarrea
aguda, mediante una técnica ELISA género-especifica.

2. Tipificacion de adenovirus entérico en nifios menores de 5 afios que presentan
cuadro de diarrea aguda, mediante una técnica ELISA tipo-especifica comercial, y
mediante una técnica de PCR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Manejo y dominio de una técnica inmunoenzimatica en un laboratorio de Virologia.

2. Manejo y dominio de una técnica de Biologia Molecular aplicada al diagnostico
virolégico.

3. Probar una técnica ELISA tipo-especifica comercial, determinando su sensibilidad
y especificidad, comparandola con una técnica de PCR en la caracterizacion de
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adenovirus entérico.

4. Aplicar técnicas de estadistica descriptiva en el analisis de los resultados: Cifras
absolutas y distribucién de frecuencias.
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MATERIALES Y METODOS.

MATERIALES Y METODOS.

MUESTRAS.

Se analizaron muestras de deposiciones de nifios menores de 5 afos que se
encontraban hospitalizados en el Roberto del Rio, y de niflos menores de 5 afos que
acudieron en forma ambulatoria a los consultorios Lucas Sierra y Symon Ojeda, por
cuadros de diarrea aguda, durante el 1° de abril de 1998 y el 31 de marzo de 1999.
Ademas se analizaron muestras de deposiciones de nifios menores de 5 afos que
acudieron al servicio de urgencia del hospital Sétero del Rio por cuadros de diarrea,
durante el 1° de septiembre de 1997 y el 19 de mayo de 1998.

Se descartaron aquellos casos que presentaron deposiciones con secreciones
sanguinolentas o mucosas, ya que estas caracteristicas son propias de gastroenteritis de
origen bacteriano.

Ademas se analizaron muestras de nifios menores 5 afios que concurrieron a los
hospitales Roberto del Rio y Sétero del Rio por una causa distinta a un cuadro de diarrea
aguda. Estas muestras se utilizaron como controles.

Para cada muestra se obtuvieron los siguientes datos: nombre del paciente, edad,
fecha toma de muestra, fecha inicio del cuadro, y caracter de la muestra (caso o control).
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DETECCION DE ADENOVIRUS EN DEPOSICIONES.

1. Deteccion de adenovirus mediante ELISA.

a) Preparacién de las muestras: se prepararon suspensiones al 10-20% de las
deposiciones en PBS/BSA/TWEEN. Las suspensiones fueron, primero, homogeneizadas
por agitacién en vortex durante 30 segundos, y luego clarificadas por centrifugaciéon a
3000 rpm x 5 minutos. Se ocuparon 200 ml del sobrenadante.

b) Deteccion del antigeno: para detectar el antigeno en las deposiciones se utilizé
una técnica de ELISA elaborada en el CDC de Atlanta (EE.UU). Anticuerpos
monoclonales anti-hexdn se usaron como suero de captura positiva, y anticuerpos
monoclonales anti-influenza como captura negativa. Microplacas Inmunolon Il (Dynatech)
fueron cubiertas con 100ml de los anticuerpos diluidos 1:3000 en buffer
carbonato-bicarbonato (0.05M, pH 9.6) e incubadas a 37°C por 1 hora. Se lavd 6 veces
con PBS/T aqui y en las etapas siguientes. Posteriormente se agregé 100 ml de la
suspension de deposiciones, tanto para los pocillos con el suero de captura positivo y
negativo, y se incubd por 1 hora a 37°C. Se agregaron 50 ml de un anticuerpo
monoclonal biotinilado McAb 2/6 diluido 1:1000 en PBS/Gel/T, y se incub6 a 37° por 1
hora, seguido de 50ml de un anticuerpo conjugado con peroxidasa estreptoavidina diluido
1:3000 en PBS/Gel/T. La reaccién fue visualizada mediante la adicién de 125 ml de una
solucion de 3,3',5,5'-tetrametil benzidina (TMB 5mg/ml), y luego de 10 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, la reaccion se detuvo usando 50 ml de una solucién
2N de H,SO,. La lectura se realiz6 en un espectrofotdmetro a 450 nm de longitud de
onda. Como control positivo de la técnica se utilizé un lisado de células Hep2 infectadas
por adenovirus 3WC diluidas 1:1000 en PBS/Gel/T. Como control negativo se utilizé un
lisado de células Hep2 diluidas 1:1000 en PBS/gel/T.

Las muestras fueron consideradas positivas si el promedio de la absorbancia de los
pocillos de captura positiva (P) y negativa (N)cumplié con los siguientes requisitos: P/N>2
y P-N>0.07.

2. Tipificacion de adenovirus entérico mediante ELISA tipo-especifica.

Se uso el kit comercial Premier Adenoclone Type 40/41. Es una técnica de ELISA que
utiliza un anticuerpo monoclonal anti-hexén especifico para adenovirus subgrupo F.

a) Preparacién de las muestras: Se prepararon suspensiones al 10-20% de las
deposiciones que resultaron positivas en el ELISA de screening (CDC-USA), en 500 ml
de buffer salino. Las suspensiones fueron homogeneizadas por agitacion en vortex por 30
segundos. Se us6 un volumen de 100 ml de sobrenadante para el test. Como control
positivo se utilizé adenovirus inactivado (AD41), en buffer con Thimerosal 0.02% como
preservante, éste viene incluido en el kit. El control negativo corresponde al diluyente de
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muestra.

b) Deteccion del antigeno: Se usaron microplacas sensibilizadas con un anticuerpo
monoclonal tipo-especifica para adenovirus tipo 40/41. Se cargd un volumen de 100 ml
del sobrenadante de la suspension de deposiciones y de los controles, y
simultaneamente se agreg6 un volumen de 100 ml de conjugado (Peroxidasa horseradish
con un anticuerpo monoclonal murino anti-adenovirus contenidos en un buffer con
gentamicina y thimerosal 0.02% como preservantes). Previa agitacion suave se incubo a
temperatura ambiente durante 1 hora y luego la placa se lavé 5 veces con agua
destilada/deionizada. Después del ultimo lavado se agregé 100ml de un substrato A
conteniendo peroxido de urea, y 100 ml de un substrato B conteniendo TMB (3,3°,5,5
tetrametilbenzidina), y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos, al cabo de los
cuales la reaccion colorimétrica se detuvo agregando 50 ml de una solucién de parada
(acido sulfurico 1 N).

Los resultados fueron analizados en espectrofotometro a 450nm de longitud de onda.
Aquellas lecturas mayores a 0.150 fueron consideradas positivas y aquellas lecturas
menores a 0.150 fueron consideradas negativas.

3. Tipificacién de adenovirus enterico mediante PCR.

a) Obtencién de DNA: Aquellas muestras positivas para adenovirus entérico se utilizaron
para realizar la técnica de PCR. Se preparo una dilucion 1:3 en buffer 10 mM Tris-HCI pH
7.4, 100 mM NaCl, 5mM EDTA, y se clarificé por centrifugacion a 10000 rpm por 10 min.
El sobrenadante resultante fue precipitado toda la noche a 4°C con polietilenglicol (PEG)
8000. Luego esta mezcla se centrifugd a 13.000 r.p.m. por 5 minutos a 4° C. El pellet se
resuspendié en 200 ml de buffer de lisis (10 mM Tris-Hcl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 10
mM NaCl, 0.5% SDS, proteinasa K 250 mg/ml) y se incubd por una hora a 37° C.
Posterior a la incubacion, se centrifugé a 8.000 r.p.m. por 5 minutos a 4°C y se tomo el
sobrenadante, al cual se agrego fenol:cloroformo en relacién 1:1. Tras agitar, esta mezcla
se centrifugé a 3.000 r.p.m. por 5 minutos, se extrajo la fase acuosa y se mezclé con
etanol en una proporcidn extracto:etanol igual a 1:2. Esta preparacion se dejé a 4°C
overnight. Finalmente, se centrifugd a 13.000 r.p.m. por 5 minutos a 4°C, se eliminé el

sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 10 ml de HZO destilada estéril.

b) Oligonucledtidos partidores: Se utilizaron 2 partidores, designados como
hexAA1885 y hexAA1913, que corresponden a una regidon altamente conservada,
deducida de las secuencias publicadas del hexdén de adenovirus humano.

¢) Amplificacién: La amplificacion de la secuencia blanco (1 ng de DNA viral) se llevo
a cabo en una mezcla de reaccién de 50 ml que contiene 50 mM KCI, 10 mM tris-HCI pH
9.0, 3 mM MgCl,, 0.1% Triton x-100, 100 ml de cada dNTP, 0.08 rM de partidores, y 1U
de Taq polimerasa. La mezcla se cubrié con 50 ml de aceite mineral para prevenir la
evaporacion. La reaccion se realizd en un termociclador automatico. El ciclo inicial
consistio en la denaturacion del DNA a 92°C por 3 min, alineamiento a 56°C por 30 seg, y
la elongacion a 72°C por 30 seg. A este ciclo inicial le siguieron 29 ciclos de 30 seg de
denaturacién a 92°C, 30 seg de alineamiento a 56°C y 30 seg de elongacion a 72°C. Se
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incluyd un control negativo que lleva solo la mezcla de reaccion.
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RESULTADOS.

RESULTADOS.

Se recolectaron en total 793 muestras de deposiciones de nifios menores de 5 afos.
Entre el 1°de abril de 1998 y el 31 de marzo de 1999 se recolectaron 284 muestras de
nifios hospitalizados en el Roberto del Rio, y 150 muestras de nifios que concurrieron en
forma ambulatoria a los consultorios Lucas Sierra (51 muestras) y Symon Ojeda (99
muestras), y entre septiembre de 1997 y mayo de 1998 se recolectd un total de 359
muestras de nifos que fueron al servicio de urgencia del hospital Sétero del Rio. La
distribucién por sexo y edad de cada servicio se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Total de muestras estudiadas, distribuidas por servicio de origen, edad y sexo.
(Cifras absolutas y porcentajes).

Del total de muestras analizadas en el servicio de Urgencia del hospital Sétero del
Rio, 45 (12.5%) corresponden a muestras controles. De las 284 muestras analizadas
provenientes del hospital Roberto del Rio, 101 (35.6%) corresponde a controles. No se
conté con muestras controles de los consultorios Lucas Sierra y Symon Ojeda.

Deteccion de adenovirus por ELISA
género-especifico.

Todas las muestras fueron analizadas por la técnica de ELISA género-especifico para la
deteccidn de adenovirus en deposiciones. Se encontré un total de 71 muestras positivas
para adenovirus (8.9%). En la tabla 2 se presentan los resultados de la técnica ELISA de
screening positivo para los casos y los controles. Se obtuvo un total de 65 casos positivos
(10%), y 6 controles positivos (4.1%).
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Tabla 2. Casos y controles con ELISA género-especifico para adenovirus positivo,
distribuidas por servicio de origen. (Cifras absolutas y porcentajes).

Tipificacion de adenovirus por ELISA.

Las 71 muestras positivas para ELISA adenovirus género-especifico fueron luego
analizadas por el ELISA adenovirus tipo-especifico para adenovirus 40 y 41. La tabla 3
muestra el niumero de casos y controles que resultaron con ELISA tipo-especifico
positivo, respecto del nimero total de muestras positivas para ELISA de screening. Se
observa que en los casos, 31(47.6%) resultaron positivos para adenovirus entérico, y que
5 (83.3%) de los controles resultaron positivos para adenovirus entérico.
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Tabla 3.Total de casos y controles con test ELISA tipo especifico para adenovirus entérico
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positivo, respecto del total de muestras positivas en el screening. (Cifras absolutas y
porcentajes).

La tabla numero 4 muestra los resultados positivos para el test de ELISA
tipo-especifico con relaciéon al numero total de muestras casos y controles analizadas.
Los resultados obtenidos indican que en el caso de los nifios que requirieron
hospitalizacién por diarrea aguda, un 3.2% resultaron positivos para adenovirus entérico,
y para los controles se obtuvo un 1.9% de positivos. Respecto a los nifios que acudieron
al servicio de urgencia, se encontré un 6.7% de positivos en los casos, y un 6.6% de
positivos en los controles. En los consultorios fueron positivos, para adenovirus entérico,
un 2.7% de los nifios que concurrieron por cuadros de diarrea aguda. En total, en los
casos se obtuvo un 4.8% de positivos, y un 3.4% de positivos en los controles.
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Tabla 4.Total de casos y controles con test ELISA tipo-especifico para adenovirus entérico
positivo, respecto del total de muestras analizadas. (Cifras absolutas y porcentajes).

Distribucion segun edad de los casos positivos.

En el grafico 1 se muestra la distribucion por edad de los casos positivos para adenovirus
entérico.
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Gréfico 1. Distribucién por edad de los casos positivos para adenovirus entérico, respecto
del servicio de origen.

Se observa que el 90.3% de las infecciones de todos los adenovirus entérico
detectados, ocurrié en nifios menores de 24 meses, encontrandose el 35.5% de estos
casos positivos en el grupo de 7-12 meses. Solo 3 casos (9.6%) correspondieron a nifios
mayores de 24 meses. En el rango de 49 a 60 meses de edad no se presentd ningun
caso afectado por adenovirus entérico.

De los 5 nifios controles que resultaron positivos para adenovirus entérico el 100%
de ellos se ubicé en el rango de 0 a 24 meses de edad (dato no mostrado).

Distribucion mensual de los casos positivos.

En los graficos 2 y 3 se muestra la distribucién mensual de los casos positivos para
adenovirus entérico a lo largo del periodo en que fueron tomadas las muestras para este
estudio.
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Gréfico 2.Distribucion mensual desde septiembre de 1997 a mayo de 1998, de los casos
positivos para adenovirus entérico encontrados en el servicio de urgencia del Hospital
Soétero del Rio.

En el grafico 2 se presentan la distribucion de los casos positivos para adenovirus
entérico hallados en el servicio de urgencia del hospital Sétero del Rio, donde se observa
que 1 de ellos ocurrié durante diciembre de 1997, 14 casos se presentaron durante los
meses de enero, febrero y marzo de 1998, y 6 casos durante abril de 1998. No se
presentd ningun caso durante el resto del periodo estudiado.

En el grafico 3 se observa que en el hospital Roberto del Rio los 6 casos positivos se
distribuyen entre septiembre de 1998 y marzo de 1999. Respecto de los casos positivos
en los consultorios Lucas Sierra y Symon Ojeda, se encontré 1 en abril, 2 en diciembre de
1998, y 1 en enero de 1999.
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Grafico 3.Distribucion mensual durante abril de 1998 a marzo de 1999, de los casos
positivos para adenovirus entérico, encontrados en el hospital Roberto del Rio, y en los
consultorios Lucas Sierra y Symon Ojeda.

Tipificaciéon de adenovirus por PCR.

Se siguid el protocolo establecido para la extraccion del DNA viral (Noel, J., 1994) y se
realizé la metodologia para la PCR, pero no se obtuvo amplificado.

Para comprobar si la técnica de extraccion era adecuada, es decir, que
efectivamente se habia obtenido DNA viral puro, se corrié un gel de agarosa, en el cual
no se observaron bandas. La extraccion de DNA se repiti6 usando el método descrito
anteriormente, asi como otros métodos de extraccion de DNA viral a partir de muestras
de deposiciones, no obteniéndose producto observable en un gel de agarosa.

Debido a las limitaciones de tiempo no se insistié en este punto. Sin embargo, en el
laboratorio se estan realizando modificaciones a la técnica de extraccién de DNA con el
objetivo de solucionar este problema y montar la técnica de PCR.
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DISCUSION.

DISCUSION.

Esta bien documentado que Ad 40 y 41 esta asociado a cuadros de diarrea aguda (Noel,
J. y cols, 1994), y que es el segundo agente etiolégico de este sindrome en nifios
(Blacklow, N. y col., 1991).

En nuestro estudio, muestras de deposiciones de nifios menores de 5 afos con
cuadro de diarrea aguda fueron analizadas para detectar Ad genérico. Del total de
muestras analizadas, un 8.9% presentd excrecion de adenovirus. De estos, un 10%
correspondi6 a casos, y un 4.1% a controles.

En las muestras que resultaron positivas para adenovirus genérico, se encontré que
en un 47.6% de los casos hubo excrecion de Ad entérico. En relacion al total de los casos
de diarrea estudiados, un 4.8% fue positivo para Ad entérico. Este porcentaje esta dentro
de los rangos encontrados en otros paises, que van del 1 al 17% (Jarecki-Khan, K. y
cols.,1993; Cruz, J. y cols., 1990; Brown, M., 1990; Kidd, A., 1984).

Ademas se estudiaron muestras controles (nifios sin diarrea), en las que se encontro
un 3.4% positivos para Ad entérico. Este hecho puede deberse a que existe excrecion
asintomatica, lo que se explica porque no toda infeccién produce enfermedad (infeccion
subclinica), pero si existe replicacion viral a nivel intestinal y hay eliminacion de suficiente
carga viral para ser detectadas por la técnica ELISA empleada. Otra explicacion a esta
situacién, es que la excrecién de particulas virales puede persistir por un periodo de
varios meses, posterior a un cuadro clinico de diarrea (Cukor, G., Blacklow, N.R., 1984).
El hallazgo de muestras controles positivas para Ad entérico pudo deberse a que la
muestra fue tomada en un periodo asintomatico de la infeccion, o bien una vez terminado
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un cuadro clinico.

Respecto a la edad de los nifios que fueron positivos para Ad entérico, los resultados
obtenidos en nuestro estudio son similares a estudios realizados en otros paises,
concentrandose la mayoria de los casos en los menores de 24 meses (Bates, P.R., 1993;
Cruz, J., 1990; Jarecki-Khan, K., 1993; Noel, J., 1994).

En cuanto a la distribucion mensual de Ad 40 y 41 durante el periodo estudiado,
encontramos que en los tres servicios involucrados, la mayoria de los casos positivos se
presenté durante meses calidos (graficos 2 y 3). Otros estudios en que se analiz6 esta
situacion, muestran que no hubo variacién a lo largo del afo, pero presentaron
incrementos durante los meses frios (Noel, J., 1994; Bates, P.R., 199; Uhnoo, I., 1984).

De acuerdo a los datos sefalados en la tabla 4, la frecuencia de casos de diarrea
aguda en que hubo excreciéon de Ad entérico, es variable de un servicio a otro. Esto hace
pensar en la posibilidad que la severidad de la gastroenteritis de aquellos nifios que
acuden al servicio de urgencia (6.7%) es mas grave que la que presentan los nifios que
concurren a un consultorio (2.7%), pero que no es tan grave para motivar la
hospitalizacién del nifio (3.2%).

Del total de casos de diarrea, que fueron positivas para el screening de adenovirus,
el 47.6% corresponde a adenovirus entérico, mientras que el 52.3% corresponde a
adenovirus no-entérico. El hecho que el test de ELISA adenovirus género-especifico haya
resultado positivo y que el ELISA adenovirus tipo-especifico haya resultado negativo en
estos ultimos casos, se debe a que hubo excrecion de otros serotipos de adenovirus, lo
que se relaciona con los niveles de absorbancia detectada.

Los métodos diagndsticos para adenovirus empleados en este estudio estaban
restringidos al subgénero F, y no pueden detectar serotipo 31 (subgénero A) que también
ha sido asociado a cuadros de gastroenteritis (Brown, M., 1990). En este sentido, es
necesario mencionar que lecturas altas de absorbancia en el test de ELISA significa que
en la muestra existe una alta concentracion del antigeno (carga viral). Esta alta carga viral
en las deposiciones evidencia una activa replicacion a nivel intestinal. Por lo tanto es
factible pensar que en aquellos cuadros de diarrea aguda en que se obtuvo una
absorbancia alta en el ELISA de screening y que fueron negativos para el ELISA
tipo-especifico, estaba presente adenovirus 31.

Por otro lado, es probable que lecturas bajas correspondan a adenovirus
respiratorios que llegan al intestino por deglucion, y que también son eliminados en las
deposiciones.

En base al desarrollo del trabajo y a los resultados obtenidos, podemos concluir que
los objetivos trazados en nuestro proyecto fueron cumplidos en su mayor parte, salvo la
caracterizacion de adenovirus por PCR.

Sin duda, es necesario continuar el estudio para determinar las variables
epidemiolégicas que permitan conocer el panorama real de este agente en los cuadros
de diarrea infantil en Santiago de Chile.
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