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RESUMEN

Las gastroenteritis son una de las principales causas de enfermedad infantil en todo el mundo. Estudios epidemiolégicos
detectaron adenovirus en 2% a 22% de los casos de diarrea aguda infantil en hospitales y dispensarios clinicos. Los
adenovirus son responsables por 50% de los casos de intususcepcién intestinal pedidtrica. El objetivo del estudio fue
detectar la presencia de estos virus en las muestras fecales de 380 nifios menores de 3 afios de edad, con cuadro de
gastroenteritis, en Belém, Estado de Pard, Brasil, con énfasis en el serotipo 40/4 1. Las muestras eran provenientes de un
estudio de vigilancia hospitalaria y ambulatoria, realizado por el Instituto Evandro Chagas en el periodo de marzo a
setiembre de 2003. Se usaron las técnicas de EIA e inmunocromatografia para la seleccién, y cultivo de células y PCR para
tipado. Los adenovirus fueron encontrados en 6,3% (24/380) de las muestras. Ya el adenovirus entérico (AdE) estaba
presente en 3,7% (14/380) de las muestras analizadas, lo que equivale a 58,3% (14/24) de los casos positivos, lo que
demostré que ese virus es causa de gran parte de los casos de gastroenteritis en nifios. La técnica més sensible fue la de
PCR, que fue capaz de definir serotipos de cinco muestras que estaban sin definicién. Los AdEs predominaron en la franja
etaria de 18-24 meses y el mayor nimero de casos ocurrié en el mes de marzo de 2003, con tiempo de hospitalizacién de
mayor frecuencia en torno a seis dias. Los resultados obtenidos en este estudio confirman la circulacién de ese virus en la
Ciudad de Belém, demostrando su importancia como causa de gastroenteritis en nifos.

Palabras clave: Gastroenteritis; Adenovirus Humanos; Reacciéon en Cadena de la Polimerasa.

INTRODUCCION Los adenovirus entéricos (AdEs) integran la familia
Adenoviridae, género Mastadenovirus, subgénero F, que
comprenden los serotipos 40 y 41. Se admite que el
mecanismo bdsico de transmisién de esos agentes virales
suceda de persona a persona, via fecal-oral, instaldndose
en células epiteliales del trato gastrointestinal,
considerdndose ademds que el trato respiratorio se puede
constituir en fuente de infeccion™®.

Las gastroenteritis agudas se constituyen un problema
de impacto mundial en términos de salud publica. Esto es
especialmente grave en los paises en desarrollo, en donde
las enfermedades diarreicas representan un factor muy
importante de mortalidad infantil, alcanzando,

. . ~ 12,3
principalmente, a menores de 5 afos de edad ™.

Datos demogréficos sefialan que la tasa de mortalidad
infantil en Belém, el afio 2000, era de 27,2 para cada mil
nacidos vivos, siendo que gran parte de esos ébitos ocurrié
por enfermedad diarreica, principalmente entre los
menores de 1 afo de edad’.

Las gastroenteritis causadas por AdEs, presentan
evoluciéon de 5 a 12 dias, ocurriendo diarrea acuosa,
vémitos, hipertermia moderada y deshidratacién leve. Son
de gravedad moderada, aunque ya haya sido relatado un
caso de ébito”. También pueden aparecer manifestaciones
respiratorias. Los AdEs acometen a individuos menores de
2 afos de edad®. En adultos, las infecciones por adenovirus
tienen carécter esporddico, siendo responsables por cerca
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casos de intususcepcién intestinal pedidtrica, produciendo
hipertrofia de las placas de Peyer, lo que actuaria como
punto de partida para la obstruccién, y consecuentemente,
la intususcepcién'® (Figura 1).

Fuente: Seccién de Microscopia Electrénica del Instituto Evandro Chagas.

Figura 1 — Adenovirus no entérico: Micrografia electrénica de
particula viral del Proyecto Vigilancia

En un estudio realizado en la Ciudad de Séo Luis,
Estado de Maranhao, con 245 muestras diarreicas y no
diarreicas, se obtuvo un total de 21 casos positivos para
adenovirus (8,6%). Los AdEs se detectaron en un 3,3% de
las muestras (8/243) y los adenovirus no entéricos (AdNE)
estaban presentes en un 5,3% de las muestras (13/245)"".

En todo el mundo ya se reconoce la importancia del
rotavirus entre las gastroenteritis infantiles. Sin embargo,
todavia hace falta més estudios o respecto de los
adenovirus entre las causas de la diarrea aguda en nifos.

En presente trabajo, por lo tanto, tiene como objetivo
detectar la presencia de adenovirus en heces provenientes
de 380 nifos diarreicos, que participaron de un estudio de
vigilancia hospitalaria en Belém, Estado de Pard; obtener
datos a respecto de la circulacién de ese virus en nuestra
ciudad, y con eso, alertar a la poblacién, particularmente a
investigadores y médicos, sobre la importancia de ese virus.

MATERIALES Y METODOS
TECNICAS EMPLEADAS

El grupo estudiado abarcé a 380 nifos que
participaron de un estudio de vigilancia hospitalaria/
ambulatorio, en el periodo de marzo a setiembre del 2003.
Todos estos nifios tenia un cuadro de gastroenteritis
moderada a grave, y las muestras fecales fueron
colectadas en nivel ambulatorio y hospitalario.

Inicialmente, las suspensiones fecales a 8% se
analizaron por la técnica de EIA, utilizando el método
Premier Adenoclone (Meridian Bioscience, Ohio, EUA). El
método contenia una microplaca de poliestireno con
varios orificios sensibilizados con anticuerpos
monoclonales especificos dirigidos contra los antigenos
hexon reactivos de grupos, por lo tanto, compartidos por
todos los adenovirus humanos, caninos, porcinos y
bovinos, entre otros".

Todas las muestras positivas obtenidas por EIA fueron
serotipadas para adenovirus entérico por medio del kit
Premier Adenoclone” Type 40/4, proveniente del
laboratorio Meridian Bioscience (Ohio, EUA). Esta técnica
tiene el mismo fundamento del EIA global, pero se destina a
detectar, tan solo, los antigenos especificos de la porcién
hexon AdE 40/41, con metodologia similar a la del anterior.

En un segundo momento, se analizaron 286 muestras
por la técnica de inmunocromatogrdfica. Para este ensayo
se ulilizé el kit Adeno-Strip, del laboratorio Coris
BioConcept (Gemblux, Bélgica). Este test consiste en la
utilizaciéon de tiras reactivas con una membrana de
nitrocelulosa, la que posee particulas coloidales vy
especificas del anticuerpo monoclonal del ratén, dirigidas
contra los antigenos hexon de los grupos A y F de los
adenovirus, y un antisuero polivalente de cabra anti-lgG
deratén®,

Os espécimes positivos pelo EIA e pelo ensaio
imunocromatogrdfico foram tipados por meio da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR). A extracdo do DNA viral foi
feita utilizando-se o kit QlAamp® DNA Stool Mini kit (50),
fabricado pelo laboratério QIAGEN Inc (Valencia, EUA).

Para la reacciéon de PCR especie-especifica se utilizaron

iniciadores (primers) consensuales, descritos en el tabla 1"

Tabla 1 — Oligonucleétidos iniciadores especie-especificos para amplificacién por la reaccién
en cadena de la polimerasa del ADN de adenovirus

Especie  Iniciadores Secuencia de los iniciadores (5—3') Posicion en el genoma Amplicons (pb)

A HsgAl AAG GTG TCA ATY ATG TTTG 19296 - 19314 299
HsgA2 ACG GTT ACT TKT TT 19581 - 19593

B HsgB1 TCT ATT CCC TAC CTG GAT 20352 - 20369 465
HsgB2 ACT CTT AAC GGC AGT AG 20800 - 20816

C HsgCl ACC TTT GAC TCT TCT GT 21051 - 21071 269
HsgC2 TCCTTG TAT TTA GTATC 21307 - 21323

D HsgD1 CCATCATGT TCG ACT CCT 19923 - 19940 33]
HsgD2 AGG TAG CCG GTG AAG CC 20237 - 20253

E HsgE1 GAC TCT TCC GTC AGC TGG 20440 - 20457 399

pb: pares de base; Y = C/T; K = G/T.
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El producto de amplificacién de la PCR fue analizado
por electroforesis horizontal (120 voltios por 35 min) en gel
de agarosa a 1%, utilizando tampén TBE 0,5X pH 8,4.
Luego de la electroforesis, el gel fue tefido en solucién de
bromuro de etidio a 0,5 pg/mlL durante 30 min. La
visualizacién de los amplicons se efectué en
transiluminador de ultravioleta y se fotografié en sistema
de captura de imagen. Se utilizé6 como estédndar de peso
molecularel "ADN Ladder" de 123 pares de base (pb).

Todas las muestras de adenovirus no entérico (AdNE) se
encaminaron para la via cldsica de identificacién viral, o
sea, la inoculacién en células HEp-2". Se realizé la
inoculacién de 0.2 mL de la muestra de suspensién fecal

s‘i

en la proporcién de 1:8, con AdNEs, en tubos de
poliestireno con células HEp-2 en monolayer, mantenidas
con 1T mlL (en cada tubo) de Medio Minimo de
Mantenimiento, el que contenia solucién de sales
balanceadas (BSS), bicarbonato de sodio, sales de
"Hanks", L-glutamina, aminodcidos no esenciales vy
esenciales, vitaminas, coenzimas, hormonas, dcidos
nucleicos y derivados y 5% de suero bovino fetal.

Las células fueron mantenidas a 37° C en atmésfera
humeda y fueron observadas diariamente en microscopio
4ptico invertido, para visualizar el efecto citopatogénico
(ECP). Como control negativo se utilizaron tubos no
inoculados de HEp-2 del mismo pasaije (Figura 2).

| o e L A ¥
Fuente: Seccién de Virologia del Instituto Evandro Chagas.

Ay B: Monolayer normal de células HEp-2 en objetivas de 5xy 10x, respectivamente; C y D: Efecto citopatogénico de adenovirus no entérico. Se observa
la formacién de cachos entre las células, su redondeo y destacamento, en objetivas de 5x e 10x, respectivamente. Figuras observadas en microscopio

Sptico.

Figura 2 — Efecto citopatogénico
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La identificacién de los tipos de adenovirus no entéricos
(Ad1 a Ad8) se realizé por medio de seroneutralizacién. Se
utilizaron dos tubos de cultivo de HEp-2 para cada tipo
viral y una mezcla conteniendo 0,25 mL de antisueros tipo
especificos adicionados al mismo volumen de la "dosis-
desafio" (dosis Challenge), obtenida por ocasién de la
titulacién. Los tubos se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente y, luego, se inoculé 0,2 mL portubo.
La identificacién viral fue posible, observando la ausencia
de efecto citopatogénico debido a la neutralizacién del
antigeno por el anticuerpo, demostrando ser el tipo
especifico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los adenovirus se detectaron en 6,3% (24/380) de las
muestras analizadas por EIA y/o inmunocromatografia, y
entre éstas, los AdEs correspondieron a un 3,7% (13/380)
del total, una parte expresiva, por lo tanto, de las muestras
analizadas. Los adenovirus se detectaron en 7% (18/257)
de los especimenes analizados por EIAy en 7,3% (20/286)
por inmunocromatografia. Entre la muestras analizadas

por ambas técnicas, los adenovirus fueron encontrados en
un 9,1% (15/164) de los casos.

Los test de ELISA e inmunocromatografia especifica
para la deteccion de adenovirus entérico (40/41) fueron
realizados en las 24 muestras positivas obtenidas por
ambas técnicas, siendo que 12 reaccionaron para AdE por
EIA, diez porinmunocromatografiay 14 por PCR (Figura 3).

380 suspensiones fecales

257 muestras EIA para 286 muestras
adenovirus inmunocromatografia

| |

18 — Positivas

20 — Positivas

24 — Positivas
serotipado para AdE

EIA Imunocromatografia

12 — Positivas 10 — Positivas

| |
| |

14 — Positivas 10 — Negativas
AdE AdNE
|
‘ \ |
PCR — Tipado

PCR — Tipado Cultivo de células

Figura 3 — Algoritmo exhibiendo todas las metodologias
utilizadas y resultados obtenidos

Estudios realizados en otras localidades presentaron un
porcentaje de AJE menor que el encontrado en esta
investigacién: Rio de Janeiro, Niteréi, Londrina y Juiz de

Fora indicaron una positividad de 1,55%'. Esos virus
también fueron detectados en porcentajes
comparativamente més elevados en China (9,6%), en Irdn
(6,7%) y en Alemania (14%), abarcando nifios diarreicos
hospitalizados'”"®"?, asi como en un estudio realizado en el
noroeste de Nigeria, que registré una positividad del 23%
con relacién a la presencia de adenovirus™. Vale destacar
que las diferencias observadas entre los estudios se deben
al hecho de que, las muestras de nuestro estudio fueron
provenientes de nifios con cuadro de gastroenteritis
moderada a grave; por lo que se anticipaban tasas mds
elevadas de positividad para los AdEs.

Los adenovirus no entéricos estaban presentes en 2,6%
(10/380) de las muestras, con equivalencia del 41,6%
(10/24) a las positivas. Entre las muestras negativas para
AdE que fueron inoculadas en cultivo de células, en 5 de
ellas no se observaron alteraciones morfolégicas
especificas que sugirieran la replicacién de adenovirus. En
las ofras cinco muestras no se verificé el efecto
citopatogénico. Estas muestras fueron tituladas y la
seroneutralizacién sefald que tres eran adenovirus de tipo
2; las demds no fueron neutralizadas por ninguno de los
antisueros utilizados (1 a 8) debido a la posible presencia
de otro tipo de adenovirus, o aldn, a un agente viral difuso.
Los especimenes provenientes de este estudio fueron
previamente analizados con relacién a la presencia de
rotavirus. Analizando los resultados obtenidos, se observd
la presencia de tres casos de infeccién mixta involucrando
rotavirus y adenovirus.

Eltest de PCR fue realizado en 24 muestras utilizdndose
los primers A (serotipos 12, 18y 31),B (3,7, 11, 14, 21,
34,35y50),C(1,2,5y6),D(8,9,10,13,15 E(4)yF
(40 y 41). Los resultados indicaron 14 muestras positivas
para el primer F (3,7% - 14/380), cinco positivas para el
primer C (1% - 4/380), una para el D y una para el E. Una
muestra se mostré positiva para los primers C y F,
sugiriendo coinfecciéon por AdE y AANE, respectivamente.
Un total de cuatro muestras no fue tipada por ninguno de
los primers analizados (Figura 4).

No tipadas
16,7%

CeF
4,2% —

\
F

54,2%

Figura 4 — Resultados PCR. Muestras positivas para adenovirus
analizadas por PCR, de un total de 24 muestras



Los datos obtenidos por PCR son similares a los de ofro
estudio realizado en los estados de Rio de Janeiro y Bahia,
con 3.060 muestras de nifios hospitalizados con sintomas
de gastroenteritis, en el cual se obtuvo un 2% de las
muestras positivas por PCR; de ellas, un 65% fueron
positivas frente al primer F. Varios casos de coinfeccién
fueron detectados, entre estos el F/C, que también fue
observado en nuestro estudio”.

Se observaron frecuencias de positividad comparables
entre nifios de sexo masculino 6,4 % (13/203) y femenino
5,3% (9/169). En dos de las muestras no se pusieron a
disposicién datos sobre el sexo de los nifios.

Con relacién a la distribucién por franja etaria, se
observé un porcentaje mayor de positivad para la franja
entre 18-24 meses para los adenovirus en general,
correspondiendo a 5% (3/60) de casos positivos para los
AdEs y 6,6% (4/60) para los AdNes, del total de nifios en
esta franja de edad (Tabla 2). La mayor frecuencia en esta
franja etaria también se registr6 en ofros estudios,
comprendiendo a nifios menores a cuatro afios. En un
estudio realizado en el Estado de Maranhéo, abarcando a
nifios de hasta 5 afios de edad, la franja etaria mds
acometida por el AdE fue la de 12-18 meses, con un
porcentaje de 14,3%”. Tal diferencia puede ser justificada
por la diferencia de franja etaria, considerando el estudio
en Belém.

Tabla 2 — Frequéncia de adenovirus de acordo com a
faixa etdria das criangas provenientes de
Belém, Pard. Marco a setembro de 2003

AdE / Total  AdNE / Total

Franja etaria

0 a 6 meses 3,1% (1/32) 0%
3,6% (4/111)  2,7% (3/111)

2,8% (3/105) 1,9% (2/105)

6+ 12 meses
12 |18 meses

1824 meses 5% (3/60) 6,6% (4/60)
Superior a 24 | meses 4,7% (3/64) 0%
No consta fecha de nacimiento 0% 25% (2/8)

Total 3,7% (14/380) 2,9% (11/380)

AdE: adenovirus entérico; AANE: adenovirus no entérico.

Con relacién a la distribucion temporal de los AdEs, el
periodo de mayor porcentaje fue en marzo, con 10%
(2/20) de los casos positivos, seguidos por los meses de
junio, con 6,6% (4/60), mayo, con 3,38% (2/59), agosto,
con 3,33% (2/60) y abril, con 1,75% (1/57). Con
referencia a los AANEs, se observé mayor prevalencia en
agosto, con 7% (4/60), siguiendo los meses de abril, con
5,26% (3/57), mayo, con 3,38% (2/59) y julio, con 3%
(2/65). Este discreto aumento de AdE en marzo, puede ser
asociado, tal vez, al mayor indice de precipitacién
pluviométrica en la regién. Cabe destacar, sin embargo,
que no hay evidencia de estacionalidad para este virus en

diversas investigaciones llevadas a cabo en paises de clima
templado, en donde se configuré el cardcter endémico de
la infeccion™?** . En Rio de Janeiro y en Bahia tampoco se
observé variacién estacional significativa® .

Considerando el agua ingerida por los nifos, fue
observado un perfil comparable de casos positivos entre
los que ingirieron agua mineral, con un 7,8% (11/141), y
los que ingirieron agua corriente, con un 6,0% (13/215) de
casos positivos. Fue de interés el hecho de que ningin caso
de adenovirus entérico se manifesté entre los nifios que se
alimentaban apenas de leche materna, sugiriendo
proteccién. No obstante, tal aspecto puede relacionarse a
la franja etaria.

Analizando la alimentacién de los nifios, se observé un
mayor nimero de casos positivos de adenovirus entérico
entre los que ingerian leche materna y también
alimentacién artificial, con 7,69% dos casos (1/13). Ya los
adenovirus no entéricos fueron més frecuentes en los nifios
que ingerian solamente leche materna, con 7,7% (1/13)
de los casos positivos. Este dato sugiere que la madre
puede haber transferido al bebé parte de sus
inmunoglobulinas contra el adenovirus durante el
amamantamiento. Es de destacar la aparente inexistencia
de investigaciones pasadas debidamente publicadas,
abordando la ocurrencia de estudios en relacién al
amamantamiento ofrecido al nifio.

En nuestro estudio, los adenovirus fueron detectados en
9,1% (15/164) de los casos utilizando ambas técnicas, o
sea, EIA e inmunocromatografia. Comparando las
técnicas de EIA e inmunocromatografia, el test
inmunocromatografico mostré una sensibilidad de 83,3%
y especificidad del 96,2%. Se observéd que este test se
demostré bastante satisfactorio para seleccién de
adenovirus; sin embargo, tal sensibilidad aparentemente
no se repite en la defeccién de AdEs. Por lo tanto, este
estudio sugiere que el test inmunocromatogréfico, como
recurso de seleccién, puede ser utilizado en la rutina de
laboratorio para el diagnéstico de adenovirus en nifios con
gastroenteritis.

Comparando la sensibilidad de las técnicas utilizadas
en este estudio, no se observé una concordancia total entre
los resultados obtenidos por EIA, inmunocromatografia,
cultivo de células y PCR. La técnica de PCR se mostré mas
sensible que las demds, seguida por EIA, la
inmunocromatografiay el cultivo de células.

Llos datos obtenidos con relacién al tiempo de
hospitalizacién muestran que los nifios con AdE pasaron,
en promedio, seis dias internados y aquellos con AdNe
permanecieron hospitalizados en promedio, tres dias.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio confirman la
circulacién de esos virus en la Ciudad de Belém, Estado de
Pard, demostrando su importancia en las infecciones en
nifios y causando gastroenteritis.
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Ocorréncia de adenovirus em criancas com gastrenterite aguda grave na Cidade de
Belém, Parq, Brasil

RESUMO

As gastrenterites sGo uma das principais causas de doenca infantil em todo mundo. Estudos epidemiolégicos detectaram
adenovirus em 2% a 22% dos casos de diarreia aguda infantil em hospitais e ambulatérios clinicos. Eles séo responsdveis
por 50% dos casos de intussuscepcédo intestinal pedidtrica. O objetivo do estudo foi detectar a presenca desses virus nas
amostras fecais de 380 criancas menores de 3 anos de idade, com quadro de gastrenterite, em Belém, Estado do Pard,
Brasil, com énfase no sorotipo 40/41. As amostras foram provenientes de um estudo de vigiléncia hospitalar e
ambulatorial realizado pelo Instituto Evandro Chagas no periodo de marco a setembro de 2003. Foram usadas as
técnicas de EIA e imunocromatografia para triagem; e cultura de células e PCR para tipagem. Os adenovirus foram
encontrados em 6,3% (24/380) das amostras. J& o adenovirus entérico (AdE) estava presente em 3,7% (14/380) das
amostras testadas, equivalendo a 58,3% (14/24) dos casos positivos, o que demonstrou que esse virus é causa de grande
parte dos casos de gastrenterites em criancas. A técnica mais sensivel foi a PCR, sendo capaz de definir sorotipos de cinco
amostras que estavam sem definicdo. Os AdEs predominaram na faixa etdria de 18-24 meses e o maior niGmero de casos
ocorreu no més de marco de 2003, com tempo de hospitalizacdo de maior frequéncia em torno de seis dias. Os resultados
obtidos neste estudo confirmam a circulacdo desse virus na Cidade de Belém, demonstrando a importéncia deles como
causa de gastrenterite em criangas.

Palavras-chave: Gastrenterite; Adenovirus Humanos; Reacéo em Cadeia da Polimerase.

Detection of adenoviruses in children with severe acute gastroenteritis in the City of
Belém, Para State, Brazil

ABSTRACT

Gastroenteritis is one of the major childhood diseases worldwide. Epidemiological studies have detected adenoviruses in
2% to 22% of cases of acute infantile diarrhea in hospitals and outpatient clinics. Adenoviruses are responsible for 50% of
cases of pediatric intestinal intussusception. The aim of this study was to detect the presence of these viruses in stool samples
from 380 children younger than 3 years old with symptoms of gastroenteritis in Belém, Pard State, Brazil, with an emphasis
on serotype 40/41. The samples came from a surveillance study conducted by the hospital and outpatient clinic of the
Instituto Evandro Chagas from March to September 2003. We used EIA and an immunochromatographic technique for
screening, and cell culture and PCR for typing. Adenoviruses were found in 6.3% (24/380) of the samples. Enteric
adenoviruses (EAds) were present in 3.7% (14/380) of tested samples, which corresponded to 58.3% (14/24) of positive
cases. This demonstrated that this virus is the cause of the majority cases of gastroenteritis in children. The most sensitive
technique was PCR, which was able to define the serotypes of five samples that were not defined by other methods. EAds
predominated in the age group of 18-24 months, and the highest number of cases occurred in March 2003. The average
time of hospitalization was approximately six days. The results of this study confirm the circulation of the virus in Belém,
demonstrating the importance of adenoviruses as a cause of gastroenteritis in children.

Keywords: Gastroenteritis; Human Adenovirus; Polymerase Chain Reaction.
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