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Resumen El objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de adenovirus (ADV) en las infecciones
del sistema nervioso central (SNC). Se analizaron 108 muestras de liquido cefalorraquideo (LCR)
provenientes de 79 casos de encefalitis, 7 meningitis y 22 de otras patologias neuroldgicas, recibidas en el
periodo 2000-2002. Cuarenta y nueve (47.35%) se obtuvieron de pacientes inmunocomprometidos. La presen-
cia de ADV se investigd mediante reaccion en cadena de la polimerasa en formato anidado (Nested-PCR). La
identificacion del genogrupo se realizé mediante analisis filogenético de la secuencia nucleotidica parcial de la
region que codifica para la proteina del hexdn. Se detectd la presencia de ADV en 6 de 108 (5.5%) muestras
de LCR analizadas. Todos los casos positivos pertenecieron a pacientes con encefalitis que fueron 79, (6/79,
7.6%). No se observo diferencia estadisticamente significativa entre los casos de infeccion por ADV en pacien-
tes inmunocomprometidos e inmunocompetentes (p>0.05). Las cepas de ADV detectadas se agruparon en los
genogrupos B1 y C. En conclusiéon, nuestros resultados describen el rol de los ADV en las infecciones
neuroldgicas en Argentina. La informacion presentada contribuye al conocimiento de su epidemiologia, en par-
ticular en casos de encefalitis.
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Abstract Neurologic disease due to adenovirus infection. The aim of this study was to assess the preva-
lence of adenovirusm (ADV) infections in neurological disorders. A total of 108 cerebrospinal fluid
(CSF) samples from 79 encephalitis cases, 7 meningitis and 22 other neurological diseases analysed in our
laboratory between 2000 and 2002 were studied. Forty nine (47.4%) belonged to immunocompromised patients.
Viral genome was detected using nested polymerase chain reaction (Nested-PCR) and ADV genotypes were
identified using partial gene sequence analysis of hexon gene. Adenovirus were detected in 6 of 108 (5.5%)
CSF samples tested. All of these were from encephalitis cases, 6/79, representing 7.6% of them. No statisti-
cally significant differences were observed (p>0.05) between the immunocompromised and non immu-
cocompromised patients with ADV infection of the central nervous system. Two ADV genotypes (B1 and C)
were identified. In conclusion, our results describe the role of ADV in neurologic infections in Argentina. The
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results contribute to the knowledge of ADV epidemiology, specially in encephalitis.
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Los Adenovirus (ADV) humanos pertenecen al géne-
ro Mastadenovirus de la familia Adenoviridae. Son virus
ADN de doble cadena lineal no envueltos que poseen
una capside de estructura icosahédrica, siendo la protei-
na mayoritaria el hexdn!. Se clasifican mediante ensa-
yos de neutralizacion en 51 serotipos diferentes. En base
a las secuencias de nucledtidos y aminoéacidos se agru-
pan en 6 genogrupos (A -F)%3.

Los ADV producen un amplio espectro de enfermeda-
des clinicas. Los del genogrupo Ay F se asocian a enfer-
medades gastrointestinales* °. El genogrupo B esta for-
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mado por 2 subgrupos (B1y B2). El subgrupo B1 se en-
cuentra con mayor frecuencia en infecciones respirato-
rias agudas, mientras que el B2 se lo aisla a partir del
tracto urinario®. El genogrupo C causa comunmente in-
fecciones respiratorias, mientras que algunos serotipos
del genogrupo D se asocian a infecciones oculares” 8.
Finalmente, el genogrupo E, produce infecciones respi-
ratorias y oculares®.

La infeccion del sistema nervioso central por ADV es
infrecuente, siendo la encefalitis aguda la manifestacion
neurolégica mas importante. El serotipo 7 (genogrupo
B1), es el mas comunmente aislado de liquido cefalorra-
quideo (LCR) o cerebro. También se han detectado otros
serotipos aunque en forma menos frecuente: serotipo 3
(genogrupo B1), serotipos 1, 2, 5, 6 (genogrupo C) y
serotipo 12 (genogrupo A)°.

En Argentina, la epidemiologia de los ADV ha sido
ampliamente estudiada en las infecciones respiratorias
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y gastrointestinales. Adenovirus es el segundo agente
causal de infecciones respiratorias agudas bajas, en ni-
flos menores de 5 afios? !, Se han identificado en estos
casos cepas pertenecientes a los genogrupos By C. En
particular, se ha notificado el predominio del serotipo 7 y
la alta letalidad de sus variantes genémicas 7h y 7i% 3
14 lgualmente, en Chile y Uruguay se ha descrito el pre-
dominio del serotipo 7 en infeccidon respiratoria aguda
baja’® 6. Finalmente, la gastroenteritis viral se asocia a
ADV 40y 41 en Argentina®*’.

En conclusion, el rol de los ADV en las infecciones
neuroldgicas no ha sido establecido en nuestro pais. Con
el objeto de determinar su importancia en este tipo de
infecciones, se investigd la presencia de ADV en 108
muestras de LCR obtenidas de pacientes con distintas
enfermedades neuroldgicas, recolectadas en el periodo
2000-2002.

Materiales y métodos

Pacientes y muestras. El Servicio de Neurovirosis del INEI-
ANLIS-Dr. Carlos G. Malbran es un centro de derivacion na-
cional para el estudio de las patologias neurolégicas produ-
cidas por virus. La presencia de ADV se investigd en forma
prospectiva en 108 muestras de LCR obtenidas de pacien-
tes con diversas enfermedades neurolégicas recibidas en el
periodo 2000-2002. Se examinaron casos de encefalitis
(n=79), meningitis (n=7) y otras patologias neuroldgicas
(n=22): leucoencefalopatia multifocal progresiva (n=6), para-
lisis aguda flaccida (n=6), accidente cerebro vascular (n=3),
mielitis (n=2), enfermedad desmielinizante (n=1), masa ocu-
pante cerebral (n=1), paraparesia espastica tropical (n=1),
neuropatia (n=1) y vasculitis (n=1).

De los 108 pacientes, 79 (73.2%) eran de sexo masculi-
no, 28 (25.9%) de sexo femenino y 1 (0.9%) sin datos. El
rango de edades de la poblacion fue de 1 dia de vida hasta
88 afios de edad, con un promedio de 21.1 afios. Cuarenta
y nueve (45.37%) pacientes eran inmunocomprometidos: HIV/
SIDA (n=43), transplantado renal (n=2), leucemia linfoide
aguda (n=2), leucemia mieloide aguda (n=1) y sin detalles del
motivo de la inmunosupresién (n=1). En los 79 casos de
encefalitis analizados, treinta seis (45.6%), presentaron
inmunosupresion, mientras que en los casos de meningitis
se observo en 1/7 (14.3%) y en el resto de las enfermeda-
des neurolégicas estudiadas en 12/22 (54.5%).

Finalmente, con el objeto de conocer la circulacion de los
genogrupos de ADV en nuestro pais, se analizaron 13 ce-
pas aisladas en cultivo celular a partir de muestras de mate-
ria fecal (MF) de pacientes con paralisis aguda flaccida (PAF)
obtenidas entre 1994 y 1999.

Amplificacion del genoma viral. El acido nucleico viral se
extrajo de las muestras de LCR utilizando isotiocianato de
guanidinio, como se ha descripto previamente!®. Las mues-
tras de materia fecal se resuspendieron con medio esencial
minimo (MEM) y se centrifugaron a 2000 RPM durante 5
minutos a 4° C. El sobrenadante se procesé de la misma
manera que los LCR. La detecci6on del genoma de ADV se
realiz6 por una técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa en formato anidado (Nested-PCR) que utiliza ini-
ciadores dirigidos a la region del genoma que codifica para
la proteina hexén, como se ha descrito previamente'®. Los
productos de PCR de 168 pares de bases se vizualizaron en
un gel de agarosa al 2%.
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La reaccion de PCR se realiz6 en las condiciones adecua-
das para minimizar la contaminacion e inhibicion de las mues-
tras: (i) uso de laboratorios separados para la preparacion de
las mezclas de reaccion, manipulaciéon de las muestras, am-
plificacion y visualizacion de los amplificados, (i) utilizacion de
controles positivos y negativos en todos los ensayos.

Secuenciacion y andlisis filogenético. Los productos de la
reaccion de PCR en formato anidado se utilizaron para de-
terminar la secuencia nucleotidica. Se purificaron con Wizard
PCR Preps DNA Purification System (Promega) y se
secuenciaron, en ambos sentidos, en un secuenciador de
ADN automatico ABI PRIMS 337, usando el kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing (Perkin EImer Biosystems). Se
obtuvieron las secuencias nucleotidicas de 19 cepas de ADV,
las cuales fueron corregidas y alineadas con los programas
Chromas (version 1.45) y Clustal X (version 1.8)%. Para su
comparacion, se incluyeron en el andlisis filogenético, secuen-
cias de cepas de ADV obtenidas en la base de datos de
genes disponibles en internet (GenBank). Las secuencias
nucleotidicas se analizaron mediante el programa Mega 2.1%.
Las distancias evolutivas fueron estimadas usando el méto-
do de 2 parametros de Kimura. El arbol filogenético se cons-
truy6 utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining. Para obte-
ner los valores de remuestreo se realizaron 1000 réplicas del
set de datos.

Los nimeros de acceso de las secuencias de cepas de
ADV utilizadas, son los siguientes: Serotipo 12: X73487 y
NCO001460. Serotipo 31: X74661. Serotipo 3: X76552 y
X76549. Serotipo 7: U77393, U77391, U75953, U75954 y
AF065068. Serotipo 34: AB052911. Serotipo 35: AB052912.
Serotipo 5: J01966 y X02997. Serotipo 9: X74664. Serotipo
15: X74667 y X74666. Serotipo 19: AB023550 y X98359.
Serotipo 37: X98360. Serotipo 48: U20821. Serotipo 4:
AF065062 y X84646. Serotipo 41: D13781 y X51783.

Deteccion de virus neurotropos. Se investigo la presen-
cia de otros agentes virales neurotropos, en las muestras de
LCR positivas para ADV mediante PCR en formato anidado
especifica para el virus herpes simplex (HSV), el virus vari-
cela zoster (VZV), citomegalovirus (CMV) y virus JC (JCV).
Todas las reacciones de PCR se realizaron como han sido
descriptas previamente?? 23,

Pruebas estadisticas. Para determinar si existio relacion
estadisticamente significativa entre el hallazgo de ADV en la
muestra de LCR y el estado de inmunidad del paciente, se
realizé el Test Fisher, incluido en el paquete Epi Info 6.4.

Resultados

Deteccion de ADV en LCR. Se detecto la presencia de
ADV en 6 de 108 (5.5%) muestras de LCR analizadas.
Todos los casos positivos pertenecian a pacientes con
encefalitis, 6/79 (7.6%). No se detectd6 ADV en muestras
de casos de meningitis ni en el resto de los sindromes
neuroldgicos investigados.

Se detectd ADV en 4 de 36 (11.1%) pacientes con
inmunosupresion y en 2 de 43 (4.65%) inmunocom-
petentes. No se observo diferencia estadisticamente sig-
nificativa entre ambas poblaciones (p= 0.2566879).

Para identificar posibles infecciones multiples, en la
encefalitis causadas por ADV, se investigo la presencia
de HSV, VZV, CMV y JCV mediante PCR anidada. Se
detectd CMV en un trasplantado renal (262-00) sin com-
promiso respiratorio. En el resto de las muestras no se
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TABLA 1.— Casos de encefalitis asociados a adenovirus en Argentina (2000-2002)

Ne Edad Sexo Enfermedad Clase de Genogrupo
Muestra (afios) respiratoria Inmunocompromiso
262-00 54 Masc. No TX. renal* C
347-00 12 Fem. No No c
408-01 25 Masc. No HIV/SIDA B1
420-01 37 Masc. No HIV/SIDA B1
324-02 32 Fem. No HIV/SIDA B1
452-02 0.5 Masc. Neumonia No B1
* Tx renal: trasplantado renal
UT%'JSI':DAgW truy6 un arbol filogenético con las secuencias nucleoti-
UT5953HADV7 dicas de al menos dos cepas representantes de cada
e oy uno de los genogrupos conocidos. Como se muestra en
132-98 WF c B1 la Figura 1, las mismas segregaron en 6 genogrupos
452-02 LCR . T
408-01 LCR designados de A-F. El genogrupo B se dividio en 2
420-01 LCR i
SoHADV3H6 subgrupos, denominados B1 y B2. Las cepas de ADV
X76549HADV3 detectadas en las muestras de LCR se agruparon en los
o7 324'024';?59 VE . genogrupos Bl (n=4) y C (n=2); mientras que los 13 ais-
4|_—(:’°B°52911H’°DV34 lamientos de ADV obtenidos en materia fecal se agrupa-
AB052912HAD V35
55-99 MF ron en los genogrupos C (n=8), F (n=2), B1 (n=1), B2
Bipudid (n=1) y A (n=1). No se detectaron cepas de los geno-
4;:1—;5:MF grupos D ni E.
132.96 VE c La cepa de ADV 452-02 obtenida de un paciente con
82 o N o5 neumonia y sin inmunosupresion segregé en el subgrupo
é(;zzgzzHﬁ:Df B1. Mostro un 98.1% y 94.1% de identidad nucleotidica
135.99 M promedio con las cepas serotipo 7 y 3 respectivamente,
347-00 LCR H
X AFOBBB2HADA c representantes de dicho subgrupo.
I_—>(84646HADV4
X98360HADV37
X74667THADV15 H 1A
TABGHADVIS Discusidn
U20821HADV48 D
X74664HADV9 . .
ABO23550HAD 19 Los adenovirus afectan a millones de personas en el mun-
X98359HAD19 H H i H
D137 AL do.causando manlfestgleones cllnlcgs muy d_|versas.
100 l_‘_|X51783HADV“1 g Existe escasa informacion sobre su importancia como
9-98 MF , . -
L seo7mF agentes causantes de enfermedades neuroldgicas. Utili-
%9 1;;":21'3; A zando métodos clasicos para la deteccion viral se des-
XT348THADVI2 cribio que provocan el 1% de las encefalitis de origen
o NC 001460HADVL2 viral®. Por otra parte, en informes mas recientes donde
0.05

Fig. 1.— Analisis filogenético de cepas de ADV. Se analiza-
ron con el método de Neighbor-Joining las secuencias
nucleotidicas correspondientes a la region 3" del gen del
hexon. En el andlisis se incluyeron cepas representantes
de los 6 genogrupos y 20 cepas aisladas en el presente
trabajo (en negrita).

encontré ninguno de los virus neurotropos investigados
(Tabla 1).

Identificacion de genogrupos. Para determinar el
genogrupo de las cepas neurovirulentas de ADV, se cons-

se utilizé la técnica de PCR, se encontré ADV en el 4%
de los casos de encefalitis*. En nuestro estudio, la pre-
valencia encontrada fue superior (7.6%), posiblemente
debido a la mayor sensibilidad de la técnica de PCR “ani-
dada” utilizada. Ademas, no se detecté ADV en casos de
meningitis u otros sindromes neuroldgicos analizados,
mostrando la escasa importancia de este virus en estas
enfermedades, igual a lo descrito en informes previos*®.

No se observo una diferencia estadisticamente signi-
ficativa entre los casos de ADV en pacientes inmunosu-
primidos e inmunocompetentes. Cuatro de los casos de
pacientes inmunocomprometidos eran adultos, (3 HIV
positivos y 1 trasplantado renal). Si bien los casos en
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adultos no presentaron enfermedad respiratoria, no se
puede descartar que exista una relacion entre ambas
patologias. Muchos casos de infeccion grave, en pacien-
tes inmunosuprimidos, son producidos por serotipos co-
munes, que en la poblacion normal producen infeccio-
nes autolimitadas®. Por otro lado, dos pacientes inmuno-
competentes eran nifios, uno de los cuales presento neu-
moniay en el que se detectd una cepa de ADV con 98%
de identidad nucleotidica con el serotipo 7, frecuente-
mente asociado a este tipo de cuadros. Estos resultados
son coincidentes con informes que indican que las
encefalitis causadas por ADV se producen frecuentemen-
te como complicacion de una enfermedad respiratoria
grave.

En pacientes inmunosuprimidos es frecuente detectar
infecciones neuroldgicas producidas por dos 0 mas virus.
En este estudio, un paciente trasplantado renal (262-00)
present6 una coinfeccion con CMV. La presencia de CMV
en LCR no indica necesariamente su participacion
etiolégica en el cuadro clinico, aunque tampoco puede
descartarse una posible accion sinérgica entre ambos
agentes, como se ha descrito para el virus de HIV.

La informacién existente acerca de los genogrupos
de ADV asociados a la enfermedad neuroldgica es es-
casay esta fundamentalmente referida a casos de ence-
falitis. En estos casos, el genogrupo Bl es el méas co-
munmente aislado de LCR o cerebro, aunque también
se han detectado el Ay el C°. Los resultados de nuestro
estudio son coincidentes con lo descrito anteriormente.
Las cepas detectadas en las muestras de LCR pertene-
cen alos genogrupos B1y C. Ademas, el andlisis de las
cepas de ADV aisladas de materia fecal, aunque fueron
recolectadas en un periodo previo a este estudio (1994-
2000), nos permitié detectar una gran diversidad de
genogrupos circulando en la poblacion, contrariamente
alo observado en los casos neurolégicos. Por otra parte,
es interesante destacar que los geno-grupos By C iden-
tificados en los casos de encefalitis, son los que frecuen-
temente causan enfermedades respiratorias agudas ba-
jas en nuestro pais. En consecuencia, la patologia
neuroldgica podria estar asociada a factores relaciona-
dos con el huésped (complicacion de la enfermedad res-
piratoria de base) o con caracteristicas propias de las
cepas detectadas en estos casos (neurovirulencia o
neuroinvasividad). Es necesario realizar otros estudios
que permitan determinar los mecanismos patogénicos
utilizados por adenovirus para producir enfermedades en
el sistema nervioso central.

En conclusion, nuestros resultados describen el rol
de los adenovirus en las infecciones neuroldgicas en
Argentina. La informacion presentada contribuye al co-
nocimiento de su epidemiologia, en particular en casos
de encefalitis.
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LA PORTADA

Mencién Especial del Jurado
Concurso Nacional de Afiches en Escuelas de 11 Provincias.
Tema: Eliminemos la tuberculosis: jya es hora!

Collage y acrilico, 60 x 45 cm.

La tuberculosis contintia siendo un serio problema de salud en nuestro pais. En 2003 se notificaron
cerca de 12 000 casos, y unas 1000 muertes por esta enfermedad (Programa Nacional de Control de
Tuberculosis, Ministerio de Salud). A inicios de 2004, este Programa, que tiene su sede en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias Emilio Coni, Santa Fe, (INER), prepar6 una Guia de activida-
des de comunicacién y educacion para la salud, dirigida a escolares. Con esa guia el tema “La tubercu-
losis” fue tratado en escuelas publicas y privadas de las provincias, y se organiz6 un concurso nacional
de afiches, para el 3er. Ciclo EGB (Educacion General Basica) que fue lanzado el 24 de marzo, coinci-
diendo con el dia mundial de la tuberculosis. Cada escuela participante seleccioné dos obras, que se
enviaron al Programa Provincial de Control de la Tuberculosis. Cada provincia formé un jurado que
eligio, a su vez, dos obras para representarla, que envi6 al INER en septiembre de 2004. EI 5 de noviem-
bre de ese afio se reunié un Jurado Nacional en el INER, que seleccioné las obras méas destacadas
tomando en consideracion la interpretacion del mensaje: Eliminemos la tuberculosis: jya es horal, y las
técnicas utilizadas. Participaron las provincias de Catamarca, Chaco, Entre Rios, Formosa, Jujuy, La
Pampa, La Rioja, Rio Negro, Salta, San Luis y Santa Cruz. El Premio Mencion Especial del Jurado, que
se reproduce como tapa de Medicina (Buenos Aires) por gentileza del INER, fue otorgado al Colegio N°
2 Cesareo Bernardo de Quirds, de Parand, Entre Rios, y sus autores son Mauro Leyes, Flavia Lopez,
Lautaro Ortellao, Yanina Vera Zabala y Lorena Villanueva, de 9° Afio.

Mauro Leyes, uno de los autores explico: “Luego de un trabajo tedrico, quisimos representar las
distintas etapas de la enfermedad, donde el fondo refleja los estados: del negro pasa al marrén, y luego
al rojo, con la idea de como se van recuperando tanto los pulmones como el cuerpo, en este caso la cara
del paciente”.



