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La familia Adenoviridae comprende los géneros Mastadenovirus y Avianadenovirus que afectan, respectivamente, a los
mamiferos y a las aves. Se han descrito hasta 49 serotipos relacionados con la infeccién en los humanos, aunque en la
actualidad hay dos nuevos candidatos a ocupar los puestos 50 y 51.

INTERES CLINICO

Las infecciones por adenovirus presentan una morbilidad elevada que se acompafa de una baja mortalidad, aunque no
desdefiable en ciertas situaciones clinicas. Aparecen de forma epidémica por brotes a lo largo de todo el afio. Los adenovirus
afectan a numerosos y variados aparatos de nuestro organismo. Los sindromes mas frecuentes y conocidos son:

« Infecciones del tracto respiratorio. Son muy frecuentes, sobre todo las infecciones de las vias altas, como las
faringoamigdalitis, que se presentan a lo largo de todo el afio. Los adenovirus también producen infecciones de las
vias bajas, como las traqueobronquitis, donde la tos es un sintoma caracteristico, hasta el punto de provocar
sindromes pertusoides. Mas raramente, pueden ser responsables de cuadros de neumonia.

« Infecciones de tracto digestivo. Deben distinguirse las producidas por los serotipos 40 y 41, que cursan con fiebre,
gastroenteritis y un tiempo de evolucién superior a los 8 dias, de las mas leves originadas por los otros serotipos.

« Infecciones oculares. Pueden presentarse como una conjuntivitis, a veces acompafando a otros cuadros clinicos, por
lo general la faringitis, 0 como una queratoconjuntivitis, mas grave, que comienza por una conjuntivitis folicular y llega
a invadir la cérnea.

« Infecciones genito-urinarias: la forma mas habitual es la cistitis hemorragica, aunque se han descrito también casos
de cervicitis y uretritis como manifestaciones de una enfermedad de transmision sexual.

« Infecciones en el paciente inmunodeprimido. De forma muy ocasional los adenovirus pueden afectar a estos
enfermos, produciendo cuadros graves de neumonia o de infeccion generalizada en los que el patégeno puede
aislarse en diversos 6rganos como, por ejemplo, en el higado trasplantado a un paciente.

Ademas de las descritas, mas desconocidas son las infecciones neuroldgicas, como las meningitis y encefalitis, o la
miocarditis, todas ellas muy raras. Por lo general se tiene una idea bastante concreta de la morbilidad de la infeccién por
adenovirus en los tres primeros grupos de sindromes arriba mencionados pero, en parte por el hecho de que el médico no
piensa en la etiologia por adenovirus en los otros sindromes, o porque laboratorios no ofrecen la posibilidad de realizar
técnicas de deteccion, es posible que la incidencia real de la cistitis hemorragica o de la miocarditis esté subestimada.

MORFOLOGIA

Para poder entender bien las formas de transmision, la epidemiologia, las condiciones de obtencion y envio de las muestras, y
la base de las técnicas diagnésticas, es preciso conocer las caracteristicas morfoldgicas y antigénicas de los adenovirus.

 Los adenovirus presentan un genoma compuesto por una doble cadena lineal de DNA

| protegido por una nucleocapsida de simetria icosaédrica formada por 240 capsOmeros
hexagonales (hexones) que ocupan las caras y aristas, y 12 pentagonales (pentones) que
se sitlan en los vértices. De éstos parten unas prolongaciones o fibras en cuyo extremo
se encuentran las glucoproteinas causantes de la adhesién a las células endoteliales de
diversos tejidos, responsable en dltimo término de los cuadros clinicos. Los capsdmeros
muestran un mosaico antigenico que permite clasificar los adenovirus en los 49 serotipos
citados pero también existen antigenos comunes que facilitan el estudio o la deteccion de
este grupo de virus mediante sueros polivalentes. Las glucoproteinas terminales son
responsables de su capacidad hemaglutinante, utilizada ampliamente en la identificacion
y clasificacién de este patégeno, aunque en la actualidad estas pruebas, sencillas y
econdmicas, se estan abandonando.

También se pueden estudiar estos virus mediante la amplificacién genémica directa de secuencias de DNA comunes de
grupo o especificas de tipo.

Los adenovirus carecen de envoltura lipidica, lo que les confiere la propiedad de ser resistentes a los agentes externos. Esta
caracteristica explica las diferentes vias de transmision: por inhalacién, préxima al paciente tosedor, o remota por via
fecal-oral. Esta resistencia permite que las muestras clinicas utilizadas para el aislamiento puedan conservarse durante
algunos dias, a diferencia de lo que suele ocurrir con otros virus por lo general mas sensibles a las condiciones ambientales.



DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Se han utilizado numerosas técnicas para el diagnéstico de las infecciones por adenovirus, lo que sin duda es reflejo de las
insuficiencias de cada una de ellas. Probablemente, si las técnicas de amplificacion genémica llegan a ser asequibles
econdmica y técnicamente, serdn las que se impondran en un futuro. Mientras, se seguiran utilizando determinadas pruebas
segln la muestra y el diagnéstico del enfermo.

Muestras

Es siempre importante obtenerlas al inicio de la infeccién. Aunque ésta pueda presentar un curso subagudo, es mejor obtener
una muestra inicial y conservarla que no otra algo mas tardia y que se procesa inmediatamente. El nmero de particulas
virales de la primera sera muy superior y, como se ha comentado, no existen problemas de viabilidad que puedan afectar a la
muestra. Incluso, dada la resistencia de los adenovirus a la congelacion, es posible mantener las muestras en estas
condiciones durante largos periodos. Las muestras deberan guardar la mayor relacién posible con el aparato afecto, aunque a
veces, por las dificultades propias de acceder a un érgano interno, pueden utilizarse alternativamente ciertas muestras
periféricas con resultados aceptables. En cuanto a las técnicas diagnésticas se pueden agrupar en aquellas dirigidas a la
observacion del patégeno, a la deteccion de sus antigenos o su genoma, al aislamiento por cultivo, o al estudio seroldgico.

Observacién microscopica

La observacion mediante microscopia optica con tinciones convencionales es inespecifica. Por el contrario, puede ser (til la
inmunofluorescencia (IF) aplicada a células de descamacion de muestras respiratorias, conjuntivales o de vias urinarias. Es
una técnica sencilla y de rapida ejecucién, aunque dependiente de la calidad de la muestra. Ademas, cabe la posibilidad de
obtener resultados falsamente negativos. Para considerar valida una muestra, ésta debera contener un nimero aceptable de
células, para lo que es preciso adiestrar convenientemente al personal encargado de su obtencion. Por lo que respecta a las
muestras respiratorias, el lavado nasofaringeo es superior al simple aspirado. No son aceptables los frotis faringeos
realizados con una torunda de algoddn y remitidos en un medio semisélido como los utilizados en bacteriologia. Ante la
sospecha de cistitis, se utilizaran las células de descamacion urinaria. Es Util secar la impronta con una corriente de aire tibio
antes de proceder a la fijacién con acetona congelada durante 10 min, porque se acorta el tiempo de realizacion.

El rendimiento de la IF en las muestras respiratorias no es comparable al que se obtiene con el virus respiratorio sincitial, que
es muy alta. Es probable que se deba a la diversidad antigénica de los adenovirus. Asi, hay sueros que, en teoria, reconocen
antigenos comunes a todos los serotipos pero que en la practica pueden no reaccionar con los serotipos mas frecuentes en
una determinada area geografica. No es infrecuente observar muestras negativas por IF que son positivas por cultivo. La
experiencia propia de cada laboratorio es determinante para el rendimiento final de la técnica.

La microscopia electronica se aplica al diagnostico de las gastroenteritis por adenovirus en muestras de heces. Ademas de la
dificultad de tener acceso al instrumental, este método no permite distinguir directamente entre los distintos serotipos de
adenovirus, algunos de los cuales pueden estar presentes en el tubo digestivo sin ninguna relacién con la patologia. Existen
variantes técnicas que emplean anticuerpos especificos, lo que permite solventar este inconveniente, a la vez que agrupar las
particulas viricas facilitando su vision.

Otras técnicas de detecciéon de antigenos

Se trata de técnicas de facil y rapida ejecucién. Asi, por ejemplo, la aglutinacién con particulas de latex, que se aplica al
diagndéstico de las gastroenteritis por los adenovirus 40 y 41. Aunque este método detecta especificamente estos serotipos,
conviene seleccionar cuidadosamente el reactivo comercial puesto que algunos de ellos presentan resultados falsos positivos,
por reaccion cruzada con otros tipo de adenovirus que pueden estar presentes en las heces del paciente en ese momento.

El enzimoinmunoensayo (EIA) es, para algunos autores, el método de eleccién para la investigacién de antigenos solubles de
adenovirus en las heces y también en las secreciones respiratorias. Pueden estar dirigidos contra un antigeno comuan hexén,
y por tanto capaz de detectar cualquier serotipo de adenovirus, o simplemente a un antigeno especifico. Se afirma que su
especificidad es del 90-95% y su sensibilidad de un 70-90% comparada a las técnicas mas complejas y completas de
aislamiento en cultivo celular. Recientemente ha aparecido un método que combina el EIA con la cromatografia y que parece
ser mas sensible y esfecifico.

Deteccién y amplificacién genémica

Su uso ha sido muy limitado por la relacion entre el coste del andlisis y el provecho terapéutico que de él se deduce. Muy
recientemente, Raty et al estudiaron una técnica de PCR con un cebador homdlogo de una region codificante de la proteina
del hexén AD7 aplicada a muestras nasofaringeas procedentes de un brote de 269 enfermos que presentaban una infeccion
respiratoria aguda, comparandola con otros cuatro métodos. Los resultados obtenidos con la PCR fueron muy superiores a los
de la deteccion de antigeno y cercanas a las de un completo sistema de aislamiento convencional. Incluso hubo algunos
casos adicionales donde, siendo la PCR positiva, no se aislé el virus en cultivo. El seguimiento de estos casos demostrd que
no debian ser considerados como falsos positivos de la PCR, sino falsos negativos del método de referencia. Estos y otros
resultados similares abrigan la esperanza de obtener unas pruebas asequibles y de facil ejecucion al alcance de los
laboratorios de diagnostico que sean de aplicacion universal, aunque por ahora debemos reservar las técnicas de PCR para
estudios de investigacion.

Aislamiento por cultivo

Se considera la prueba definitiva para demostrar la presencia de adenovirus en una determinada muestra debido a su gran



especificidad. Sin embargo, es posible obtener resultados falsamente negativos. La calidad de la muestra, el tipo o tipos de
cultivos celulares empleados y el tiempo de incubacion influirdan en la sensibilidad. Como ya se ha mencionado, la muestra
deber ser acorde con el proceso infeccioso que se desea diagnosticar. La practica aconseja procesar varias muestras puesto
gue, cuantas mas se procesen, mayor sera la posibilidad de tener éxito y més facil sera la interpretacion clinica de los
resultados.

Clasicamente se han utilizado las lineas continuas derivadas de carcinomas epiteliales como las HEp2, HeLa y KB, con
resultados similares. Los cultivos primarios de rifion de embriébn humano tienen mejor rendimiento pero, en la practica, no se
utilizan, dada la dificultad de disponer de este tipo de células de forma continuada. Los serotipos 40 y 41, a los que suele
hacerse mencién como adenovirus no cultivables, crecen en lineas modificadas en las que se ha conjugado algunos genes de
otros serotipos en las células, de tal manera que permite el crecimiento de estos patégenos entéricos. Las mas utilizadas han
sido la linea Graham 293. En otras lineas celulares, como las derivadas de fibroblastos de pulmén de embrién humano, es
posible cultivar los adenovirus pero su rendimiento es inferior al de las lineas epiteliales. El crecimiento se detecta por la
aparicién de un efecto citopatico que es reconocible sin necesidad de tefiir el cultivo. Consiste en un redondeamiento celular
con notable aumento de la refringencia y con una cierta tendencia a la fusion entre las células (en el organismo tienden a
formar sincitios). Mediante tinciones convencionales, es posible observar una granulacion regular intranuclear. Algunos
autores anglosajones describen este efecto con el término ballooning. Nosotros, personalmente, a esa imagen de varias
células redondeadas, no picnéticas y unidas en linea recta, le encontramos cierta semejanza con los cacahuetes. De todas
maneras, se necesita un cierto adiestramiento, pues el efecto citopatico producido por los adenovirus puede inducir a
confusion facilmente siendo aconsejable, ante cualquier duda, prolongar la incubacién o efectuar un subcultivo. La
identificacién definitiva, importante para adquirir seguridad en la interpretacion de los efectos citopaticos, suele hacerse por
inmunofluorescencia utilizando sueros monoclonales dirigidos contra un antigeno comun de grupo. Esta técnica también se
aplica a la tipificacion epidemioldgica de los aislamientos.

Por lo que respecta a la incubacion, el tiempo de aparicion del efecto citopatico de los adenovirus es variable. La mayoria de
cepas crecen entre el segundo y séptimo dia. El nUmero de cultivos positivos se mejora prolongando aquélla el doble de
tiempo. Corresponde al laboratorio de diagnoéstico valorar si una pequefia mejora en el rendimiento justifica un trabajo
considerablemente mayor, empleado en mantener y resembrar cultivos celulares. La técnica de shell-vial también mejora el
rendimiento final, lo que es probablemente debido al efecto positivo de la centrifugacion suave (700 x g) de la muestra. Como
es ldgico, debemos utilizar para el revelado un antisuero con una amplia reactividad de grupo.

Pruebas seroldgicas

Como las infecciones por los diversos serotipos de adenovirus se repiten a lo largo de la vida en multiples ocasiones, los
pacientes suelen presentar una respuesta seroldgica positiva previa a los antigenos comunes. Por otra parte, es impensable
en la practica diagndstica habitual llevar a cabo estudios seroldgicos especificos, habida cuenta del notable numero de tipos
diferentes. Por ello se utilizan antigenos comunes para detectar la respuesta de anticuerpos en dos muestras de suero
obtenidas, al menos, con una semana de diferencia. La seroconversién o el aumento significativo del titulo de anticuerpos es
la prueba indiscutible del contacto con el microorganismo pero, a efectos practicos, tan sélo confirmara de forma tardia la
existencia de una infeccién previa que, con gran probabilidad, se encontrara ya en fase de resolucion.

Las técnicas utilizadas en serologia aprovechan las propiedades bioldgicas del virion. Aln se sigue utilizando la reaccién de
inhibicién de hemaglutinacién, basada en la capacidad hemaglutinante que tienen las glucoproteinas terminales de las fibras.
Los antigenos comunes del hexén son la base de la reaccién de fijacién de complemento. En la actualidad, los laboratorios
interesados en realizar el diagnéstico serolégico suelen hacerlo mediante la reaccidon de enzimoinmunoensayo.

La aplicacion de la serologia en el diagnéstico es limitada por todo lo apuntado anteriormente. Puede ser interesante en
estudios epidemioldgicos de un grupo de contacto, pero donde es mas atractivo su uso es en aquellos enfermos con un
cuadro clinico grave (miocarditis, encefalitis, etc.) en los que el aislamiento o la deteccién de estos virus se realiza en
muestras alejadas del 6rgano afecto. En estas ocasiones, podemos utilizar la propia cepa como fuente de antigeno y el
paciente presentara una fuerte reaccion sérica.
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