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RESUMEN

RESUMEN

La conjuntivitis es considerada como un problema de salud publica ocasionada
por diferentes agentes etiologicos: enterovirus-70, virus coxsackie A24 y adenovirus
lipos 3, 4,7, 8, 19 y 37. En el periodo de agosto a noviembre de 1998 se presenté un
brote de conjuntivitis en diferentes estados de la Republica Mexicana (Baja California,
Chiapas, Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Nayarit,
Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tamaulipas y Veracruz) obteniéndose de
manera obligada 567 exudados conjuntivales. Por lo anterior el presente estudio tiene
como finalidad realizar ei diagndstico de los agentes causales de la conjuntivitis
presentes en las muestras recibidas, asi como establecer su distribucidén en las
diferentes entidades federalivas, grupos de edad y sexo. Ademas de conocer la
sintomatologia mas frecuentemente presentada en los casos comprobados de
conjuntivitis.

Ei diagnéstico de los exudados conjuntivales fue demostrado por aislamiento
viral en cullivos celulares utilizando lineas celulares Vero (Kidney, African green
monkey) y Hep-2 (Epidermoid carcinoma, larynx, human) mediante la observacion de
efecto citopatico, mientras que la identificacion de la particula viral se realizd por
inmunofluorescencia indirecta usando anticuerpos monoclonates especificos contra el
antigeno adenoviral hexén. Para complementar el diagnéstico se tomaron 100 muestras
positivas al azar para realizar |a técnica de RT-PCR y descartar la presencia de

enterovirus-70.



RESUMEN

De los 567 exudados conjuntivales procesados mediante las técnicas de cultivo
celular e inmunofluorescencia, 204 muestras resultaron positivas para adenovirus en
ambas pruebas; mientras que para la técnica de RT-PCR sole 1 de las muestras resultd
positiva para enterovirus. Dentro de las 204 muestras positivas se encontrd que los
grupos de edad mas afectados fueron: en primer lugar de 25 a 44 anos, en segundo
lugar de 15 a 24 afios y en tercer lugar de 5 a 14 afios, siendo el sexo femenino el mas
afectado en cada uno de los grupos de edad. Se determind que el adenovirus afectd a
los estados de Chiapas, Tamaulipas, Veracruz, Nayarit, Oaxaca, Querétaro, Puebla,
Distrito Federal, Hidalgo, Michoacan, Nuevo Leén, Jalisco, México, Baja California y
Guanajuato. La sintomatologia mas frecuentemente presentada en los casos positivos
de conjuntivitis fue: conjuntivitis, derrame vascular, edema palpebral, secrecion, cuerpo
extrafto, dolor ocular, prurito, lagrimeo, hiperemia, cefalea, fiebre, ardor ocular y
escalofrio, manifestaciones como mialgias, artralgias y fatiga se presentaron en muy
pocos casos. Por lo que se concluyd que las manifestaciones clinicas presentadas
fueron conjuntivitis en fa mayoria de los casos, fiebre faringoconjuntival en menor

proporcion y conjuntivitis hemorragica aguda en solo uno de los casos.
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MARCO TEORICO

1. ANTECEDENTES

La conjuntivitis es una infeccion oftdlmica contagiosa ocasionada por
diferentes agentes etiolégicos. En 1873 se demostré que [os adenovirus
(serctipos 3, 4, 7, B, 19 y 37) estdn asociados con sindromes clinicos como
conjuntivitis, fiebre faringoconjuntival y queratoconjuntivitis epidémica. El
enterovirus-70 ha sido responsable de decenas de millones de casos de
conjuntivitis hemorragica aguda desde 1969. Mientras que en 1970 una variante
de coxsackievirus A24 causd una enfermedad similar, pero geograficamente mas
limitada, que afectd a cientos de miles de personas. (Lin HK., ef al. 1993; Shiao 5., 1996)

Diferentes técnicas de diagndstico viral se han aplicada con la finalidad de
identificar a los agentes etiologicos responsables de la conjuntivitis. Durante
varios arnos, técnicas como inhibicion de la hemagiutinacién, neutralizacion,
fijacién de complemento, andlisis con endonucleasas de restriccion de DNA viral,
transcripcién reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) e
inmunoensayo enzimatico (ELISA) han servido para la identificacién de los
agentes causales; sin embargo, estas técnicas son costosas y poco aplicables a
laboratorios de diagnéstico. Existen ofras técnicas de diagndstico que son
facilmente aplicables como el cultivo celular en donde primordialmente se realiza
el aisfamiento de las particulas virales, mientras que la inmunofluorescencia que
es una técnica de diagndstico rapido, es uti! para detectar antigenos en muestras

clinicas, asi como en cultivos celulares después de varios dias de inoculacion.
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Las técnicas de diagndstico rapido son necesarias cuando se requiere reducir el
tiempo de procesamiento de un gran nimero de muestras por lo que son

clinicamente utilizadas. (Takeuchi R., st & 1980; Shulman L., ef &/ 1997; Azar R., et &, 1998, Wood

R.. et al. 1997)

2. PATRONES DE TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD

Las manifestaciones oculares cominmente estan asociadas con una
inadecuada cloracion en agua de piscinas en época de verano, lo que ocasiona el
contagio de una proporcion que muchas veces excede al 60 % de las personas
expuestas. Por otro lado la infeccion puede diseminarse por contacto directo e
indirectoc con exudado de ojos infectados, es decir la enfermedad es transmisible
por medio de fomites contaminados como toallas para secar, colirios o
instrumentos oftalmolégicos mal desinfectados. El hacinamiento y el descuido en
las normas higiénicas es un factor muy importante para la diseminacion de estos

virus. {Mandell D., of & 1995, Jemigan AJ., of al. 1993)

3. EPIDEMIOLOGIA

3.1 Conjuntivitis asociada a Adenovirus

La enfermedad ocurre de dos formas, esporadica o epidémica afectando
sobre todo a los adultos. En un principio se habia descrito en trabajadores
industriales; después fue comudn en los astilleros, donde se conocia como “el gjo
de astillero®. Aparentemente la enfermedad se diseminé desde Hawai hacia la
costa oeste de los Estados Unidos para extenderse de manera gradual hacia

4
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centro y Sudamérica. Mas recientemente ha sido la causa de las epidemias
ocurridas en los grandes centros de oftalmologia. El adenovirus 8 esta
ampliamente distribuido en el sudeste de Asia, donde es endémico. En esta
region, el 40 al 60% de los nifios de edad escolar tiene titulos de anticuerpos
contra este tipo de adenovirus. En Australia el adenovirus 4 y 8 se han distribuido
en el sur y centro de Australia respectivamente. En Japdn se ha reconocide una
forma infantil de esta enfermedad, que se presenta como una conjuntivitis con

sintomas sistémicos y sin compromiso de la cdrnea. (Jokiik KW., ef al. 1996; Schepetivk KS..

ef &l. 1993, McMinn CP., of 2l 1991)

3.2 Conjuntivitis hemorragica aguda (CHA} asociada a Enterovirus-70 y variante
del virus Coxsackie

La enfermedad fue reconocida por primera vez casi simultdneamente en
Ghana e Indonesia y se diseming rapidamente a partir de estos dos focos. Durante
1970-1972, la epidemia llego al ceste y norte a lo largo de la costa de Africa hasta
Liberia, Sierra Leona, Marruecos y Egipto; al sudeste hasta Nigeria y finalmente a
Zaire y Sudafrica. En Europa, se produjeron pequefias epidemias en 1971-1973
en Inglaterra, Unién Soviética, Holanda, Francia y Yugoslavia. Epidemias mas
pequefias debidas a enterovirus-70 continuaron en Singapur hasta 1974-1975,
cuando sl coxsackievirus A24 reaparecio como la cepa epidémica. Durante las dos
Gltimas epidemias (Hong Kong, 1971, e India, 1975) ambos virus circularon en
forma simultanea. Desde entonces ta CHA ha sido epidémica en gran parte del
Lejano Oriente e India. Ha habido epidemias en otras regiones de Asia incluyendo

Vietnam, Bangladesh, Tailandia, Sri Lanka, Taiwan, Filipinas, Samoa americana y
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Japdn. La CHA no aparecid en los estados Unidos hasta septiembre de 1981,
cuando se observd por primera vez enfermedad por enterovirus-70 en Key West,
Florida. Los casos de CHA por coxsackievirus A24 aparecieron por primera vez en
el hemisferio occidental en Trinidad, Jamaica, St. Croix, Panama y México en
1986. En Puerto Rico se produjeron 31,000 en 1987. Si hien la distribucion
geogrifica de la CHA es amplia, las epidemias en gran escala se han producido
sobre todo en areas costeras hacinadas de paises tropicales durante la estacion
célida lluviosa. Las epidemias en paises econémicamente desarrollados y climas

templados han sido mucho mas limitadas (Mandell LG., ot ar. 1991}

4, ADENOVIRUS
Los adenovirus son muy importantes clinicamente debido a su capacidad

para causar infecciones agudas del aparato respiratcrio y conjuntiva. (Curtis S., ef af

1998)

4.1 Morfologia

Los adenovirus son particulas icosaédricas no envuellas integradas por
DNA lineal de doble cadena con una longitud de 30,000 a 42,000 pb (pares de bases),
su diametro es de 60 a 90 nm. La capsida estd compuesta de 252 capsomeros;
240 hexameros componen las caras y bordes de los triangulos equilateros y 12
pentameros comprenden los vértices. Los hexameros son prismas truncados
triangulares o poligonales. Los pentdmeros son mas complejes, consistiendo en
una base poligonal con una fibra adherida, cuya longitud varia con el tipo virico

(figura 1). (Fields NB., of a/. 1998, Mclean MD., el al 1989)
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Figura 1. Estructura externa det adenowvirus {Mandell D, Bennetts Principles and practice of infectious
Diseases. 4" edicion. New York: Editorial Churchill Livingstone, 1995)

4.2 Clasificacion

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae, los cuales se dividen
en dos géneros: Mastadenovirus y Aviadenovirus. Mientras que el género
Aviadenovirus se limita a virus de aves, el género Mastadenovirus incluye virus de
humanos, simios, bovinos, equinos, porcines, avinos y caninos. (Fiekds NB., st &/, 1996)

Todos los adenovirus, excepto los aviarios contienen un antigeno comun
con especificidad de grupo relacionados con los capsdmeros de hexones y un
segundo determinante con la misma especificidad en la subunidad de pentones.
Ademas los hexones también poseen un determinante antigénico extra que se
emplea para subdividir estos virus en serotipos especificos. La fibra tiene un
determinante tipo-especifico que al iguat que los hexones permite subdividir estos
virus en serotipos. (volk AW, ef at 1988)

Actualmente se conocen 49 sercotipos diferentes de adenovirus humanos

los cuales se han dividido en seis subgéneros (A-F) de acuerdc a sus
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Caracteristicas estructurales, bioquimicas e inmunolégicas y por su potencial
oncogénico. Cada subgrupo contiene uno o mas serotipos separados con base a
la prueba de neutralizacién con antisuero tipo-especifico.

Subgrupo A: el serotipo 12 causa infecciones discretas pero es clasificado como
altamente oncogénicos en hamster, los serotipos 18 y 31 se aislan de las heces
de las personas aparentemente sanas.

Subgrupo B: los serotipos 3, 7, 14, 16 y 21 se aislan con mayor frecuencia en las
epidemias de enfermedades respiratorias agudas y pueden asociarse con
neumonia severa, el serotipo 11 causa cistitis hemorragica y los serotipos 34 y 35
se aislan principalmente en pacientes con transplantes renales. Este subgénero es
moderadamente oncogénico en ratones

Subgrupo C: los serotipos 1, 2, 5 y 6 son comunes en enfermedades del tracto
respiratorio superior & inferior e infecciones gastrointestinales en nifios pequenos.
Subgrupo D: los serotipos 8 a 10, 13, 15, 17 a 20, 22 a 30, 32, 33 y36al39masa
menudo se asocian con Queratoconjuntivitis epidémica.

Subgrupo E: el serotipo 4 se ha asociado con enfermedades respiratorias severas
en reclutas militares y nifios.

Subgrupo F: serotipos 40 y 41 causan diarrea. (Dolin R., ot af 1999)

4.3 Caracteristicas de los adenovirus

Los adenovirus son extraordinariamente estables a agentes fisicos y quimicos
y condiciones de pH adversas, resultando una prolongada supervivencia fuera de
ta célula huésped y gran potencial para diseminarse. Los adenovirus son

resistentes al éter pero son destruidos por calor a 56 °C durante 30 minutos. El
8
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tipo 4 es especialmente resistente al calor. Los virus soportan un rango de pH de
5.0 a 9.0 y rangos de temperatura entre 4 y 36 °C y sobreviven al congelamiento

con una minima disminucion de infactividad. (Hjordis MF. 1985)

4.4 Composicicn antigénica

El hexon, pentén y fibra constituyen los antigencs principales de los
adenovirus importantes en la clasificacién de los mismos y en el diagnéstico de la
enfermedad que producen los adenovirus. (Dolin R, ef a. 1999) estos antigenos
residen en la capside externa, los hexones contienen dos determinantes
antigénicos diferentes, uno grupo-especificos y el otro tipo-especifico. La base
pentdnica contiene un determinante antigénico grupo-especifico dominante. La
fibra contiene un determinante tipo-especifico que reside en la perilla distal y
constituye el 6rgano de unién a la célula huésped, ademas de ser importante en la

tipificacion serologica. (Braude IA., of al. 1984)

4.5 Actividad bioldgica de los antigenos principales sobre e! cultivo celular
Ademds de su reactividad inmunclégica, tanto el pentdmero como sus
componentes tienen actividades biologicas caracteristicas. Asi el pentamero causa
redondeamiento y aglomeracion de las células cultivadas y las desprende de su
soporte por lo que también recibe el nombre de toxina o factor de
desprendimiento. La fibra presente en las células infectadas como una proteina
soluble, al igual que en los pentameros, posee una accion téxica diferente: en las
células cultivadas bloguea la biosintesis de! ADN, ARN, proteinas y detiene la

division celular. (Davis 08., et al 1990)
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4.6 Multiplicacién virica

4.6.1Adherencia y penetracién

Los adenovirus se unen a los receptores presentes en la superficie de la
célula blanco a través de las proteinas de las fibras; sin embarge se han
identificado receptores secundarios que sirven como moléculas de adhesién de la
célula huésped, las cuales se conocen como integrinas alfa-V-beta-3 y alfa-V-beta-
5. Estas integrinas interactian con las secuencias de arginina-glicina-acido
aspartico (RGD) en el penton adenoviral, luego de la adherencia e interaccién con
la integrinas celulares el complejo virus-receptor es internalizade por endocitosis,
mas tarde el endosoma formado transportara a la particula viral al interior de la
célula. Después de la internalizacion la base del penton promueve una
disminucién del pH lo que induce a los viriones a eliminar sus caps6meros de
pentameros y fibras adheridas. El cambio de la configuracién de los viriones
provoca [a ruptura de [os endosomas y la liberacion de los viriones parcialmente
desmontados hacia el citoplasma. E! complejo de nucleoproteina ingresa en el
nucleo donde tiene lugar la replicacion. La abundancia en la expresién de las
integrinas puede ser un factor limitante en la internalizacion viral y susceptibilidad
a la infeccion viral. (Dolin R. & Wright FP. 1999; Schaechter M., of o/, 1994) El proceso de
entrada, penetracién y replicacion tiene una duracion de 36 a 48 horas. (volk AW., ef

al. 1998)
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4.6.2 Expresion de los genes

En el caso de los adenovirus, [a expresion de los genes ocurre en tres fases
denominadas pretemprana, temprana y tardia. Durante la fase pretemprana se
expresa una pequena parte del genoma con la produccion de dos proteinas
reguladoras, una de estas proteinas induce la fase temprana, que se caracteriza
por la expresion de un nuevo conjunto de genes virales, los genes tempranos son
necesarios para la replicacion del DNA viral y para la expresion de los genes
virales restantes. Los productos genéticos tempranos permiten el ingreso a la fase
tardia de la expresion de los genes, que se caracteriza por la abundante expresion
de los genes tardios que codifican los componentes de las particulas virales y las

proteinas necesarias para el montaje de las particulas. (Schaechter M., ot a/. 1984)

4.6.3 Replicacion de DNA

La replicacidon es iniciada dentro de secuencias repetidas invertidas en uno
u otro extremo de la molécula adenoviral. Debido a su presencia, los dos extremos
tienen secuencias idénticas y la iniciacion de la replicacién del DNA puede ocurrir
en cualquiera de los exiremos con una frecuencia aproximadamente igual.
Después de la iniciacién la sintesis del DNA procede a lo largo del DNA molde por
medio de la copia de una cadena madre y el desplazamiento de la otra. La
terminacién de la sintesis de la primera cadena hija produce una molécula doble
gue consiste en una cadena madre y una cadena hija, mas una cadena madre
desplazada. Luego la sintesis del DNA comienza en el extremo de la cadena
desplazada, la cual sirve coma modelo para la sintesis de la otro cadena hija

(figura 2). (Schaechter M., 6t ai. 1994}
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Figura 2. Replicacién de los adenovirus (Murray P. Drew W, Kobayash G, Thompson J. Microbiologia médica.
Espafa: Editorial Mosby, 1982)

4,7 Manifestaciones clinicas

Las principales manifestaciones clinicas de los adenovirus son; a)
enfermedad respiratoria aguda; b) fiebre faringoconjuntival, C) infecciones
respiratorias bajas d) queratoconjuntivitis epidémica; e) diversos sindromes

incluyendo cistitis, meningitis y erupcién de |a piel; f) gastroenteritis. (Mclean MD., ef &/
1989)

Las infecciones gculares causadas por los adenovirus 3, 4,7, 8, 19y 37 se
agrupan en tres entidades clinicas diferentes: la conjuntivitis folicutar aguda, la
fiebre faringoconjuntival y la queratoconjuntivitis epidémica.

La primera de estas entidades es la infeccion ocular mas comdn producida
por adenovirus, se trata de una conjuntivitis folicutar benigna unilateral sin

manifestaciones extraoculares. Después de un periodo de incubacién de 5 a 7
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dias la conjuntiva se vuelve hiperémica, hay aumento del lagrimeo, prurito y
aparece una secrecion limpida con sensacién de cuerpo extrafio, la afeccién es
autolimitada y se resuelve por complelc en 10 a 14 dias. La fiebre
faringoconjuntival es caracterizada por fiebre afta durante 3-4 dias, cefalea,
escalofrio, dolor de garganta, fatiga, ojos hiperémicos, con aumento de lagrimeo,
secrecién, prurito y la conjuntiva palpebral tiene un aspecto granular y puede
haber pequefas hemorragias en el globo ocular, puede ser unilateral o bilateral
pero usualmente persiste por 2 a 4 semanas; Mientras que el virus es aislado de la
conjuntiva hasta los 14 dias. En raros casos, la hemorragia subconjuntival puede
evolucionar a conjuntivitis hemorragica aguda.

La infeccidn ocular mas severa causada por estos virus es la
queratoconjuntivitis epidémica, el adenovirus aislados son el tipo 8, 19 y 37, la
enfermedad es bilateral caracterizada por acumulacién de sangre, edema
palpebral, dolor, fotofobia y formacién de pseudomembrana acompafados de
adenopatias preauriculares. A medida que el compromiso conjuntival comienza a
resolverse el adenovirus prolifera en el tejido epitelial de la cornea, produciendo
gueratitis se desarrollan erosiones comeanas que pueden alterar Ja vision y

persistir durante meses. (Joklik KW., ef . 1996; Mclean MD., ef af, 1996; Murray P., of &/.1992)

5. ENTEROVIRUS-70 Y COXSACKIEVIRUS A-24

5.1 Morfologia
Los picornavirus representan una familia muy grande de virus con respecto

al nimero de miembros, pero una de las mas pequefas en términos del tamafio
13
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del virion. Los picornavirus son particulas icosaédricas no envueltas integradas por
RNA lineal de cadena Gnica y no segmentada con un peso molecular de 2.6 X 10e
daltons (7.5 Kilobases) su diametro es de 20 a 30 nm. La capside del viridn esta
compuesta por 60 subunidades estructurales que consisten en: 1} una envoitura
externa de proteinas que forma el 70 % de la masa y 2) una cadena interna de

ARN, el 30 % restante (figura 3). (Braude IA. 1984; Mandell LG., of a!. 1881)

CAPSIDE

Flgura 3. Estructura de un picornavirus tipico (Fields NB, Howley MP. Fields virology. 3* edicion. Estades
Unidos: Editorial Lippincott Raven, 1996)

5.2 Clasificacion
Los picomavirus se subdividen en cuatro géneros: Enterovirus, Cardiovirus,
Rhinovirus y Aphthovirus, basandose principalmente en su sensibilidad a los

acidos, densidad flotante del virién en cloruro de cesio y manifestaciones clinicas.

(Braude 1A.1984)

5.2.1 Subclasificacion de los enterovirus
Los enterovirus de origen humano incluyen a: (1) poliovirus tipos 1 a 3; (2)
coxsackievirus del grupo A, tipos 1 a 24, (3} coxsackievirus del grupo B, tipos 1 a

6; (4) echovirus, tipos 1 a 34 y (5) enterovirus, tipos 68 a 72. (Jawez E., of a/. 1292)
14
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5.3 Caracteristicas de los enterovirus

Por falta de una envoltura de lipidos, los viriones desnudos no son
afectados por el éter, el alcohol y otros solventes lipidos, aunque son facilmente
tnactivades por fenol, formaldehido o radiacién ionizante, que dafian la cdpside o
el 4cido nucleico encerrado. (Braude 1A 1884)

Los enterovirus son estables con un pH de 3 a 10 por una a tres horas, se
les inactiva cuando se les calienta a 55 °C durante 30 minutos, pero se estabilizan

con cloruro de magnesio contra [a inactivacion térmica. (Mandell LG, et & 1991)

5.4 Composicidn antigénica

Los enterovirus muestran dos actividades antigénicas distintas C y D
asociadas a formas fisicas diferentes de la particula de virus. Las capsides vacias
son C-antigénicos y dan lugar a reacciones grupo-especificas. En los viriones
intactos el antigeno C esta generalmente enmascarade por el antigeno D tipo-

especifico. { Braude 1A 1984)

5.5 Manifestaciones clinicas

La CHA es una infeccién ocular contagiosa, caracterizada por inicio
repentino con enrojecimiento y la enfermedad llega a su pico durante el primer dia.
Por io comun aparece primero en un gjo y unas horas mas tarde en el otro. Los
principales sintomas son sensacion de cuerpo extrafio y quemadura, dolor ocular,
fotofobia, edema palpebral y secrecidn serosa. La secrecion ocular es serosa ©

seromucoide y contiene abundante cantidad de polimorfonucleares durante las
15



MARCO TEORICO

primeras 24 horas. Se observan sintomas constitucionales como fiebre, malestar
general y cefaleas en un 20 % de los casos. El signo mas distintivo es la
hemorragia conjuntival, que se halla en el 70 a 90 % de los pacientes con CHA.
Las hemorragias pueden ser puntiformes u ocupar toda la conjuntiva bulbar y son

precipitadas por la eversion del parpado superior o frotado de 10s 0jos. (Mandell LG,

ot al. 1991)

6. DIAGNOSTICO
La replicacién viral produce enzimas, proteinas, antigenos y nuevos
genomas que pueden ser detectados mediante observacion de efectos citopaticos

en cultivos celulares e identificacion por inmunofluorescencia indirecta.

6.1 Cultivo celular
Hasta hace pocos afos el estudio de los virus fue estimulado principalmente
por la importancia de ciertas enfermedades viricas en el hombre y los animales.
Esta era temprana se caracterizé al demostrarse la existencia de muchas clases
diferentes de virus animales que causaban diferentes enfermedades; sin embargo
la principal herramienta exparimental para la propagacion del virus en la mayor
parte del trabajo primitivo fue el animal de laboratorio. Las dificultades de manejo
de un nimero grande de animales para un trabajo cuantitativo preciso fue un serio
obstdculo para el progreso. En 1949 Enders y colaboradores demostraron que los
virus se podian incubar bajo condiciones precisas en tejidos.
Las técnicas de cultivo de células animales como huéspedes para el estudio
de las interacciones virus-célula han progresado rapidamente. Las primeras
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células usadas fueron las aisladas de tejidos tripsinizados, tales como rifén,
testiculo de mono y fibroblastos (cultivos primarios); sin embargo, estos cultivos
no podian multiplicarse indefinidamente y la necesidad de volver a otro aislamiento
primario introducia un factor de irreproducibilidad de los datos. Hacia el final de los
afnos cuarenta Earle y colaboradores realizaron técnicas para el desarrollo
continuo de células en cultives apropiados para el trabajo con virus, con ello
lograron realizar un procedimiento in vitro en el que se cultivan células disociadas
que se pegan a superficies de vidrio o de plastico en condiciones asépticas y en
donde se les provee de nufrientes de acuerdo a sus exigencias para multiplicarse.
Existen tres tipos de cultivos celulares:
1. Los cultivos primarios que son mezclas de células sometidas a tripsinizacion.
Pueden mantenerse vivas por tiempo limitado y resisten uno o dos subcultivos.
2. Los cultivos de células diploides, que resisten menos de 50 subcultivos y en
general son fibroblastos diploides.
3 Los cultivos de células heterodiploides que resisten mas de 70 pases son
consideradas lineas establecidas. Derivan de tejido normal como las células

Vero, o de necplasias epiteliales como Hep-2 o Hek.a. (Cumming H, 1985)

6.1.1 Lineas celulares

Debido al especial tropismo de los virus causantes de la conjuntivitis por las
célutas epiteliales, estos microorganismos se recuperan mejor cuando los
exudados conjuntivales se inoculan en lineas de células epiteliales. Las células
primarias de rifién embrionario humano (HEK) son las mas susceptibles, pero su

costo prohibe su utilizacién en los laboratorios de diagnostico. Las células de rifion
17
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de mono (Vero) son las lineas celulares epiteliales utilizadas con frecuencia para
el aislamiento de adenovirus, también pueden utilizarse lineas de células malignas
continuas, como Hep-2 (Epidermoid carcinoma, larynx, human) o Hela (Epitheloid

carcinoma, cervix, human). (Hjordis MF. 1995; Lennette HE. 1985)

% Linea celular Hep-2 (Epidermoid carcinoma, larynx, human)

Establecida por A. Moore, L. Sabachewsky y H. Toolan en 1952 de tumores que
fueron inducidos en ratas inmunosuprimidas después de la inyeccion con tejidos
de un carcinoma epidermoide laringeo de un hombre caucéasico de 56 afios.
Soporta el crecimiento de adenovirus, arbovirus, poliovirus y virus de la estomatitis
vesicular, soportando aproximadamente 350 subcultivos. Las células fueron
propagadas en DMEM.

» Linea celular Vero (Kidney, African green monkey)

Establecida por Y. Yasumura y Y. Kawakila en 1962 de un rifion normal de un
mono verde africano adulto. Es empleada para el crecimiento de adenovirus,
arbovirus, reovirus, rubéola, sarampién y poliovirus, soporta alrededor de 121
subcultivos. Las células fueron propagadas en DMEM. (Hay R., ef /. 1982)

Las lineas celulares permisivas muestran efecto citopatico (ECP) entre tres y cinco
dias. Sin embargo, algunas veces se puede requerir de varias semanas para que
se lleve a cabo la replicacion, o cual depende del tipo de virus y de la cantidad

de virus viables presentes en la muestra

6.1.2 Efectos de la multiplicacién virica sobre las células huésped

18



MARCQ TEORICQ

La replicacion de los virus se detecta mediante la observacién de cambios
n la monocapa del cultivo celular (ECP) ya que la infeccién por adenovirus ejerce
un efecto profundo sobre la fisiologia de las células huésped. La produccién de
ADN del huésped cesa bruscamente entre las 8-10 horas después de la infeccion
y la biosintesis por el huésped de las proteinas y el ARN cesa de 6 a 19 horas
mas tarde. Por consiguiente, se suspende también la division de células
infectadas. Esta inhibicion de la mitosis esta asociada con la produccion de
aberraciones cromosomicas. (Davis DB., st &, 1990)

La sefial caracteristica de la infeccién por adenovirus es el desarrollo de
lesiones nucleares caracteristicas causadas por la acumulacién de componentes
viricos esparcidos. De hecho el proceso de ensamblaje de adenovirus es bastante
ineficaz, sélo un 10 a un 15 % de los nuevos ADN y proteinas viricos se incorpera
a los viriones. Las aiteraciones antes descritas dan como resultado efectos
citopaticos caracteristicos manifestados por redondeamiento, agrandamiento del
nucleo, disminucion del citoptasma, aumento de la opacidad y agregacion de las
celulas en racimos irregulares. A pesar de las extensas alteraciones, las células
infectadas permanecen intactas y los ntcleos no liberan los viricnes recién

sintetizados. Menos del 1 % del virus total se halla en el liquido de cultivo. (Jokik

KW.. ef af. 1996)

Las células infectadas permanecen metabélicamente activas, e incluso
experimentan un aumento de la utilizacion de glucosa y la produccién de &cidos
organicos, por lo tanto el medio de cultivo se vuelve acido, contrariamente z la
alcalinidad que se desarrolla en los cultivos infectados con agentes que lisan las
células. (Davis DB., of a/. 1990)
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6.2 Inmunofluorescencia

Debido a que las lineas celulares utilizadas en la técnica de cultivo celular
son permisivas para diferentes virus, es necesario realizar un diagnoéstico que
ayude a identificar a los virus causantes del ECP. Puede emplearse la
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales contra el antigeno
hexon que se encuentra en la superficie de los adenovirus presentes en exudados
conjuntivales.

La deteccion y localizacién de antigenos en células ¢ tejidos, la lograron
Coons y Kaplan en 1950, con la introduccién de anticuerpos especificos
conjugados con compuestos fluorescentes, sin alterar su reactividad inmunitaria.
El anticuerpo conjugado se afiade a las células o tejidos y se fija a los antigenos
formando asi un complejo inmunitario estable. El anticuerpo no fijado se elimina

por lavado y la preparacion se observa en un microscopio de luz ultravioleta. (stites

PD., et &/ 1896)

Los fluorocromos mas cominmente utilizados en los laboratorios clinicos
son el isotiocianato de fluoresceina que da una fluorescencia amarillo-verdosa, y
el isotiocianato de rodamina, que da una fluorescencia color naranja-rojizo. Sin
embargo en la practica, se utiliza mas frecuentemente el isotiocianato de
flucresceina (FITC) la cual se une con rapidez covalentemente a las proteinas en
un pH alcalino. La fluoresceina absorbe la luz ultravioleta a 290 y 495 nm y emite
una luz verde a una longitud de onda mayor 525 nm. (weir MD. & Stewart J.1995)

La inmunofluorescencia se puede llevar a cabo de tres formas: directa,
indirecta y en sandwich. La técnica mas empleada es la determinacion indirecta ia
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cuai consista en colocar un anticuerpo sin marcar directamente sobre el sustrato y
se visualiza por tratamiento con un antisuero anti- inmunoglobulina conjugado con
el fluorocroma.

Esta técnica tiene varias ventajas, en primer lugar la fluorescencia es més
intensa que en la prueba directa dado que varias anti-inmunoglobulinas
fluorescentes se unen a cada una de las moléculas de anticuerpo presentes en la
primera capa. En segundo lugar, dado que el proceso de conjugacion es largo, se
ahorra tiempe cuando se estudian varios sueros para la determinacion de
anticuerpo ya que solo es necesario preparar un unico reactivo marcado. Sin
embargo, como sucede en la mayor parte de las técnicas inmunoclégicas, a medida

que se incrementa la sensibilidad, se reduce progresivamente la especificidad.

{Roitt ML 1994)

Las células en las cuales los conjugados reaccionan necesitan estar en un
estado fresco. La descomposicidn natural que ocurre con el almacenamiento
inadecuado y por supuesto la fijacion inadecuada, no sélo tiende a destruir los
antigenos sino también a causar que los anticuerpos y proteinas semejantes se
adhieran en forma inespecifica a través del tejido. (Thompson AR. 19286)

La teécnica es mas sensible que la precipitacién o la fijacion de
complemento, y es posible detectar oligo-cantidades de proteina fluocrescente a
concentraciones del orden de 1 pg de proteina por mililitro de liquido corporal.

(Stites PD., of o/ 1996}
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6.3 RT-PCR

En 1984 Kary Mullis y colaboradores desarrollaron un procedimiento
enziméatico denominado reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el cual
permite sintetizar in vitro un gran nimero de copias de fragmentos de fragmentos
especificos de DNA (amplificacién). Con esta técnica es posible la amplificacién de
secuencias genéticas a partir de una sola molécula de DNA o RNA. En el caso de
utilizar RNA como material genético en el ensayo de PCR es indispensable la
sintesis del DNA complementario (cDNA), esta reaccién es catalizada por la
enzima transcriptasa reversa. El acoplamiento del proceso de transcripcion
reversa para la produccioén de cDNA y la técnica de PCR se conoce como RT-
PCR. La técnica de PCR se fundamenta en ciclos repetidos de desnaturalizacion
de la estructura de doble cadena del DNA, lo que permite la exposicidn de las
secuencias blancoc a ser amplificadas. Posteriormente, la alineacién del par de
oligonucleotidos cebadores especificos, los cuales flanquean la regidn a amplificar
y finalmente la regidn de extensién de la cadena sintetizada de novo catalizada
por una DNA polimerasa. En la reaccién de PCR se utiliza preferentemente la
DNA-polimerasa de la bacteria Thermophilus aquaticus (Taq) por su estabilidad

enzimatica a altas temperaturas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A la conjuntivitis se le puede considerar como un problema de salud publica ya
que en los dltimos siete afios se han presentado en promedio anual alrededor de 21
500 casos, y aunque es una enfermedad curable es altamente transmisible, lo cual trae
consigo problemas que afectan {a vida cotidiana de los individuos. Los estados de la
Republica Mexicana que han presentado la mayor incidencia o por lo menos los que
mas casos han reportado en los Ultimos siete afos son Baja California, Chiapas,
Chihuahua, Coahuila, Durango, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Qaxaca, Quintana Roo,
Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan, siendo los individuos de
25 a 44 afos el grupo de edad mas afectado. Es importante resaltar que las
estadisticas reportadas en estos afios mencionan como Unica infeccion conjuntival a la
conjuntivitis hemorragica aguda, sin mencionar a los agentes etiolégicos relacionados;
lo cual nos hace pensar que las estadisticas se basaron unicamente en un diagnéstico
clinico, con esto surgen dos grandes preguntas basadas en el marco tedrico tales como
ise han generalizado a las diferentes manifestaciones oculares que involucran a ia
conjuntiva como un problema de conjuntivitis hemorragica aguda causada por
enterovirus-70 y una variante del coxsackie A-24? y ; se desconoce la participacion del
adenovirus como agente causal de conjuntivitis, fiebre faringoconjuntivai y
queratoconjuntivitis en México?. En 1969 se encontrd que el enterovirus-70 y una
variante del virus coxsackie A24 han sido los agentes etioldgicos causantes de esta
enfermedad. Sin embargo, en 1973 se demostrd que estos virus no son los Unicos en
afectar el epitelio de la conjuntiva, ya que con ayuda de técnicas de diagnostico se
comprobé la presencia del adenovirus como otro agente causal de la conjuntivitis. Por
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lo anterior y con base a los casos y broles de conjuntivitis reportados en el periodo de
agosto a noviembre de 1998 en los estados de Baja California, Chiapas, Distrito
Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Nayarit, Nuevo Ledn,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tamaulipas y Veracruz, se considerd poner en practica las
técnicas de cultivo celular, por su sensibilidad como estdndar de oro y la
inmunofluocrescencia indirecta por su especificidad, para aislar e identificar el o los
agente(s) etiolégico(s) y con ello contribuir en el diagnédstico de la conjuntivitis, ademas

de obtener conocimiento epidemiolégico de la enfermedad.
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OBJETIVOS

Objetivo general

.
o

Aislar e identificar los agentes etioldgicos virales en los casos de conjuntivitis
presentados en el periodo de agosto a noviembre de 1998 en diferentes estados de

la Republica Mexicana.

Objetivos particulares

)
L]

Establecer la distribucion de los agentes etioldgicos en las diferentes entidades
federativas por grupos de edad y sexo.

Establecer la sintomatologia mas frecuentemente presentada en los casos
comprobados de conjuntivitis.

Resaltar la importancia que tiene la toma de muestra en la fase aguda de Ia
enfermedad.

Destacar la imponancia que tiene el tiempo que transcurre de la toma de la muestra

a su procesamiento en el laboratorio.

HIPOTESIS

Con base a la sintomatologia presentada en los casos probables de conjuntivitis se
espera que el o los agente(s) eliologico(s) causantes de esia enfermedad sean

adenovirus y/o enterovirus principalmente.
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Objetivo general
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L4

Aislar e identificar los agentes eticlégicos virales en los casos de conjuntivitis
presentados en el periodo de agosto a noviembre de 1998 en diferentes estados de

{a Republica Mexicana.

Objetivos particulares

.,
Ll

Establecer la distribucion de los agentes etioldgicos en las diferentes entidades
federativas por grupos de edad y sexo.

Establecer la sintomatologia mas frecuentemente presentada en los casos
comprobados de conjuntivitis.

Resaltar la importancia que tiene la toma de muestra en la fase aguda de la
enfermedad.

Destacar la importancia que tiene el tiempo que transcurre de Ja toma de la muestra

a su procesamiento en el laboratorio.

HIPOTESIS

Con base a la sintomatologia presentada en ios casos probables de conjuntivitis se
espera que el o los agente(s) etioldgico(s) causantes de esta enfermedad sean

adenovirus y/o enterovirus principatmente.
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DISENO EXPERIMENTAL

1. Tipo de estudio

Estudio observacional, prospectivo, transversal y descriptivo

2. Caso probable

El caso de conjuntivitis se define como una infeccion ocular contagiosa
caracterizada por fiebre, cefalea, dolor, edema palpebral, prurito, hemorragias
conjuntivales, secrecion seromucosa, fotofobia y sensacién de cuerpo extrafio en
por lo menos un globo ocular, que en general remite en forma espontanea en una

SeMAana. (Dofin R. & Wright . 1998)

2.1 Criterios de inclusién
< Toda persona que sea considerada como caso probable.
< El caso probable debe encontrarse dentro de la fase aguda de la enfermedad.

% Toda muestra debera presentar formato de envio

2.2 Criterios de exclusién

< Toda persona que no cumpla con la definicion de caso probable,

% Toda persona que sea considerada como caso probable y se encuentre fuera
de la fase aguda de la enfermedad.

< Toda muestra que se encuentre sin formato de envio.
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3. Tamano de la muestra

Muestra por cuotas obligada. 567 exudados conjuntivales obtenidos de
personas que presentaron casos probables de conjuntivitis en distintos estados de
la Republica Mexicana (Baja Califonia, Chiapas, Distrito Federal, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Nayarit, Nuevo Leodn, Oaxaca, Puebla,

Querétaro, Tamaulipas y Veracruz) en el periodo de agosto a noviembre de 1998,

METODOS

4. Toma de muestra

La toma de la muestra se realizé de la siguiente manera: se le pidio al
paciente que tomara asiento e inclinara levemente Ia cabeza hacia atras, se bajé
ef parpado y se realizé un raspado de conjuntiva con un hisopo de algodén, el cual
posteriormente se colocd en un tubo que contenia solucién salina estéril al 0.85 %,
se etiquet6 perfectamente la muestra con el nombre del paciente y se mantuvo a 4

°C hasta su procesamiento.

4.1 Aplicacién de formato de envio

Después de tomar la muestra fue indispensable llenar el formato de envio
en el cual se registraron los datos del paciente como: nombre completo, edad,
sexo, fecha de inicio de la enfermedad, entidad federativa y sintomatologia

presentada. (Anexo l)
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3. Tamaito de la muestra

Muestra por cuotas obligada, 567 exudados conjuntivales obtenidos de
personas que presentaron casos probables de conjuntivitis en distintos estados de
la Republica Mexicana (Baja California, Chiapas, Distrito Federal, Guanasjuato,
Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla,

Querétaro, Tamaulipas y Veracruz) en el periodo de agosto a noviembre de 1998,

METODOS

4. Toma de muestra

La toma de la muestra se realizd de la siguiente manera: se le pidié al
paciente que tomara asiento e inclinara levemente la cabeza hacia atras, se bajd
el parpado y se realizé un raspado de conjuntiva con un hisopo de algodén, el cual
posteriormente se coloc en un tubo que contenia solucién salina estéril al 0.85 %,
se etiquetd perfectamente la muestra con el nombre del paciente y se mantuvo a 4

°C hasta su procesamiento.

4.1 Aplicacién de formato de envio

Después de tomar la muestra fue indispensable llenar el formato de envio
en el cual se registraron los datos del paciente como: nombre completo, edad,
sexo, fecha de inicio de la enfermedad, entidad federativa y sintomatologia

presentada. (Anexo I)
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5. Tratamiento de la muestra*

A las muestras de raspado conjuntival contenidas en los tubos se les extrajo
el hisopo girdndolo contra las paredes del tubo, se les agregd un volumen similar
al que contenia el tubo de caldo soya tripticaseina, se centrifugo la muestra a 2400
rpm durante 10 minutos, se decantd separando el sobrenadante dei sedimento, al
sobrenadante se le agregd antibitico{Penicilina 10, 000 UmL-Estreptomicina 10,
000 mg/mL) equivalente a la décima parte de su volumen, ef sedimento sa
resuspendié¢ en PBS para la realizacién posterior de la prueba de

inmunofluorescencia indirecta.

6. Propagacidn de lineas celulares Hep-2 y Vero*

6.1 Proceso de tripsinizacion

Una vez alcanzada la confluencia celular en botellas de 75 cm, las células
fueron sometidas a un proceso de tripsinizacion, en donde primeramente se le
retird el medio que contenia la botella, se colocaron 2 mL de solucién tripsina-
versenato, se agité la botella unos segundos y |a tripsina fue retirada, nuevamente
se colocaron 2 mL de fripsina-versenato, se agité durante 1 minuto retirando Ia
tripsina para colocar por tercera ocasién 2 mL de tripsina-versenato, se incubé
durante 5 minutos a 37 °C, esperando que las células se desprendieran de la

superficie, una vez desprendidas se agregaron 30 mL de DMEM, las células
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fueron resuspendidas y trasladadas a nuevas boteilas en volimenes de 15 mL, se

incubaron a 37 °C durante 48 horas.

7. Produccion de placas de 24 pozos*

Una vez alcanzada la confluencia celular en las botellas de 75 cm? las
células fueron sometidas a un proceso de tripsinizacién, una vez que las células
se desprendieron se agregaron 100 mL de medio DMEM, las células fueron
resuspendidas, 4 placas fueron utilizadas para la suspensién de células colocando
1 mL de ésta en cada uno de los pozos de las placas, se colocd una mica sobre

los pozos y se incubaron a 37 °C durante 48 horas.

*Actividades realizadas en campana de flujo laminar previamente esterilizada con Iz uftravioleta y desinfectada con
soluciin alcohol-benzal (1:1)

8. Inoculacién de muestras en cultivos de células Hep-2 y Vero*

8.1 Inoculacién de muestras

Una vez que las monocapas celulares de cada uno de los pozos alcanzaron
un 80 a 90 % de confluencia celular se procedid a la inoculacién de los
sobrenadantes de las muestras tratadas, primeramente se ordenaron y anotaron
las muestras en el orden en el gue iban a ser inoculadas colocindolas en una
charola de hielo, enseguida a cada una de las placas se les levantd la mica y se
retird el medio de cada uno de los pozos, inoculando 50 pb de muestra en cada
pozo, cada muestra fue inoculada por duplicado, dejando 2 pozos como controles

negatives a los cuales se les colocaron 50 ul de DMEM como medio de
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mantenimiento, las micas fueron colocadas nuevamente, las placas se incubaron a
33 °C durante 1 hora, pasado el tiempo de incubacién se colocé 1 mL de DMEM
de mantenimiento en cada uno de los pozos, ia mica fue colocada nuevamente y

las placas fueron incubas a 33 °C durante 8-9 dias.

8.2 Observacion de placas inoculadas
Las placas fueron revisadas detenidamente cada 24 horas con el objeto de
detectar fa presencia de ECP en muestras positivas o monocapas celulares

inalleradas en muestras negativas. (Anexo |I)

9. Cosecha de muestras inoculadas en monocapas célulares*

Después de haber observado las placas durante un periodo de 8-9 dias,
algunas monocapas celulares comenzaron a presentar alteraciones morfolbgicas,
desprendimiento celular y algunas monocapas no presentaron atteracion alguna,
después de este periodo a las placas se les retiré [a mica, con pipetas Pasteur
estériles se raspd el fondo de los pozos depositando las células y el medio en
tubos etiquetados con el ntimero de la muestra, los controles no fueron
cosechados, las muestras cosechadas se mantuvieron en refrigeracion a 4-8 °C.
Posteriormente las células inoculadas recolectadas se sometieron a un proceso
de congelamiento y descongelamiento. Debe utilizarse este procedimiento cuando
una muestra clinica de un caso altamente sospechoso continta siendo negativa a

pesar del empleo de las lineas celulares y las muestras adecuadas.
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9.1. Muestras negalivas

Las muestras gque no presentaron ECP se inocularon nuevamente en
monocapas celulares siguiendo el mismo procedimiento de inoculacién y cosecha
antes descritos. Las muestras inoculadas que no presentaron alteraciones
morfoldgicas o efecto citopatico se somelieron por tercera vez a inoculacion en

monacapas celulares, para dar por descartada una posible muestra positiva.

9.2. Muestras positivas
A las muestras que presentaron ECP se les realizé la prueba de

inmunofluorescencia indirecta.

10. Inmunoflucrescencia indirecta (IFi)

Se centrifugd la muestra cosechada a 2500 rpm durante 15 minutos, el
sobrenadante fue transferido a un tubo etiquetado con el nimero de muestra, el
sedimento fue resuspendido en 1 mL de PBS, se rotularon los portaobjetos y se
colocaron las muestras en cada uno de los pozos, se dejaron secar a temperatura
ambiente, se colocaron los portaobjetos con las muestras ya secas en una caja de
Couplin, se agregd acetona fria (4 °C) hasta cubrirlos y se dej6 fijando durante 10
minutos, se quitd el exceso de acetona de los portaobjetos lavando con PBS para
inmunofluorescencia (PBS para IFA), se dejé secar a temperatura ambiente, se
colocé una gota de anticuerpo especifico de raton (IgG) sobre las muestras

fijadas, se incubaron los portaobjetos a 37 °C durante 30 minutos en camara
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himeda, transcurrido el tiempo se lavaron con PBS para IFA, se quitd el exceso
de buffer de los portaobjetos y se agregd una gota del conjugado anti-lgG de
ratén marcado con FITC a cada pozo, se incubaron nuevamente los portachjetos a
37 °C durante 30 minutos en camara humeda, enseguida se [avaron los
portaobjetos con PBS para IFA, se quitd el exceso de buffer de los portaobjetos y
se coloc una gota de yoduro de propidio en cada pozo, se incubaron los
portaobjetos a 37 °C durante 5 minutos en camara himeda y en la obscuridad, se
lavé con PBS para IFA y se seco a temperatura ambiente, se agregd una gota de
liquido de montaje en cada uno de los pozos y se colocaron los cubreobjelos, se

observd al microscopio de luz ultravioleta.

11. RT-PCR

Se sabe que la conjuntivitis es una manifestacién clinica ocasionada por
diferentes agentes etiol6gicos, entre ellos el enterovirus 70 por lo que se eligieron
al azar 100 muestras con efecto citopético positivo para llevar a cabo la técnica de
RT-PCR.

Se realizd la extraccién de RNA viral segun protocolo del kit QlAamp viral
RNA purification, en un tubo tipo eppendorf de 500 uL se agregaron los siguientes
reactivos: 5.5 pL Buffer (10X), 10 L dNTP'S (1uM), 0.72 ul EV/PCR1 (7pM), 0.69
uL EVIPCR2 (7pM), 3.09 pL H20 DEPC, 5.0 uL muestra, enseguida se agregaron
dos gotas de aceite mineral, el tubo se calentd 5 minutos a 95 °C, se paso
rapidamente a hielo y se agregaron los siguientes reactivos: 24.67 uL H20 DEPC,
0.10 pL RNAsin (39U/uL), 0.15 pL Taq (SU/uL), 0.08 uL RTM-MULV (20U/uL), el

tubo se incubo a 37 °C durante 45 minutos seguido de un ciclo de 5 minutos a 95
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°C, posteriormente se sometié a 30 ciclos donde cada uno consta de los
siguientes pasos: desnaturalizacion 45 segundos a 95 °C, alineacion 45 segundos
a 55 °C, extension 45 segundos a 72°C por Gltimo se incubd el tubo en un ciclo de
7 minutos a 72 °C con el producto obtenido durante la RT-PCR se realizé una

electroforesis en gel de bisacritamida al 12 %.

12. Recoleccion de datos

Una vez procesadas todas las muestras y obtenidos los resuitados
mediante técnicas de laboratorio, se ordenaron todos los resultados en positivos y
negativos, mas tarde los casos positivos se agruparon de acuerdo a la entidad
federativa por: sexo, grupos de edad, sintomatologia y periodo en el que fueron
reportados los casos. Por Uitimo se agruparon los casos positivos y negativos de
acuerdo a los dias transcurridos desde el inicio de |a enfermedad a la toma de la
muestra y Jos casos positivos y negativos de acuerdo a los dias transcurridos

desde la toma de la muestra y su recepcion. (Anexo Ill).
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RESULTADOS

1. Diagnéstico de exudados conjuntivales
1.1 Aislamiento e identificacion de agentes etiologicos mediante la utilizacion de
técnicas como cultivo celular, inmunofluorescencia indirecta y RT-PCR.

En el presente estudio se determind, mediante la aplicacién de las técnicas de
cultivo celular, inmunoflucrescencia indirecta y RT-PCR, que la conjuntivitis
producida en el periodo de agosto a noviembre de 1998 en la Republica Mexicana
fue causada por adenovirus, ademas se presenté un caso aislado de coinfeccién

ocasionado por enterovirus. (figura 1)

Agentes etiolégicos relacionados con los
casos positivos de conjuntlvitis

RAdenosvirus
MEnterovirus

RO

Figura 1. La gréfica muestra los casos de conjuntivitis producida por adenovirus 204 casos, enterovirus 1
caso
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De 567 exudados conjuntivales procesados por cultiva celular e
inmunoflucrescencia indirecta, 204 muestras resultaron positivas para adenovirus;
mientras que con la técnica de RT-PCR resultd 1 muestra positiva para
enterovirus. Por otro lado, 363 muestras resultaron negativas en cada una de las
técnicas utilizadas después de haber sido sometidas a cultivo celular en tres

ocasiones consecutivas. {figura 2)

e e e e e
Resultados obtenldos por técnicas de
laboratorio

363
| DPosktivoa
} M Negativos
- e~ . . |

Figura 2. La grafica muestra el nimero de muestras postivas y negativas obtenidas del procesamuento
de 567 exudados conjuntivales mediante técnicas de laboratono

1.1.1 Cultivo celular

567 exudados conjuntivales fueron inoculados en cullivos celulares. Las
204 muestras positivas por cultivo celular presentaron un efecto citopatico
caracteristico de adenovirus en las monocapas celulares Hep-2 y Vero. Las
muestras negativas no presentaron alteracion alguna en las monocapas, lo cual

fue comparado simultaneamente con un control negativo. (figura 3)
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Figura 3 A) monocapa de células Hep-2 sin alteracion de morfolagia celular {10 X) B) alteracion de una
monocapa celular en donde las células presentan agrancamiento. redondearmuento ¥ agrupacion en racimos
iregulares 0 ECP (10X} C) alteracion de la morfalogia celular o efecto citopatico (40X}

1.1.2 Inmunofluorescencia indirecta

Para la identificacion de las particulas virales presentes en las células
conjuntivales y cultivos celulares con efecto citopatico positive se aplicd la técnica
de inmunofiuorescencia indirecta. De la aplicacion de esta técnica en sedimentos
obtenidos del tratamiento de las muestras resultaron 63 muestras positivas para
adenovirus. Por ofro lado las 204 muestras positivas por cultivo celular
presentaron una fluorescencia amarillo-verdesa en nucleo ylo citoplasma de las
células, al mismo tiempo se monto un control negativo en donde las células se

observaran de color rojo. (Figura 4)
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Figura 4. A) Control negatve de inmunofluorescencia indirecta; B) Inmuncffucrescengia indirecta positiva a
adenovirus {10X), C) Inmunofluorescencia indirecta positiva a adencvirus (40X)

1.1.3 PCR
De las 100 muestras sometidas a la técnica de RT-PCR, una muestra resultd
positiva para enterovirus; sin embargo, esta muestra también fue positiva para

adenovirus par cultiva celular e inmunoftuorescencia indirecta.

2. Distribucién de los casos positivas asociados a adenovirus en grupos de

edad, sexo y entidad federativa.

2.1 Distribucién en grupos de edad

Una vez diagnosticados los exudados conjuntivales, los grupos de edad
mas afectados en los casos positivos fueron: en primer lugar de 25 a 44 afics
(41.2%), en segundo lugar de 15 a 24 afios (20.6%), en tercer lugar de 5 a 14
afios (17.2%), en cuarto lugar de 45 a 64 afios (13.2%), los grupos de edad menos
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afectados fueron de 1 a 4 afios y mayores de 65 afos con (4.4 y 3.4%)

respectivamente, en los menores de un afo no se presentaron casos.(figura 5)

[--—— -

! Porcantaje de casos da conjuntivitis en los
grupos de edad
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mia4d I
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Figura 5. La g_rgﬂca muesira el porcentaje de los casos positivos en grupgs: de edad

2.2 Distribucién por sexo

De los 204 casos positivos de conjuntivitis asociada a adenovirus se
encontro que el sexo femenino fue el mas afectado en un 59.8% de los casos;
mientras que en el sexo masculine la enfermedad se presento en un 40.2% de los

casos. (figura 6)

e ———— e e ————— o —— e

Porcentaje de casos de conjuntivitis en sexo

MMasculino
Femenine

Figura 6. La grafica muestra el porcentaje de 105 casos positivos en sexo
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2.3 Distribucién por entidad federativa

Las entidades federativas reportadas con conjuntivitis fueron ordenadas de
forma decreciente, de acuerdo a los casos positivos presentados. Chiapas (24%),
Tamaulipas (18%), Veracruz (15.2%), Nayarit (10.3%), Oaxaca {8.8%), Querétaro
(6.4%), Puebla (3.4%), Distrito federal (3.4%), Hidalgo (2.9%), Michoacan (2.5%),
Nuevo Ledn (2%), Baja California, Jalisco y México con (1%) cada uno y por uitimo
Guanajuato con (0.5%). (figura 7)

Estados

Porcentaje de casos de conjuntivitis en los
24 estados participantes
25 - ctBaja Calfornia
E. mChiapas 1
I ODistrite Fedaral
I 20 1 E OGuanajuste
E_ 1.2 HHldalge
E" o o )allsco
é 15 z mMichoackn 1
g GMéxko 1
§ E M Naysrit b
s 10 E EMitavo Ladn !
b4 DCaxacs
& OPusbia ‘
| 5 E . mQuerétaro
£ . i E ETamsullpas 1
g k-1 I EVaratruz 1
0 __,,L__ = B oo )
{
|

Figura 7. La grafica muestra fa distnbucidn del porcentaje de casos positivos en las entidades federativas.

3. Sintomatologia méas frecuentemente presentada en los casos positivos
de conjuntivitis.

La sintomatologia mas frecuentemente presentada en los casos positivos
de conjuntivitis fue: conjuntivitis (95.6%), derrame vascular (73.5%), edema
palpebral (72.1%), secrecion (67.2%), cuerpo extrafic (61.8%), dolor ocular
(56 9%), prurito {56.9%), lagrimeo (54.4%), hiperemia {55%), cefalea (25.5%),
fiebre (19.6%), ardor ocular y escalofrio (24%), manifestacicnes como mialgias,
artralgias y faliga se presentaron en menos del 3% (figura 8)
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Sintomatologia presentada en los casos de

conjuntivitis OQuam sals
[tpitara
ECuarpe axtrafio
SFatiga
CJATtralglas
mMiaiglas
ptquimash

BOsrrame vaacular
RAPrurite
fDolor ocutar
TdArdor
asacreckin
Olegrimae
afigeremis
Mideme
ODolar retrocuiar

r— F T1.8 mConjuntivitis
H_i-‘ e e m e ey Cifecalatrio :

acafslea
o 50 100 Elfctafobla

| Porcentaje DOfiabra

Figura 8. Sintomatologia presentada por Ios cases positivos

4. Distribucién de los casos positivos en el periodo de agosto a noviembre
de 1998,

Los casos positivos de conjuntivitis se presentaron entre los meses de
agosto a noviembre de 1998, los resultados muestran que en el mes de agosto se
presentaron 19 casos, en septiembre los casos aumentaron a 95, en octubre
disminuyé a 75 casos, y en noviembre los casos disminuyeron considerablemente

a 15 casos y a finales del ano ya no se reportaron casos nuevos. (figura 9)

o e e

Dlstribuclén da los casos posltivos durante &l
prrlodo de agosto a novilembre de 19392

Chkgeste
Cisaptlmbre
COoctubra
Cfsvismbry

1
1

Figura 3 Dlsln'bucbn d—e los 0350.5 -|:>(-Js‘n|v;|s— d.urame-el pericdo de agosto'a nowe-:n:lt;re de 1998
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5. Aislamientos obtenidos dependiendo de los dias transcurridos del inicio
de la enfermedad a la toma de muestra.

5.1 Tiempo oportuno

Los resultades muestran que entre menos tiempo pase del inicio de la
enfermedad vy la ton:na de la muestra hay mas probabilidad de aislamtento para los
agentes causales. Se observé que la oportunidad para un mayor numero de
aislamientos es dentro de las primeras 72 horas; obteniéndose 160 casos

positivos y 122 casos negativos. (figura 10)

—_ e —— N —_— e — e = e ——————— - -y

Tiempo oportuno para la toma de la muestra
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Figura 10. La grafica muestra los casos posiivos y negativos en el lempo oportuno desde el inicio de ta
enfermedad a ia toma de muestra
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5.2 Tiempo inoportuno
Se observd que el tiempo inoportuno para el aislamiento viral fue después
de las 72 horas y hasta los 14 dias, obleniéndose 44 muestras positivas y 241

muestras negativas. (figura 17)
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Figura 11. La grémca muestra los casos posiivos y n_egat;vo's obtenidos e
inicio de la enfermedad a la toma de la muestra

No, de casos

Tiempo Inoportuno para la toma de la
muestira
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6. Aistamientos dependiendo de ios dias transcurridos de la toma de la

muestra al procesamiento de la misma

6.1 Tiempo oportunc

Los resultados muestran que entre menos liempo pase del dia de la toma

de la muestra al procesamiento de la misma hay mas probabihidad de aislamiento

para los agentes etiologicos. Se observo que el tiempo oportuno para obtener un

mayor numero de aislamientos es en las primeras 48 horas después de haber

tomado la muestra en donde se obtuvieron 172 casos posilivos y 119 casos

negativos. (figura 12)
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Figura 12 La gré?lca-rn_u;astr;:z et nﬁmerfo_d-e casés-b;sm»'os y}ég:‘:;'r;ros-obtenldos ;:Ie;atro de 48 horas
transcurndas de la toma de la muesira al procesamiento de la misma

6.2 Tiempo inoportuno
Se observd que el tiempo inoportuno para el aislamiento viral fue después
de las 72 horas, obteniéndose en este tiempo 30 muestras positivas y 244

muestras negativas. (figura 13)

Tiempo inoportuno para in recepcién de la
muestra

l 244

250 OPOSITIVO
200 ENEGATIVD
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Figura 13 La gréfica muestra el nimero de casos postivos ¥ negativos obtenidos en el iempo inoportunc de
la toma de la muestra al procesamiento de la misma.

45



DISCUSION DE RESULTADOS

DISCUSION DE RESULTADOS

Ef objetivo primordial de este estudio fue el aistamiento y la identificacion
de los agentes causales de la conjuntivitis en el periodo de agosto a noviembre de
1998 en diferentes estados de la Replblica Mexicana, debido a que no se tiene la
informacion suficiente sobre las diferentes manifestaciones oculares y los agentes
etioldgicos relacionados a ellas. La conjuntivitis es ocasionada por tres diferentes
agentes etiologicos; adenovirus serotipos 3, 4, 7, 8, 19 y 37, enterovirus-70 y
coxsackie A-24, este Ultimo se encuentra mas limitado geograficamente que los
dos anteriores; por tal motivo no se realizd un diagnéstico que lo identificara. Las
técnicas utilizadas demostraron que el agente causal de la conjuntivitis en México
durante el periodo de agosto a noviembre de 1998 fue el adenovirus en todos los
casos positivos y solamente en uno de los casos resultd ser enterovirus-70.

Es importante destacar que el diagnéstico basado en la ulilizacion de cultivo
celular e IFl se realizd unicamente para el aislamiento y la identificacién del
adenovirus; sin embargo, debido a la posibilidad de encontrar presente al
enterovirus-70 como agente etioldgico, se realizé la técnica de RT-PCR en 100 de
las 204 muestras positivas de las cuales solamente 1 muestra resultd positiva para
enterovirus, esta misma muestra resultd positiva para adenovirus, estudios
demuestran que existen casos en los que las hemorragias conjuntivales
evolucionan a conjuntivitis hemorragica aguda, son raros los casos pero llegan a

presentarse.
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El cultivo celular se utilizé como estandar de oro en el diagnostico por su
alta sensibilidad y fue de vital importancia, ya que permitio la observacion de la
replicacion de los adenovirus mediante un ECP marcado el cual se manifestd por
agrandamiento, redondeamiento y agrupamiento en racimos irreguiares de las
células. A pesar de la alta sensibilidad que ofrece esta técnica es esencial
mantener las condiciones dptimas de temperatura y pH ya que la modificacién de
estos factores podria provocar una alteracién en la morfologia celular lo que
ocasionaria un resultado falso positivo. Entre las modificaciones que pueden
legar a provocar confusiones con un ECP es la acidez del medio ya que
normaimente el metabolismo celular tiende a disminuir el pH de éste. En las
células infectadas esto sucede con mayor rapidez debido a que el metabolismo se
encuentra mas acelerado, lo que induce a una alteracién en la monocapa celuiar
seguida de un desprendimiento de las mismas si no se mantienen las condiciones
adecuadas, la basicidad es menos confusa ya que ésta provoca un
desprendimiento muy rapido; sin embargo, después de un fin de semana se puede
pensar en un efeclo citopatico muy marcade seguido de un desprendimiento total
de las celulas, en estas situaciones el color del medic es un buen indicador para
conocer las condiciones de pH. La temperatura es otro factor importante ya que un
aumento o una disminucidn de esta pueden alterar el ciclo de replicacion de los
virus lo que traeria como consecuencia la ausencia o retraso del ECP. Muchas
veces las condiciones no se pueden manipular como se quisiera por lo que es

necesaria la aplicacion de la IFL, para confirmar o descartar la presencia del virus.
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Al practicarse la IF| sobre las células epiteliales muchas muestras
resultaron negativas y méas tarde positivas por cultivo celular e IFI aplicada en las
células infectadas de la monocapa celular; el hecho de que las muestras fueran
negativas se debié a que quizas la carga viral era tan baja que dificiimente los
anticuerpos monocionales se unieron a los pocos antigenos presentes en la
muestra y por tal razon no se pudieron detectar las particulas virales por esta
técnica, se sabe que el cultivo celular es una técnica capaz de aumentar el titulo
viral hasta 1:4 a 1:18 dependiendo de Ia permisividad de ia linea celufar utilizada,
por ello la razén de inocular los exudados conjuntivales en lineas celulares
permisivas a los virus, ademas con ello demostramos la aita sensibilidad que
posee esta técnica. Sin embargo, ia permisividad que tienen las lineas celulares a
otros virus no asegura su especificidad y es por ello que se requirio de una técnica
mas especifica como es la IFI para la confirmacion del diagndstico del agente
causal de la conjuntivitis. Las muestras positivas por IFl en las células
conjuntivales fueron sometidas a !a técnica de cultivo celular para corroborar la
especificidad de la técnica de IF1, ya que en el cultivo celular se pudo constatar Ia
presencia del adenovirus por su caracteristico efecto citopatico, con esto
podemos destacar la gran importancia que tiene el utilizar ambas pruebas para el
diagnostico de los adenovirus,

Cabe recordar que las muestras con las cuales se trabajd fueron obtenidas
de manera obligada, es decir que no se utilizd un método estadistico de muestreo
por lo que toda muestra recibida que cumpliera con los principios de inclusién fue

procesada para su diagndstico, mediante este principio se encuentra dada la
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distribucion del adenovirus en los grupos de edad, sexo y entidad federativa, por lo
tanto los resultados estan reportados en porcentaje y no en tasas, ya que se
desconoce el total de la poblacion afectada.

Los datos obtenidos de los ltimos 7 afios referentes a los grupos de edad
mas afectados en los casos de conjuntivitis muestran que el rango de edad que va
de 24 a 45 afos, es el grupo mas comprometido en esta enfermedad infecciosa,
con [a aplicacion de cuestionarios se obtuvieron datos que sefalan a ese mismo
grupo de edad como uno de los mas afectados para adenovirus, se presume que
la razén de esto se debe a que es uno de los grupos mas activos, es decir la
mayoria de las personas de ambos sexos se dedican a trabajar en diferentes
actividades por lo que se encuentran mas en contacto con objetos contaminados
por Io que es mas facil la transmisién. En el caso del sexo se observe que las
mujeres fueron las mas afectadas, una de las propuestas que se tiene para
explicar este comportamiento es que las mujeres sufren cambios hormonales lo
que provoca una disminucion de la respuesta inmune facilitando 1a replicacion
viral.

La conjuntivitis es una enfermedad ocular contagiosa que se presenta
generalmente en la estacién de verano durante el periodo vacacional, se cree que
los focos de contaminacion estan dados por Ia falta de cloracién en el agua de las
piscinas, lo cual fue confirmado ya que el brote de conjuntivitis comenzd a
manifestarse a finales del verano en centros vacacionistas como Oaxaca y Puebla,
fo cuat provocé la diseminacion del adenovirus y por lo tanto el conlagic de los

vacgcionistas  a familiares, compaferos de escuela y trabajo, esto trajo como
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Consecuencia que en los meses de septiembre y octubre los casos se elevaran en
los estados de Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo Ledn, Querdtaro,
Tamaulipas, Chiapas y Veracruz, sobre todo en los dos Gltimos estados ya que las
condiciones de hacinamiento, la utilizacién de agua y objetos contaminados a
causa de lluvias y huracanes favorecieron ef incremento de los casos, en e mes
de noviembre los casos disminuyeron considerablemente presentandose
unicamente en los estados de Baja Califonia, Distrito Federal, México y
Guanajuato con Mmuy pocos casos cada unc, en el mes de diciembre ya no se
reportaron casos nuevos,

Por Gltimo cabe mencionar que fueron 567 muestras recibidas en donde
cada una sefalaba una marcada sintomatologia correspondiente a una
manifestacion ocular de conjuntivitis; sin embargo, solamente 204 resultaron
positivas, esto no quiere decir que las personas a las que se les tomd la muestra
no presentaban conjuntivitis, sino que lo mas probable fue que la muestra fue
lomada varios dias después de haber iniciado el padecimiento en el caso de los
adenovirus la posibilidad de aislamiento es hasta los 14 dias y en el casos de los
enterovirus es dentro de las 72 horas; otra causa por la que se hayan obtenido
tantas muestras negativas se debe a que las muestras pasaron varios dias en
solucion salina fisioldgica sin ser procesadas por lo que a pesar de ser estos virus

muy resistentes, no resistieron mas de 72 horas en esas condiciones,



CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Después de haber realizado este estudio se liegé a Ias siguientes conclusiones:

% Los brotes de conjuntivitis producidos en el periodo de agosto a noviembre de
1998 en diferentes estados de la Reptiblica Mexicana fueron causados por
adenovirus.

** Los estados de la Republica Mexicana que presentaron mas casos positivos
por arriba de la media son: Chiapas (24%), Tamaulipas (18%), Veracruz
(15.2%), Nayarit (10.3%) y Oaxaca (8.8%).

“ Los grupos de edad mas afectados en los casos positivos de conjuntivitis
fueron: 25 a 44 afios (41.2 %), 15 a 24 afios (20.6 %), 5 a 14 arios (17.2 %).

<+ Ei sexa méas afectado fue el femenino en (59.8 %), mientras que en el sexo
masculino se presentd en (40.2 %).

< Las manifestaciones clinicas de acuerdo a la sintomatologia presentada fueron
conjuntivitis (76.5%), fiebre faringoconjuntival (23 %) y sdlo en (0.5%) de los
casos se presentd conjuntivitis hemorragica aguda.

“ Aunque no se realizé una serotipificacion de los adenovirus por las
manifestaciones clinicas presentadas se presume basandonos en el marco
tedrico, que los serotipos retacionados fueron 3, 4 y 7 ya que los serotipos 8,
19y 37 se asocian con la queratoconjuntivitis epidémica la cual no se presento
en ninguno de los casos ya que no hubo compromiso corneal.

< Se confirmé que el éxito del aislamiento depende en gran parte de la toma de
la muestra en la fase aguda de la infeccidn y del procesamiento inmediato o

cast inmediato de las muestras.
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APENDICES

Material y reactivos

Lineas celulares

*
*

Células HEp-2 (ATCC # CCL 23)
Células Vero (ATCC # CCL 81)

Respiratory Panel 1 Viral Screening & Identification Kit {Chemicon # 31 05}

L]
+
+

Anticuerpo monoclonat de ratén especifico para adenovirus (Chemicon # 5000)
Anti-Mouse IgG conjugado con FITC (Chemicon # 5008)
Fluido de mortaje (Chemicon # 5013)

Medio de cultivo

+

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco BRL # 121 00-061)

Suplementos para medio de cultive

+
*
*

*

Suero fetal bovino (SFB) (Gibco BRL # 16000-044)

Hepes Buffer 1 M (Sigma # 0-0887)

Bicarbonato de sodio al 4.4 %(NazHCOa) (Pctos. Quimicos de Monterrey #
1290)

Penicilina 10, 000 Ul/mL -Estreptomicina 10, 000 Mg/mL (ICN Biomedicais #
16-702-44)

Reactivos y sales

* 4+ e e

Acetona (CHz)2C0) (J.T Baker # 9006-03)

Acido etilendiaminotetracético (EDTA)C1oH1aN208Na2*2H20)(Sigma# E-48849)
Caldo soya tripticaseina

Cloruro de potasio (KCI) (Reactivas y Productos Quimicos Finos # RA 40162}
Cloruro de sodio (NaCl) (Pctos. Quimicos de Monterrey # 2491 }
Dimetilsulfoxido (CH3)2SO (Pctos. Quimicos de Monterrey # 0700)

Fosfato de sodio dibésico de sodio (Na2HPO4) (J. T Baker # 3828)

Fosfato de potasio monobasico (KH2PQ4) (J.T Baker # 381 8)

Tripsina-EDTA 1X (1:250) (Irvine Scientific # T-9341)

Material desechable

> > > S > > > e

Botellas para cultivo de tejidos de 75 cm? (Corning # 25110-75)
Botellas para cultivo de tejidos de 25 cm? (Corning # 25100-25)
Micas (Becton Dickinson # 6073)

Pipetas serologicas de 10 mLestériles (VWR Scientific)

Placas para cultivo de tejidos de 24 pozos (Coming # 25820)
Puntas para micropipeta 20-200 ul{Gibco BRL # 14867-014)
Puntas para micropipeta 200-1000 ub. (Gibco BRL # 14868-0129)
Raspador de células (Costar # 3010)

Tubos de polipropilenc de fondo cénico {Falcon # 35-2098)
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¢ Tubos de plastico estériles (American Scientific Products # T-1226-12)

Viales criogénicos {Nalgene # 5000-0020)

+ Sistema de filtracion con membrana de acetato de celulosa de 0.22 um
(corning # 430769)

+ Unidades de filtracidn con membrana de acetato de celulosa de 0.22 um (MSI-
micron separations inc. # DDA0D202550)

L

Material de vidrio

Frascos de 100 y 500 mL {Sigma)

Malraces aforados de 1000 mL (Kimax)

Pipetas graduadas de 10 mL (Kimax)

Probetas graduadas de 100 mL {Profesional) -

Vasos de precipitado de 100 y 500 ml (Kimax, Pyrex)
Laminas para inmunofiuorescencia (Bio Mériux # 75751)

> > > > 0

Equipo

Autoclave (Lab.Med # AERG508)

Balanza granataria (Ohaus)

Bario maria (Lab-line instruments # 137000)
Bomba de vacio (General Electric)
Campana de flujo laminar (Labconco)
Centrifuga (Solbat # 2013)

Cronometro (Baxter # C6510-1)

Estufa (Boekel)

Micropipeta 20-200 plL ( Labsystem)
Microscopio de luz ultravioleta (Olympus # BO71)
Microscopio invertido (Olympus # M02)
Pipetor automatico {Eppendorf Easypelt)

LR B B B K R R R I

2. Preparacion de soluciones

Agua de cultivo
Agua destilada c.b.p. 500 mL
Esterilizar por autoclave

Descomplementaciéon de suero fetal bovino
Descongelar el SFB

Colocar en bafio maria a 56 °C durante 30 minutos
Envasar en tubos y mantener en refrigeracién a - 70 °C*

Medio DMEM *
DMEM 9.98 gr
Agua destilada c b p. estéril 1000 mL

Esterilizar por filtracion (0.22 um). Guardar a 4-8 °C
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Medio CDMEM para crecimiento*

SFB 10 mL
Bicarbonato de sodical4. 4% 25mL
Hepes buffer 1M 1.5mL
Penicilina/Estreptomicina 1.0mL

Aforar con medio DMEM a 100 mL
Guardar a 4-8 °C

Medio CDMEM para mantenimiento*
Bicarbonato de sodioal44%  25mL
Hepes buffer 1M 1.5mL
Penicilina/Estreptomicina 1.0mL
Aforar con medio DMEM a 100 mL
Guardara 48 °C

Solucién de Versenato

Cloruro de sodio 80gr
Fosfato de potasio monobasico 0.2gr
Cloruro de potasio 02gr
Fosfato de scdio dibasico 1.15gr
EDTA 02gr
Agua c.b.p. 1000 mL

Esterilizar por autoclave. Guardar a 4-8 °C

Solucién de tripsina- versenato*
Tripsina 1.0 mL
Solucién de versenato estéril 99.0 mL
Guardar a 4-8 °C

Solucién amortiguadora de fosfatos para inmunofluorescencia (PBS para

IFA)

Cloruro de sodio 80gr
Cloruro de potasio 02gr
Fosfato de sodio dibasico 02gr
Fosfato de potasioc monobasico 0.2 gr
Agua destilada c.b.p 1000 mL

Esterilizar por autoclave. Guardar a 4-8 °C

Solucidén de stock

Fosfato de sodio anhidro 598qgr
Fosfato de sodio hidratado 1.57 gr
Agua destilada c.b.p 200 mL

Se ajusta el pH a 7.2. Esterilizar por autoclave. Guardar a 4-8 °C

Solucion de trabajo
Clorurc de sodio 85gr
Solucion de stock 40 mL
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Agua destiladac.bp 1000 mL
Esterilizar por filtracion (0.22 ym). Guardar a 4-8 °C

Yoduro de propidio

Solucién de stock {1pg/mL) 1.5mL
Solucién de trabajo 300 mL
Esterilizar por autoclave

Soiucion salina al 0.85 %

Cloruro de sodio 85¢gr
Agua destilada c.b.p. 1000 mL
Esterilizar por autocltave
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ANEXO |
DGE esTupio EPIDEMIOLOGICO DE cASO DE CONJUNTIVITISINDRE

DATOS DEL PACIENTE

NOMBRE:
Nombre{s) Apellido paterno Apellido materno

LOCALIDAD: MUNICIPIO:

ESTADO: EDAD:

SEXO: LOM 2 F QOCUPACION:

INFORMACION PARA EL DIAGNOSTICO
ESTUDIO(S)SOLICITADO(SY):

FECHA DE INICIO DE SINTOMAS.

FECHA DE TOMA DE MUESTRA.

SINTOMATOLOGIA

1 FIEBRE | THIPEREMIA HEQUIMOSIS
i1 FOTOFCBIA "LAGRIMEO i ' MIALGIAS
" CEFALEA ISECRECION "ARTRALGIAS
“ESCALOFRIO {IARDOR “FATIGA
ICONJUNTIVITIS :DOLOR OCULAR UCUERPO EXTRANQ

iDOLOR "PRURITO I EPIFORA
RETROCULAR ‘DERRAME
. 'EDEMA VASCULAR
LQUEMO

TRATAMIENTO

iHA RECIBIDO TRATAMIENTOESFPECIFICO?

¢ CUAL?
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ANEXO i )
HOJA DE REGISTRO PARA INOCULACION EN CULTIVO CELULAR
FECHA:

INOT| N0 TING. [ T T T T EFERTO GITOPATICE (ECP)
MUESTRA | PASE
DIA1[DIA2 | DIA3 | DIA4 | DIAS | DIAG | DIA7 | DIAG | DIA

: el

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

3 SN RN RO N NP S SR U RN R
NUMERO DE PLACA: RESPONSABLE

DE LAS LECTURAS:

LINEA CELULAR (indicar numero de pase) —————— COMENTARIQS—— —
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ANEXO il
e POSITIVOS | % | NEGATIVOS | % TOTAL % ]

BAJA CALIFORNIA 2 1 ] 0 2 0.35
CHIAPAS 29 24 83 228 132 233
DISTRITO FEDERAL 7 34 13 36 20 35
GUANAJUATO 1 0.5 0 0 i 0.17
HIDALGO 6 29 8 22 14 25
JALISCO 2 1 3 08 5 09
MICHOACAN 5 25 25 6.9 30 53
MEXICO 2 1 0 0 2 0.35
NAYARIT 21 10.3 54 149 75 13.2
NUEVO LEON 3 2 5 14 g 16
OAXACA 18 8.8 15 4.1 33 5.8
PUEBLA 7 34 14 3.8 21 37
QUERETARO 13 6.4 26 7.2 39 5.9
TAMAULIPAS 36 18 57 5.7 93 16.4
VERACRUZ 37 15.2 80 16.5 91 16
TOTAL 204 100 363 100 567 100

TABLA 1. Agrupacion del total de muestras procesados en casos pbsil‘rvos y negativos en cada uno de los
estadas de la Repiblica Mexicana involucrados.

o MASCULINO | _ FEMENINO TOTAL ™ |
BAJA CALIFORNIA 1 1 2
CHIAPAS 19 30 29
DISTRITO FEDERAL 3 4 7
GUANAJUATO i 1 1
HIDALGO 3 3 B
JALISCO 2 0 2
MICHOACAN P 3 5
MEXICO 0 2 )
NAYARIT 7 14 21
NUEVO LEON 1 3 4
OAXACA 6 12 18
PUEBLA 2 5 7
QUERETARO 3 10 13
TAMAULIPAS 20 6 36
VERAGRUZ 13 18 3
TOTAL 82 122 204
PORCENTAJE TOTAL 02 % 59.8 % 100 %

TABLA 2. Agrupacion de las muestras positivas por seéxo en cada uno de los estados
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e
PUEB

BETcHs [DF | GT0 [ HGa | JAL [MICH | MEX | NAY ] VO | DAX QRO | TAMPS Fr'ER_' Pbrﬁu. [ =
LEON TOTAL
<1 1] 0 Q 0 4] 0 [y 0 Y 0 0 0 0 [{] 1] 0 o
14 0 4 4 0 4 4] 0 0 1 1] 0 [¢] 0 4] 0 9 44
5.4 Q0 ] 1 0 2 [ 4 0 3 1 3 0 4 3 3 35 17 2
15-24 0 ] 0 1 1 0 0 0 8 [4] 5 2 4 8 4 42 206
2544 Q 20 1 Q 2 1 1 1 5 3 4 2 5 21 18 84 412
45-64 2 6 1 0 0 1 1] 0 3 0 4 2 0 2 6 27 132
> 65 0 1 0 [ 1 0 0 1 1 0 2 1 [t 0 4 7 34
TOTAL § 2148 7 [ 1 [ 6 [ 2 [ 5] 2 |21 4 [18] 7 13| 36 | 31 | 204 | 100 |
TABLA 3. Agrupacién de los casos posiivos por grupos de edad en cada una de los estados
BC|CHS | DF | GTO [HGO | JAL TMicH| MEX | NAY | WVO | OAX | PUEB | QRO | TAMPS | VER | TOTAL| %
LEON TOTAL
Rebre 1 11 1] 0 3 1 1 0 4 1 8 2 2 S 3 40 196
Fotofobla [] 45 5] 0 5 2 4 0 17 3 13 3 11 21 16 146 716
Cefalea 1 8 1 0 6 0 1 0 11 2 2 1 1 16 4 52 255
Escalofrio 1 38 0 4] 1] 0 0 1] 1 ] 0 0 2 5 2 49 24
Conjuntiv, 2 48 7 1 5 2 3 1 20 3 18 7 12 35 29 195 2956
Dolor retrocular | ) 5 1 0 0 0 1] 0 [i] 3 0 0 1 3 [1] 19 93
Edema 0 43 7 0 6 1 5 1 0 2 15 5 13 29 20 147 721
Hiperemia 0 37 4 0 6 2 3 Q0 8 1 12 4 9 G 17 112 55
Lagrirmeo 1] 39 5 0 & 2 4 0 11 1 14 3 8 7 11 111 54 4
Secrecién 0 42 4 10 [ 2 5 [1) 11 1 15 G 12 2 2 137 872
Ardor [i] 18 2 [1] E) 0 3 0 1 ] 3 2 5 4 5 49 24
Dolos acular 1] 32 5 0 6 2 5 0 7 1] 7 4 ] 16 23 116 569
Prurtto 0 27 2] 0 5 0 4 1 10 2 ] 5 1" 19 17 116 569
DesTame ] 45 7 1 1 2 5 1 0 1 13 6 13 27 18 150 735
vascular
Equimosts [1] 0 0 [i] 1 0 [1] 0 0 0 0 0 [1] 0 [4] 1 05
Mialgias [ Q 0 JA] 0 0 4] 0 5 0 4] 0 0 Y [} 5 25
Atralglas 1) 0 0 0 0 0 0 0 E 0 [1] 0 0 [ 0 5 25
Fatlga [] Q 0 0 0 0 4] 2] 2 0 Y 0 0 0 0 2 1
Cuerpo extratte | 0 41 7 0 1] 4] 4 Q 9 4] 17 5 12 16 | 15 126 618
Epifora 0 Q 0 0 o 0 o [4] 9 4 0 [i] 0 0 4 13 64
Quemoals —J 0| 0] 0] 0] 0 0o o[ 0] 0 0] o 0 0 3 3 15
TABLA 4. Agrupacién de la sintomatologla presentada por los casos positivos en cada uno de los estados
afectados
B.C | CHiS | O.F | GTO | HGO JAL [MICHT MEX | NAY | NVvO | OAX | PUEB | QRC ] TAMPS VER TOTAL
LEON
AGOSTO [1] [1] Q 1] 0 0 o 0 0 0 18 1 0 0 0 19
SEPTIEMBRE | 0 49 [3] 1] 0 1] 5 0 4 0 0 6 0 30 1 95
OCTUBRE 0 0 0 0 5] 2 0 0 17 4 0 0 13 & 27 75
NOVIEMBRE | 2 0 7 1 ] 0 0 2 0 0 0 0 0 0 3 15
TOTAL 2 49 7 t [ 2 3 2 21 4 18 7 13 36 3 204
TABLA 5. Agrupacion de los easos positivos de acuerdo al mes en que fueron reporados
59
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ANEXO

ESTADOS -~ T OPORTUNO INOPORTUND
POSITIVO | NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO

BAJA CALIFORNIA 7 0 1 0
CHIAPAS Y] 14 15 9
DISTRITO FEDERAL 5 r 2 9
GUANAJUATO b 0 7 0
HIDALGO 5 ) 0 )
JALISCO 1 3 T )
MICHOACAN 5 0 0 %
MEXICO 0 ) 2 C
NAYARIT 19 25 2 29
NUEVO LEON 3 3 0 2
OAXACA 3 3 5 12
PUEBLA 5 Q) 2 3
QUERETAROD 13 0 0 76
TAMAULIPAS 27 73 3 34
VERACRUZ 27 39 3 7

TABLA 6. Agrupacién de |os casos positivos de acuerdo a los dias transcurridos desde ef inicio de la
enfermedad 2 ia toma de muestra

ESTADOS OPORTUNO INOPORTUNO |
POSITIVO | NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO

BAJA CALIFORNIA 0 0 2 0
CHIAPAS a7 1 2 82
DISTRITO FEDERAL 5 13 2 0
GUANAJUATO 1 0 0 0
HIDALGO 5 B 1 0
JALISCO 0 0 Z 3
MICHOACAN 5 0 o 25
MEXICO 0 0 2 0
NAYARIT 16 36 5 8
NUEVO LEON 4 1 i} 3
OAXACA 17 10 i 5
PUEBLA 5 0 2 14
QUERETARO 3 0 0 pT
TAMAULIPAS 32 37 4 30
VERACRUZ 24 13 7 a7

TABLA 7. Agrupacién de los casos positivos de acuerdo a los dias transcurmidos desde la toma de la muestra
a su recepeion
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