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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas continuan siendo una de las principales causas
de atencion médica en el mundo, representando un desafio persistente para los
sistemas de salud, principalmente en paises en desarrollo. Entre los agentes virales
destaca el adenovirus humano (AdVh). Actualmente, este virus se clasifica en siete
especies (A-G) de las cuales las especies B, C y E se asocian con mayor frecuencia
con infecciones respiratorias, mientras que las restantes se han vinculado con
gastroenteritis y queratoconjuntivitis. Los genotipos B3, B7, C1, C2, C5 y E4 han
sido reportados como causantes de infecciones respiratorias, siendo el genotipo B3
el de mayor circulacion en nifios menores de 5 afos, en quienes provoca fiebre,
dolor de garganta, bronquiolitis, neumonia e incluso, en algunos casos, la muerte.
Por lo anterior, este virus fue incluido en un analisis retrospectivo de nueve anos
(2011-2019) utilizando muestras respiratorias con el objetivo de identificar la
diversidad genotipica de AdVh asociada a infecciones respiratorias en Panama. Se
seleccionaron 332 muestras positivas recibidas en el Departamento de
Investigacion en Virologia y Biotecnologia del Instituto Conmemorativo Gorgas de
Estudios de la Salud a través del programa de vigilancia de influenza y otros virus
respiratorios. EI ADN viral fue extraido con un equipo automatizado y se les realiz6
una PCR convencional para amplificar la region de la fibra y una PCR anidada para
la regidbn del hexon. Los productos amplificados fueron posteriormente
secuenciados para llevar a cabo los analisis filogenéticos. El total de muestras
positivas correspondi6 a 332 de 14,678 analizadas, equivalente a una prevalencia
del 2.3% en la poblacion estudiada, de la cual el 81% provenia de pacientes
hospitalizados y el 19% de pacientes ambulatorios. Ademas, la presencia del virus
se detectd en los nueve afios analizados.

Con respecto a la edad, el mayor numero de casos se registrd en nifios de 6 a 11
meses (33.1%), seguido de nifios de 1 afio (29.4%). Se observd monoinfeccion en
el 56% de los casos y coinfeccion en el 44%. Entre las coinfecciones mas frecuentes
se encontraron AdVh/RVh (33%), AdVh/VSRh (24%) y AdVh/PIV-3 (12%). De los
188 historiales clinicos revisados, el 43% correspondié a pacientes masculinos, el

33% a femeninos y el 24% a registros sin informacion disponible. Los sintomas mas

11



reportados en las 248 muestras analizadas fueron tos (15%), fiebre >38°C (14%),
rinorrea (12%) y dificultad respiratoria (9.5%). También se registraron sintomas
menos frecuentes como disnea, diarrea, vomitos y debilidad. Las muestras
procedian de diversas regiones del pais, siendo las areas con mayor numero de
muestras positivas Panama Metro (76/248), San Miguelito (32/248) y Panama Oeste
(30/248). El analisis filogenético determind que las muestras secuenciadas
pertenecian al genotipo AdVh-B3, responsable de las infecciones respiratorias
identificadas. Estos hallazgos subrayan la necesidad de mantener una vigilancia
molecular continua del AdVh en Panama, dada su circulacion sostenida y su

impacto clinico en la poblacion pediatrica.
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ABSTRACT

Acute respiratory infections continue to be a leading cause of medical visits
worldwide, posing a persistent challenge to health systems, particularly in
developing countries. Human adenovirus (HAdV) is a prominent viral agent.
Currently, this virus is classified into seven species (A-G), of which species B, C,
and E are most frequently associated with respiratory infections, while the remaining
species have been linked to gastroenteritis and keratoconjunctivitis. Genotypes B3,
B7, C1, C2, C5, and E4 have been reported as causing respiratory infections, with
genotype B3 being the most prevalent in children under 5 years of age, in whom it
causes fever, sore throat, bronchiolitis, pneumonia, and even, in some cases, death.
Therefore, this virus was included in a nine-year retrospective analysis (2011-2019)
using respiratory samples to identify the genotypic diversity of HAdV associated with
respiratory infections in Panama. A total of 332 samples received by the Department
of Virology and Biotechnology Research at the Gorgas Memorial Institute for Health
Studies through the influenza and other respiratory virus surveillance program were
selected. Viral DNA was extracted using automated equipment, and positive
samples underwent conventional PCR to amplify the Fiber region and nested PCR
for the Hexon region. The amplified products were subsequently sequenced for
phylogenetic analysis. The overall prevalence of positive samples in the studied
population reached 2.3%, of which 81% were identified in hospitalized patients and
the remaining 19% in ambulatory patients. Moreover, the virus was consistently
detected throughout the nine-year period analyzed.

Regarding age, the highest number of cases was recorded in children aged 6 to 11
months (33.1%), followed by children aged 1 year (29.4%). Monoinfection was
observed in 56% of cases and coinfection in 44%. Among the most frequent
coinfections were HAdV/RHINO (33%), HAdV/RSV (24%) and HAdV/PIV-3 (12%)
were the most frequently identified genotypes. Of the 188 medical records reviewed,
43% corresponded to male patients and 33% to female patients. The most frequently

reported symptoms were cough (15%), fever >38°C (14%), rhinorrhea (12%), and
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respiratory distress (9.5%). Less frequent symptoms included dyspnea, diarrhea,
vomiting, and weakness. The samples came from various regions of the country,
with the areas having the highest number of positive cases being Panama Metro
(76/248), San Miguelito (32/248), and Panama Oeste (30/248). Phylogenetic
analysis determined that the sequenced samples belonged to the HAdV-B3
genotype, responsible for the identified respiratory infections. These findings
highlight the importance of continuing to investigate this virus and maintaining
continuous molecular surveillance, given its significant impact on children's

respiratory health in Panama.
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INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias (IRA) afectan cada afio a millones de personas a nivel
mundial debido a su elevada morbilidad, distribucién estacional y capacidad de
afectar a poblaciones vulnerables, especialmente a nifios pequefios, quienes
presentan un sistema inmunoldgico inmaduro. Dentro de los virus que provocan
estas infecciones se encuentran los adenovirus humanos (AdVh) los cuales causan
desde un resfriado comun hasta neumonias graves que requieren hospitalizacion.
La variabilidad genética permite comprender por qué los adenovirus no se limitan a
causar enfermedades respiratorias, sino que también afecta al sistema
gastrointestinal, infecciones oculares (queratoconjuntivitis) (Viafio Nogueira et al.,
2019).

Este virus pertenece a la familia Adenoviridae, la cual presenta una diversidad
genética notable, con mas de 110 genotipos descritos y lineas evolutivas que han
favorecido la emergencia de variantes con mayor virulencia como se ha
documentado en diversas regiones del mundo como China, Brasil y Estados Unidos
(Qin et al., 2023). Otro aspecto importante de los AdVh es su patron de circulacion.
Aunque pueden detectarse durante todo el afo, en regiones templadas se ha
descrito un aumento de casos durante los meses frios del invierno y a inicios de la
primavera. En contraste, en climas tropicales, como el de Panama, la circulacion
tiende a ser mas constante, con incrementos asociados a factores locales como la
temporada lluviosa, el hacinamiento en espacios cerrados y la dinamica poblacional.
Estas condiciones favorecen la aparicion de brotes, especialmente en entornos de
convivencia cercana como escuelas, guarderias u hospitales. La transmision ocurre
facilmente mediante secreciones respiratorias, gotas expulsadas al hablar o toser,
la via fecal-oral o el contacto con superficies contaminadas, ya que el virus puede
mantenerse viable en el ambiente por periodos prolongados (Viafio Nogueira et al.,
2019).

Estudios internacionales han demostrado que los genotipos 3,4,7,14,21 y 55
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pueden asociarse con cuadros respiratorios mas severos relacionados con brotes
globales y con cuadros de neumonia grave en varios paises (Qin et al., 2023). En
paises de América Latina como Brasil y Argentina se ha evidenciado la presencia
de AdVh-B3, AdVh-B7, AdVh-C2, AdVh-C5 asociados a hospitalizaciones (Souza
et al., 2021).

A pesar de que varios paises han avanzado en el estudio de la diversidad de los
adenovirus humanos, en Panama existe poca informacion. Los informes de
vigilancia de virus respiratorios solo registran la presencia constante (casos
positivos) y no en la caracterizacion genética del adenovirus. No obstante, los
informes de vigilancia ayudan a estimar cuan cuan frecuentes son los adenovirus,
no ofrecen detalles de que genotipos estuvieron presentes en los afios de estudio
de esta investigacion (Esquivel, 2024).

Identificar qué genotipos estuvieron presentes durante esos afos ayudaria a
entender de manera mas clara cdmo se comportan las infecciones respiratorias
ocasionadas por este virus en el pais, ademas de permitirnos comparar la realidad
panamefia con la de otros lugares de la region. Esta informacion también es clave
para fortalecer la vigilancia epidemioldgica, tanto en el presente como en los afos
siguientes. Su valor no se limita al ambito cientifico, ya que también aporta
elementos que pueden mejorar los métodos de diagndstico y las acciones de control
frente a estos virus. El estudio se plantea precisamente como una respuesta a esa
necesidad: analizar desde el punto de vista molecular las cepas de adenovirus que
provocaron infecciones respiratorias agudas en nilos menores de cuatro afios entre
2011y 2019.

A partir del procesamiento de muestras respiratorias y del uso de técnicas
moleculares actuales, se busca generar datos que permitan comprender mejor la
dinamica y el comportamiento epidemioldgico del AdVh en Panama.

Los hallazgos de esta investigacion haran posible reconocer los genotipos que
circularon en el pais, observar como variaron con el tiempo y determinar si alguno
de ellos estuvo relacionado con cuadros clinicos mas severos. De igual forma, este
trabajo servira como base para futuros estudios y contribuira a fortalecer las

estrategias de vigilancia enfocadas en la poblacion infantil.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

» Identificar la diversidad genotipica de adenovirus humano (AdVh)
asociados a infecciones respiratorias agudas (IRA) durante los

anos 2011 — 2019 en Panama.

Objetivos Especificos:

* Caracterizar molecularmente las cepas de AdVh durante los anos
2011- 2019

+ Analizar la asociacion entre los genotipos de AdVh identificados y
las caracteristicas clinicas de los pacientes, para determinar
posibles correlaciones entre genotipo y severidad de la

enfermedad.

« Comparar la diversidad genética de los AdVh en Panama con
datos epidemioldgicos y genéticos de otros paises de la region
y del mundo, para contextualizar los hallazgos en un marco

global.

* Determinar los rangos de edad donde sean mas frecuentes los

contagios mediante analisis de las bases de datos.

* Describir la frecuencia de los casos de AdVh que se registraron en

Panama durante los afios 2011 al 2019.
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MARCO TEORICO

1.1 Generalidades.

Las infecciones respiratorias agudas continuan siendo una de las principales causas
de enfermedad a nivel mundial, con un estimado de cuatro millones de
fallecimientos anuales, afectando de manera desproporcionada a lactantes y nifios
pequenos debido a la mayor vulnerabilidad de este grupo etario. Este escenario
evidencia la elevada transmisibilidad de los agentes etiologicos, asi como la
influencia de factores sociales, ambientales y biolégicos que incrementan la
susceptibilidad de determinados grupos poblacionales. Las infecciones
respiratorias, tanto agudas como crénicas, son altamente frecuentes en adultos y
nifios, representando una carga significativa para los sistemas de salud y

contribuyendo a una mayor morbilidad y mortalidad (L.Wang et al., 2023).

Los adenovirus fueron identificados por primera vez en 1953, cuando William Rowe
y su equipo del National Institutes of Health aislaron un agente citopatico a partir de
tejido adenoideo humano cultivado in vitro. Los investigadores intentaban esclarecer
las causas virales de diversas enfermedades respiratorias que afectaban a nifios y
adultos, un tema que cobraba importancia en la posguerra debido al aumento de las
infecciones comunitarias (Rowe et al., 1953).

Los adenovirus humanos (AdVh) son virus de ADN bicatenario, no envueltos,
capaces de infectar a seres humanos a través de multiples vias. Estos virus pueden
causar desde cuadros leves, similares a un resfriado, hasta infecciones
broncopulmonares mas graves, conjuntivitis, enfermedades gastrointestinales y en

casos de inmunosupresion, formas mas severas o sistémicas (Lion, 2014).

En Panama, los adenovirus son conocidos por ser una causa frecuente de
infecciones respiratorias agudas, afectando especialmente a los nifios durante las
temporadas de alta circulacion viral. De tal manera las autoridades sanitarias y los
hospitales pediatricos han notificado un aumento en las consultas por

enfermedades respiratorias, siendo los adenovirus una parte comun del panorama
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etiologico. Esta situacidon recalca lo crucial que es mantener una vigilancia local
constante y contar con la capacidad de diagnosticar y clasificar rapidamente estos
virus (MINSA, 2022).

1.2 Taxonomia y clasificacion.

Los adenovirus son agrupados en la familia Adenoviridae, que comprende un grupo
de virus que contiene un genoma ADN y que infecta a diferentes especies animales.
Dentro de esta familia, los virus que infectan a los seres humanos se agrupan en un
solo género: el género Mastadenovirus. Este género agrupa a ciertos virus capaces
de causar infecciones tanto en el aparato respiratorio, en el aparato digestivo como
en la superficie ocular. Puede observarse el tropismo tisular de este tipo de virus.
Las especies del género humano muestran asociacion preferencial con sindromes
clinicos: asi, las especies B, C y E presentan sobreabundancia y prevalencia
asociadas a enfermedades respiratorias; la especie D puede asociarse con
queratoconjuntivitis y la especie F (tipos 40 y 41) se puede asociar con
gastroenteritis pediatrica. La asociacién entre taxonomia y tropismo es util para
orientar la investigacion y la estrategia de diagndstico (Russell, 2009).

La clasificacion se ha basado en métodos seroldgicos, especialmente en la
capacidad de aglutinacion eritrocitaria y las pruebas de neutralizacién anticuerpos,
durante décadas. Pero este enfoque no conseguia explicar adecuadamente las
variantes estrechamente relacionadas, lo que limitaba la comprension
epidemioldgica del virus. La modernidad de la clasificacion se basa en el analisis
del ADN virico completo a partir del momento en que fue posible realizar
comparaciones genomicas; esto ha permitido detectar recombinaciones naturales y
genotipos emergentes que no podian ser detectados con serologia. Esto ha hecho
posible cruzar de una manera mas precisa las especies, tropismos y brotes (Forqué
et al., 2025). Hoy se reconocen mas de 90 tipos de adenovirus humanos, lo que
revela la diversidad genética de este grupo. Esta variabilidad constituye una de las
principales razones por las que desarrollar vacunas universales ha sido un desafio
y por las que continian apareciendo nuevos tipos responsables de brotes

regionales.

20



1.3 Caracteristicas estructurales y organizacion.
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Los adenovirus presentan una estructura icosaédrica simétrica la cual no
contiene envoltura de aproximadamente 70-90 mm de diametro, lo que aumenta
la resistencia a cambios de pH, temperatura y desinfectantes comunes. Su
capside esta formada por proteinas: Hexén, Penton y la Fibra, las cuales
determinan el tropismo viral y la respuesta inmune del hospedero (Russell,
2009).

El hexén es la proteina mas abundante y contiene regiones variables que
permiten diferenciar genotipos, ademas actia como principal blanco para
anticuerpos neutralizantes, el pentdn participa en la internalizacion y la fibra
determina la unidn inicial de receptores celulares especificos lo cual define qué
tejidos pueden infectar los distintos tipos virales. El genoma del adenovirus es
un ADN de doble cadena, lineal, con aproximadamente 35 kilobases. Esta
organizado en regiones tempranas y tardias que se expresan de forma
ordenada durante el ciclo replicativo. Las regiones tempranas regulan la
replicacion, modulan el ciclo celular y facilitan la evasion inmune, mientras que
las tardias codifican proteinas estructurales necesarias para el ensamblaje del
virion (Kajon, 2024).

La arquitectura gendmica del virus le permite replicarse eficientemente en
células humanas y mantenerse estable en el ambiente. Esta combinacion de
resistencia, precision replicativa y flexibilidad genética explica por qué los
adenovirus se encuentran entre los virus ADN mas estudiados en ambitos

clinicos y biotecnologicos (Khanifar, 2023).
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Figura 1: Dibujo esquematico del Adenovirus humano que muestra las principales
proteinas de la capside que interactian con los receptores. El botén de la fibra esta
en morado, el eje de la fibra en amarillo, la base del pentdn en naranja y el hexén
en gris. Tomado de: (Stasiak & Stehle, 2020).

Figura 2: Micrografia electronica con tincién de particulas de adenovirus Tomado
de: (Adenovirus-Lecturio, 2025).



1.4 Ciclo replicativo viral

El ciclo replicativo del adenovirus se desarrolla en una serie de etapas secuenciales,
las cuales se ilustran en la Figura 3. La infeccién comienza con la union de la fibra
del virion a receptores de superficie, seguida por la interaccion de la base del Penton
con integrinas que desencadenan la endocitosis mediada por clatrina. Estos pasos
iniciales determinan la tropicidad y la eficiencia de entrada. Tras la internalizacién,
el virion sufre un desensamblaje parcial en los endosomas y utiliza el transporte
mediado por microtubulos para llegar al nucleo. EI ADN viral se libera en el nucleo,
donde se expresan los genes tempranos (E1-E4), los cuales subvierten el ciclo
celular, inhiben la apoptosis y suprimen respuestas antivirales, preparando el
entorno para la replicacion del genoma viral. Posteriormente, se transcriben y
traducen los genes tardios que codifican las proteinas estructurales; los viriones se
ensamblan y maduran en el nucleo y finalmente son liberados mediante lisis celular,
contribuyendo al dafo tisular y a la inflamacion local observada clinicamente
(Khanifar, 2023).Variaciones en las etapas de entrada, desensamblaje y control de
la respuesta del hospedero explican las diferencias observadas en virulencia y
capacidad de persistencia entre los distintos genotipos de adenovirus (Cunliffe et
al., 2020).
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Figura 3: Ciclo de replicacion del adenovirus. 1) Adhesion del virus a receptores en
la superficie de la célula hospedero. 2) Internalizacion del virus por endocitosis. 3)
Un pH bajo provoca la acidificacion endosdémica y el desensamblaje parcial del
virién. 4) El virion se libera del endosoma y se transporta al complejo del poro
nuclear, donde libera ADN viral en el nucleo. 5) Fase temprana: transcripcion y
posterior traduccién de genes tempranos a las proteinas reguladoras tempranas. 6)
Fase tardia: transcripcion y posterior traduccion de genes tardios a las proteinas
estructurales tardias. 7) Ensamblaje del virion progenie. 8) Lisis celular que resulta
en la liberacion del virus maduro. Tomado de :(Cunliffe et al., 2020).

1.5 Transmision, infeccion y contagio.
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La transmisién de los adenovirus ocurre, fundamentalmente, mediante contacto
directo con secreciones respiratorias, a través de las gotas provenientes de
hablar, toser o estornudar y a través de superficies contaminadas. Su estabilidad
ambiental favorece que puedan permanecer viables a lo largo de varios dias, lo
cual incrementa las posibilidades de contagio (CDC,2024).

Cuando el virus accede al organismo, se replica en células epiteliales del sitio
de entrada, provocando inflamacion local y sintomas como fiebre, congestion
nasal, faringitis o conjuntivitis, dependiendo del tipo viral. En algunos casos, el
virus puede diseminarse a otros tejidos, produciendo cuadros sistémicos. La
infeccion puede ser asintomatica o subclinica, lo cual resulta complicado para
la vigilancia epidemiolégica, ya que estas personas aparentemente sanas

pueden transmitir el virus sin dar lugar a ningun tipo de sospechas. En los nifios,



el tiempo de excrecion viral es prolongado, lo cual favorece la diseminacion
comunitaria. La combinacion de transmision por multiples rutas, persistencia
ambiental y excrecidn prolongada contribuye a que los adenovirus mantengan
una circulacién sostenida en poblaciones humanas y a que los programas de
vigilancia deban contemplar distintas matrices (respiratorias, fecales,

ambientales) para una deteccion integral (Zambrana & Boehm, 2023).

1.6 Epidemiologia molecular y manifestacion clinica.
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La epidemiologia molecular utiliza secuenciacion dirigida (hexén y fibra) y
genomica completa para identificar genotipos circulantes, detectar
recombinantes y rastrear cadenas de transmisidén, permitiendo respuestas de
salud publica mas precisas ante brotes. La genotipificacion es esencial para
distinguir reintroducciones de la aparicion de variantes locales (Marcone et al.,
2021).

La introduccién de técnicas como PCR y secuenciacion permite realizar una
caracterizacion de los genotipos que originan brotes, asi como identificar
variantes recombinantes que suelen ser responsables de brotes mas amplios.

La presentacion clinica depende del tipo de virus, del estado inmunolégico y de
la edad de los pacientes y, en nifios pequenos y lactantes, pueden presentar
cuadros graves: bronquiolitis, neumonia, fiebre alta y dificultad respiratoria,

mientras que en adultos sanos suele ser ligera (Saha et al.,2023).

Los adenovirus producen una gran variedad de cuadros clinicos: faringitis,
fiebre, tos, bronquitis, bronquiolitis, neumonia y conjuntivitis. La severidad del
cuadro depende del tipo, la edad, y del estado inmunologico del hospedero,
siendo los lactantes e inmunodeprimidos los grupos de mayor riesgo de

presentar cuadros mas graves (Marcone et al., 2021).
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Tabla 1: Especies y genotipos de adenovirus humano asociados a

infecciones respiratorias agudas.

Especie de AdVh

Genotipos
asociados a IRA

Notas clinicas y
epidemiolégicas

Referencia
cientifica

AdVh-B

B3, B7, B11, B14,
B21

Los genotipos B3
y B7 se asocian
con brotes
respiratorios
severos; B14 y
B21 se han
vinculado a brotes
comunitarios y
neumonias.

X. Wang et al.,
(2021);
Stopczynski et al.,
(2025)

AdVh-C

C1,C2,C5,C6

Circulacion
endémica en
ninos pequenos;
asociados a
infecciones
respiratorias leves
a moderadas con
excrecion viral
prolongada.

Huang et al.,
(2021); Ukuli et
al., (2023)

AdVh-E

E4

Menos frecuente,
pero reportado en
infecciones
respiratorias y
brotes,
principalmente en
adultos jovenes.

X. Wang et al.,
(2021)

AdVh-B y AdVh-C

B3, B7, C1, C2

Cocirculacion de
especiesByC
como principales
causantes de IRA
en poblacion
pediatrica
hospitalizada.

Ukuli et al. (2023)
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Figura 4: Manifestacion clinica del adenovirus Tomado de: (Immunology /

Microbiology Glossary: Adenoviruses | Ditki Medical & Biological).

1.7 Estacionalidad del virus

La estacionalidad de los adenovirus no es tan marcada como la del virus de la
influenza o del virus sincicial respiratorio; en muchas regiones del mundo, estos
virus circulan durante todo el afo, presentando brotes o picos locales que
dependen de factores sociales, climaticos y del surgimiento de nuevos
genotipos. Esta diferencia en los patrones de circulacidon estacional entre los
principales virus respiratorios se ilustra en la Figura 5, donde se observa que, a
diferencia de otros virus con picos estacionales definidos, los adenovirus
mantienen una circulacién continua a lo largo del afo. En consecuencia, la
estacionalidad de los adenovirus es variable y dependiente del contexto
geografico (CDC, 2024).
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En regiones tropicales, como Panama, la circulaciéon puede incrementarse
durante la temporada lluviosa o en periodos de mayor hacinamiento en espacios
cerrados; estos patrones locales deben ser evaluados mediante sistemas de
vigilancia sostenida para orientar y adaptar las medidas de salud publica. La
ausencia de una estacionalidad definida refuerza la consideracion de los
adenovirus como una amenaza persistente, lo que exige que los sistemas de

salud mantengan capacidad de deteccidn durante todo el afio (MINSA, 2022).

Month June July Aug Sept Oct Nov Dec Jan Feb March | April May

Influenza virus -
Winter viruses HCoV -
-

Year-round virus Adenovirus / HBoV
type-specific PIV3 PIV1 PIV3
Spring hmPV
Spring autumn Rhinovirus
Summer virus Non-Rhinovirus enteroviruses

Figura 5: Patréon estacional de los principales virus respiratorios humanos. En
regiones templadas, virus como influenza y el virus sincicial respiratorio presentan
picos estacionales bien definidos, mientras que los adenovirus pueden circular
durante todo el afio sin una estacionalidad marcada. Si bien estos patrones se
describen principalmente a partir de datos provenientes de regiones templadas, en
regiones tropicales como Panama la circulacion de adenovirus también se mantiene
alo largo del afio, con variaciones locales asociadas a factores climaticos y sociales.
Tomado de: (Griffin et al., 2020; CDC, 2024).

1.8 Tratamiento y prevencion.
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No existe un antiviral de uso general aprobado para todas las infecciones por
adenovirus en poblacién general; el manejo es mayoritariamente sintomatico.
En casos graves o en pacientes inmunodeprimidos se han usado farmacos
como cidofovir (con monitorizacion por nefrotoxicidad) y analogos en situaciones
compasivas o en protocolos controlados, pero la evidencia es limitada. Nuevos
compuestos y estrategias estan en investigacion (CDC, 2024).

Existen vacunas especificas contra los tipos 4 y 7, pero su uso esta restringido
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a personal militar en algunos paises. No existe aun una vacuna de uso general
debido a la diversidad genética del virus (Gray et al., 2000).

Las medidas de prevencion clasicas (higiene de manos, limpieza y desinfeccion
de superficies, aislamiento de casos en entornos sanitarios o comunitarios) son
las herramientas mas efectivas para reducir la transmisién, especialmente en

guarderias, hospitales y otros espacios cerrados (Khanifar, 2023).
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de Investigacion:

Estudio observacional con componente exploratorio de caracterizacion molecular.

2.2 Diseno:

Estudio retrospectivo y descriptivo.

2.3 Universo:

Se utilizaron muestras respiratorias, principalmente nasofaringeos, recibidas entre
2011 y 2019 en el Departamento de Virologia y Biotecnologia del Instituto
Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES), a través del Programa de

Vigilancia de Influenza y otros Virus Respiratorios (Figura 6).

Figura 6: Lugar de estudio. Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud
(ICGES), Panama.
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2.4 Tamano y seleccion de muestra:
De 332 detecciones de AdVh registradas entre 2011 a 2019, se seleccionaron 248
muestras positivas correspondientes a nifios menores de 5 afnos. Las muestras se

conservaron a -80 °C en medio de transporte viral hasta su procesamiento.

2.5 Informacién general y variable

La informacion fue organizada en una base de datos anénimo mediante un
identificador unico (ID). Se cred una base de datos secundaria para el analisis
estadistico de las variables que se mencionan a continuacion:

-Género

-Edad

-Region (o "corregimiento") de procedencia

-Sintomatologia

-Condicién Clinica (paciente ambulatorio u hospitalizado).

2.6 Metodologia Molecular

2.6.1 Extraccién de acidos nucleicos

El ADN del adenovirus humano (AdVh) fue extraido de manera automatizada
utilizando el sistema KingFisher™ Flex (Thermo Fisher Scientific, USA). Para ello
se empled el MagMax™ Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit, el cual se basa
en tecnologia de perlas magnéticas que permite la recuperacion reproducible de
acidos nucleicos de alta pureza. El kit incluye los reactivos solucion de lavado,
etanol al 80 %, solucién de elucion y mezcla de union, los cuales se prepararon y
organizaron previamente para su uso (Figura 7).

La extraccion se realizo en placas de 96 pocillos, dispensandose en una placa por
separado los reactivos en las siguientes cantidades: 500 pL de solucidn de lavado,
500 pL de etanol al 80 %, 50 L de solucién de elucién y 280 yL de mezcla de unidn.
Posteriormente, se afadieron 200 uL de muestra a cada pocillo de la placa que
contenia la mezcla de union. En cada corrida de extraccion se incluyé un control
negativo (agua grado molecular), con el objetivo de monitorear posibles eventos de

contaminacién cruzada durante el proceso.
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Las placas con los reactivos, la muestra y el respectivo control fueron colocadas en
el equipo KingFisher™ Flex para ejecutar el protocolo automatizado, siguiendo las

recomendaciones del fabricante (Figura 8).
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Figura 7: MagMax™ Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit (A). Colocacion de las

muestras en los platos de extraccion (B).

Figura 8: Procesamiento de las muestras, extraccion automatizada de material genético

(ADN) mediante el equipo KingFisher.
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Tabla 2: Componentes de la mezcla de reaccion para la extraccion del material

genético de las muestras de diagnaostico.

Reactivos Volumen pL
Wash solution (1) 500 uL
Etanol 80% (wash 2) 500 pL
Elution solution 50 pL
Binding Mix 280 pL
Muestra 200 uL

2.6.2 Amplificacién de acidos nucleicos por PCR punto final para el Gen de la
Fibra

Las condiciones de PCR se realizaron de acuerdo con el protocolo descrito por (Wu
et al., 2022) donde las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 20 yL
que comprendid: 1x del kit comercial Taq Master Mix de QIAGEN (10 uL), cebador
F (10 umol/L, 0.5 pL), cebador R (10 ymol/L, 0.5 yL), muestra de ADN del virus (1
ML) y agua (8 uL). Los cebadores utilizados para la amplificacion e identificacion del
virus corresponden a genes especificos del virus principalmente para el gen de las
proteinas de la capside del gen de la fibra. Los cebadores del gen la fibra para la
amplificacion mediante PCR son las siguientes: Fiber-F
(5'CCCTCTTCCCAACTCTGGTA 3" y Fiber-R
(5GCTCATCAATAAAACGGAGGGG 3') se disefaron tanto para la amplificacion
por PCR como para la secuenciacién del producto del gen de la fibra. El proceso de
amplificacion se realizé en el Termociclador SimpliAmp™ (Applied Biosystems). El
programa de amplificacién consistio en: desnaturalizacion inicial 94.0°C x 3 minutos,
35 ciclos 94°C x 0:30 segundos, la hibridacién 52.0°C x 0:30 segundos, la extension
72°C x 1:40 minutos y la extension final 72°C x 10 minutos. Los productos
resultantes de la PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5% tefido con
Gel Red, utilizando un tampén TBE al 0.5x y un marcador de peso molecular Trackit
1Kb DNA Ladder (Invitrogen Karlsruhe, Alemania). Las imagenes de los productos

fueron capturadas utilizando el sistema de imagen fotodocumentador ChemiDoc
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Tabla 3: Reactivos para la amplificacién del ADN del virus

Reactivos Volumen pL
Master Mix 10 yL
Primer F 0.5 uL
Primer R 0.5 yL
Agua 6.5 uL
Muestra 2 uL
94.0°C || 94.0°C 72.0°C || 72.0°C
52.0°C
3:00 0:30 1:40 10:00
0:30
1X 35X
Desnaturalizacién Hibridacion

4.0°C
o)
1X
Extension

Figura 9: Ciclo de temperatura para el proceso de amplificacion (gen de la fibra).



Figura 10: Electroforesis de las muestras AdVh (A). Visualizacion de muestras
amplificadas mediante el fotodocumentador (B).

2.6.3 Ampilificacion de acidos nucleicos por PCR anidada para el Gen del Hexén
Las condiciones de la PCR anidada se realizaron de acuerdo con el protocolo
descrito por (X. Wang et. al.,, 2021) donde las reacciones se realizaron en un
volumen total de 25 pL que comprendid: kit QIAamp MinElute Virus Spin Kit (kit de
extraccion 6.5 uL), primer adhexF1 (10pmol/L 0.5 L), primer adhexR1 (10umol/L
0.5 pL), muestra de ADN del virus (1uL) y agua (6.5 pL). Los cebadores utilizados
para la amplificaciéon e identificacion del virus corresponden a genes especificos del
virus principalmente para el gen de las proteinas de la capside del gen hexén. Los
primers de la primera PCR fueron: AdhexF1 (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-
TICTTTGA CATICGIGGIGTICTIGA-3") y AdhexR1 (5'-CTGTCI
ACIGCCTGRTTCCACA-3'). El proceso de amplificacion se realiz6 en el
Termociclador SimpliAmp™ (Applied Biosystems). Las condiciones que llevé a cabo
el termociclador fueron para la desnaturalizacion inicial 94.0°C x 3 minutos, 35 ciclos
94.0°C x 1 minuto, la hibridacién 45.0°C x 1 minuto, la extensién 72°C x 1 minuto y

la extension final 72°C x 5 minutos.

36



Para la segunda PCR se utilizd los siguientes primers: AdhexF2 (5'-
GGYCCYAGYTTYAARCCCTAYTC-3') y AdhexR2 (5-GGTTCTGTCICCCAGA
GARTCIAGCA-3') se llevo a cabo en las siguientes condiciones la desnaturalizacion
inicial 96.0°C x 3 minutos, 45 ciclos 96.0°C x 15 segundos, la hibridacion 53.0°C x
20 segundos, la extensién final 60.0°C x 4 minutos. Los productos resultantes de la
PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% tenido con Gel Red, utilizando
un tampoén TBE al 0.5X y un marcador de peso molecular Ladder (Invitrogen
Karlsruhe, Alemania). Las imagenes de los productos fueron capturadas utilizando

el sistema de imagen fotodocumentador ChemiDoc MP.

Tabla 4: Reactivos para la primera amplificacion del ADN del virus

Reactivos Volumen pL
Master Mix 12.5 uL
Primer F 0.5 uL
Primer R 0.5 uL
Agua 6.5 uL
Muestra 5L
94.0°C || 94.0°C 72.0°C || 72.0°C
45.0°C o
3:00 1:00 1:00 5:00 4.0°C
1:00 o
1X 35X TX
Desnaturalizacion Hibridacion Extensién

Figura 11: Ciclo de temperatura para el proceso de amplificacién (gen del hexén)
Primera PCR.
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Tabla 5: Reactivos para la segunda amplificacién del ADN del virus.

Reactivos Volumen pL
Master Mix 12.5 pL
Primer F 0.5 L
Primer R 0.5puL
Agua 11 uL
Muestra 0.5uL
94.0°C || 94.0°C 72.0°C
3:00 1:00 [ 45.0°C | 1:00 4.0°C
P
1X 35X 1X
Desnaturalizacion Hibridacion Extension

Figura 12: Ciclo de temperatura para el proceso de amplificacién (gen del hexén)
Segunda PCR.

2.6.4 Métodos de purificacion previos a la secuenciacion.

Se realizé la purificacion de todas las muestras positivas para eliminar residuos de
reactivos obtenidos de la PCR punto final. Utilizamos la enzima ExoSAP-IT™ de
Applied Biosystems. Se utilizoé 2 yL de enzima ExoSAP-IT™ y 5 yL de volumen de
muestra a purificar. Las condiciones fueron las siguientes: 37.0°C x 4 minutos para
que el exceso de los primers y nucleétidos se degrade y 80.0°C x 1 minuto para

inactivar la enzima.
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Tabla 6: Reactivos para la purificacion previa a la secuenciacion.

Reactivos Volumen pL
Enzima ExoSAP-IT™ 2 uL
Muestra 5uL
Volumen total 7 uL
80.0°C

3700 1:00 \ 4.0°C

4:00

Figura 13: Ciclo de temperatura para la purificacion de las muestras.

2.7 Reaccion de Secuenciacion

El proceso de secuenciacion se llevé a cabo con el método Sanger por capilaridad
el cual esta basado en el mecanismo de sintesis de ADN llevado a cabo por una
ADN polimerasa, utilizando nucledtidos marcados con fluorescencia incluidos
dentro del kit comercial Big Dye Terminator. El mix de reaccion contenia 3.5 yL de
H,O grado molecular libre de nucleasa, 3.5 pL de buffer, 1 uL de los primers Fy R
y 1 uL de Big Dye. Se anadi6é 9 pL del mix y 1 pyL de la muestra purificada, el ciclo
de secuenciacion, realizado en el SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems).
Se prepard un control positivo utilizando una secuencia de ADN control pGEM®-
3Zf(+) (Applied Biosystems) mezclada segun las especificaciones del fabricante: 3.5
ML de H,O grado molecular libre de nucleasas, 3.5 pL de Buffer 5x,1uL de primer
de control-21M13Forward,1uL del pGEM®-3Zf(+) y 1uL de BigDye.
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Tabla 7: Reactivos del mix de secuenciacion.

Reactivos Volumen pL
Mix Big Dye Terminator 1L
Big Dye Buffer 3.5 uL
Primers Fy R 1L
Agua libre de nucleasa 3.5uL
Volumen total 7 uL

Tabla 8: Reactivos del control positivo pGEM.

Mix del control pGEM®-3Zf(+) Volumen L
Agua libre de nucleasa 3.5 uL
Buffer 5x 3.5 uL
Primer de Control-21M13 1L
Mix Big Dye 1L
pGEM 1 uL
Volumen total 10 yL

2.8 Purificacién de la reaccidn de secuenciacion.

Se realiz6 una segunda purificacién la cual consistia en eliminar resto de sales,
turbiedad o residuos que pudieron quedar tras la reaccion de secuenciacion. Para
esta purificacidon se utilizé el kit Big Dye XTerminator el cual se usé los siguientes
volumenes 45 pL de solucién SAM y 10 pyL de Big Dye XTerminator, seguido se
agitdé en vortex por 30 minutos y se culmindé con la centrifugacion por 2 minutos a
1800 rpm.

2.9 Analisis de las secuencias y caracterizacién molecular.

Una vez obtenidas las secuencias, procedimos a editarlas utilizando el programa
Sequencher 4.1.4, alineamos las secuencias obtenidas con secuencias de
referencia del GenBank. Para realizar el analisis filogenético y construccion del
dendrograma con 5000 comparaciones (bootstrap), utilizamos el programa MEGA7:

Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.
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RESULTADOS

De 14, 678 muestras analizadas entre 2011 a 2019, 332 resultaron positivas para
AdVh, lo que corresponde a una prevalencia del 2.3 %. De estas, 248 muestras

cumplieron los criterios de inclusion para el analisis molecular.

El 81 % (200/248) de los casos positivos correspondié a pacientes hospitalizados,
mientras que el 19 % (48/248) fueron ambulatorios (Grafica 1). La mayor frecuencia

de hospitalizacion se observo en el grupo de 6 a 11 meses.

Porcentaje

Hospitalizados 81%
Ambulatorios 19%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Grafica 1: Condicion clinica de los pacientes positivos por AdVh

De las 248 muestras, 188 contaban con informacion de género. El 43% (106/248)
correspondié a pacientes masculinos, el 33% (82/248) a femeninos y el 24%
(60/248) carecia de informacion disponible (N/D) (Tabla 9).
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Tabla 9: Género de pacientes positivos por AdVh.

Género Pacientes Porcentaje (%)
Masculino 106 43
Femenino 82 33
N/D 60 24

El analisis cronoldgico de los casos positivos de AdVh durante los afos analizados,
reveld, que el virus ha circulado de forma sostenida en Panama. El AdVh fue
detectado ininterrumpidamente a lo largo de los 9 anos de estudio, registrandose

casos positivos en todos los meses del periodo 2011-2019 (Grafica 2).

45
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Grafica 2: Frecuencia del AdVh en los 9 afios de estudio.

43



Las muestras positivas de AdVh analizadas provinieron de diversas regiones y
provincias del pais, como: Bocas del Toro, Coclé, Colén, Darién, Herrera, Los
Santos y Veraguas. Ademas, el estudio incluyoé reportes provenientes de regiones
relevantes como Panama Metro y San Miguelito, junto con las Comarcas Ngabe-
Buglé y Guna Yala. Las regiones con mayor numero de casos fueron Panama Metro
(76/248), San Miguelito (32/248) y Panama Oeste (30/248) (Figura 14).

Figura 14. Porcentajes de deteccion de AdVh por regién en el pais.

Los nifios menores de 2 afios representaron el 84.3% (209/248) de los casos
positivos.

Dentro de ese grupo la mayor cantidad de casos correspondio a infantes de 6 a 11

meses (82 casos) representando el 33.1%, seguidos por los de 1 afo (73 casos)
con 29.4% (Grafica 3).
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21.8%

33.1%

i< 6 meses
[116 - 11 meses
B1 ano

2 afios

B3 afios 3.2% 29.4%
74 afos 3.6%

8.9%

Grafica 3: Rangos de edades principales de pacientes positivos AdVh

Por otro lado, el 56% (139/248) correspondié a monoinfecciones, mientras que el

44% (109/248) presento coinfeccion con al menos otro virus respiratorio.

En las coinfecciones, el virus Rinovirus humano (RVh) fue el agente mas
frecuentemente asociado a la coinfeccidon con AdVh, representando el 33% de todos
los eventos de coinfeccién. El Virus Sincitial Respiratorio humano (VSRh) le siguié
en frecuencia, presente en el 24% de los casos, y el Virus Parainfluenza-3 (PIV-3)

contribuyd con el 12%. (Ver en la tabla 10 el resto del listado de coinfecciones).

Ano
100% 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
0
80%
60%
40%
20%

0%

B Monoinfecciones W Coinfecciones

Grafica 4: Porcentajes de monoinfecciones y coinfecciones por afo.
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Tabla 10: Principales virus presentes en coinfeccion con AdVh.

Coinfeccion

AdVh/RVh

AdVh/VSRh

AdVh/PIV-3

AdVh/MPVh

AdVh/H1N1
AdVh/PIV-1
AdVh/PIV-2
AdVh/H3N2

AdVh/FLU B

Coinfeccion Multiple
AdVh/VSRh/RVh
AdVh/PIV-3/RVh
AdVh/MPVh/RVh
AdVh/MPVh/PIV-2
AdVh/PIV-1/RVh
AdVh/PIV-2/RVh
AdVh/H1N1/RVh

AdVh/FLU B/PIV-1
AdVh/VSRh/MPVh
AdVh/VSRh/PIV-2
AdVh/VSRh/PIV-3
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Cantidades

36

27

13

Porcentaje
(%)

33

24

12

Ao Registrado

2011, 2012, 2013, 2014, 2015,
2016, 2017, 2018, 2019

2011, 2012, 2013, 2014, 2015,
2016, 2017, 2018, 2019

2011, 2012, 2013, 2014,
2015, 2016, 2017, 2018, 2019

2011, 2012, 2013, 2015, 2016,
2018

2016, 2019
2014, 2018
2012
2013

2017

2011, 2013, 2014
2012, 2013
2017
2012
2012
2018
2016
2014
2019
2015
2015



Los sintomas mas frecuentes reportados fueron tos (167/248), fiebre > 38 °C
(158/248), rinorrea (135/248) y dificultad respiratoria (106/248) (Grafica 5). Se
incluyeron también sintomas menos frecuentes, de los cuales podemos mencionar

disnea (10 casos), diarrea (7 casos), vomitos (5 casos) y astenia o debilidad (2

casos).
15%
14%
150 129%
(]
‘5 9.5%
$100
3 7.1% 7.2%
9] 5.8%
. 4.0%
2 3.0% 3.3% g o
14% 1.8% 1.7% .
0.4% 0.9%
0 . . -
Tos Fiebre >38°C Rinorrea Dificultad Dolor de Otros

Respiratoria Garganta

[Si lNo | N/A
Grafica 5: Sintomas reportados en los formularios médicos.

Se registréo que 60 pacientes de los 248, no contaban con un diagndéstico clinico

registrado en su historial médico.

75 pacientes fueron diagnosticados con algun subtipo de Neumonia (incluyendo
Bronconeumonia y Neumonia Bilateral/Derechal/lzquierda), representando el 39.9%
de los diagnosticos especificos. 26 pacientes padecieron de Bronquiolitis
Aguda/Severa, y 8 pacientes presentaron Insuficiencia Respiratoria Aguda. El resto
de los diagndsticos, como Faringitis, Asma y Sindrome Gripal, se presentaron en

frecuencias menores (Tabla 11).
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Tabla 11: Diagnésticos clinicos reportados en los formularios médicos.

Diagnéstico clinico

N/D

Neumonia

Bronquiolitis aguda/severa
Insuficiencia respiratoria aguda
Neumonia bilateral
Bronconeumonia

Displasia broncopulmonar
Hiperreactividad bronquial
Faringitis/Faringoamigdalitis
Sindrome viral

Asma

Exantema viral

Neumonia derecha

Neumonia izquierda
Neumonia/Sindrome de Down
Sindrome coqueluchoide

Total General

Cantidad de pacientes

60
69

N
(o)}

= a2 a2 NN NDNDNWwWwWww b o

188

La amplificacién de los acidos nucleicos del adenovirus humano (AdVh) se realiz

mediante dos metodologias distintas, adaptadas a las regiones de interés del

genoma del virus. Para obtener la region que codifica el gen de la fibra, se optd por

la PCR convencional con los cebadores publicados por Wu et al. (2022) (Figura 14)

mientras que, para la amplificacion de la region que codifica el gen hexdn, se empled

la técnica de PCR anidada, utilizando los cebadores de referencia publicados por X.

Wang et al. (2021) (Figura 15).

De las 248 muestras positivas seleccionadas, 41 (16.5%) lograron amplificacion y

secuenciacion exitosa, de las cuales 33 fueron obtenidas a través de la amplificacion

del gen hexdn y 8 mediante el gen de la fibra.
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Figura 15: Visualizacion por electroforesis en gel de agarosa de las muestras amplificadas

del gen de la fibra mediante PCR convencional.
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Figura 16: Visualizacion por electroforesis en gel de agarosa de las muestras amplificadas

del gen hexén mediante PCR Anidada.
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Una vez amplificados, los productos de ambas reacciones fueron purificados y
posteriormente secuenciados mediante el método de Sanger, lo cual permitio la
identificacion y caracterizacion de los genotipos circulantes.

El analisis molecular de las 33 secuencias del gen hexon reveld la circulacidon de
tres especies de AdVh (AdVh-B, AdVh-C y AdVh-E). La especie AdVh-B fue la
predominante con un 61%, siendo el genotipo AdVh-B3 el agente mas frecuente
(43%) seguido del genotipo AdVh-B7 (18%). La especie C (AdVh-C) mostrd una co-
circulacion significativa, donde el genotipo AdVh-C1 (15%) y AdVh-C2 (15%)
mostraron una frecuencia idéntica, mientras que el genotipo AdVh-C5 contribuyo
con un 6%. La especie AdVh-E (genotipo AdVh-E4) con tan solo un caso registrado,

represento el 3% (Grafica 6).

Grafica 6: Porcentaje de secuencias obtenidas a partir del gen del hexon.

Por otro lado, las 8 secuencias obtenidas por el gen de la fibra correspondieron
exclusivamente a genotipos de la especie AdVh-B.

En este subgrupo, el genotipo AdVh-B3 fue el ampliamente mayoritario, detectado
en 6 de las 8 secuencias, lo que representa el 75%. Las 2 secuencias restantes se

atribuyeron al genotipo AdVh-B7, constituyendo el 25% del subgrupo (Grafica 7).
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Grafica 7: Porcentaje de secuencias obtenidas a partir del gen de la fibra.

La distribucion de genotipos por edad en las 41 secuencias obtenidas muestra una
clara concentracion en nifios menores de 2 afios, especialmente en los bebés de 6
a 11 meses (11/41) y 1 ano (10/41). Los genotipos de la especie B (AdVh-B3 y
AdVh-B7) son los que mas se encuentran en estos grupos de mayor vulnerabilidad,
mientras que los genotipos de especie C se distribuyen de forma mas amplia
(Gréfica 8).

Frecuencia de Genotipos de AdVh por Edad

wAdVh-B3 wAdVh-B7 wAdVh-C1 m®mAdVh-C2 ®mAdVh-C5 mAdVh-E4
12

10 I I

<6 meses 6-11 meses 1 afio 2 afios 3 afios 4 afios

N° CASOS
2 o o

o N

EDAD

Grafica 8: Frecuencia de genotipos de AdVh por edad.
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La distribucion anual de los genotipos de AdVh muestra que la circulacion molecular
mas intensa se registré entre el afio 2016 (10 secuencias) y 2015 (8 secuencias).
Este patrén fue impulsado principalmente por los genotipos de la especie B (AdVh-
B3 y AdVh-B7). El genotipo AdVh-B3 domind consistentemente los picos de
actividad, mientras que la especie C (C1, C2, C5) y la especie E (E4) mostraron una

circulacion esporadica a lo largo de los afos (Grafica 9).

Genotipo
AdVh-B3 AdVh-B7
4 : :
AdVh-C1 AdVh-C2

Frecuencia
O N B>

AdVh-C5 AdVh-E4
4
2 .
) | E——
2012 2014 2016 2018 2012 2014 2016 2018
Afo

Grafica 9: Frecuencia Anual de los Genotipos del AdVh Registrados.
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La grafica 10 complementa este hallazgo al mostrar la evolucién de la carga viral en
su conjunto. Se evidencia que, a pesar de los picos de intensidad ya mencionados,

la circulacion molecular de los genotipos de AdVh fue continua y persistente a lo

largo de los 9 afios analizados.

N

w

Frecuencia

no

0
2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Ano
AdVh-B3 | AdVh-B7 | AdVh-C1 AdVh-C2 | AdVh-C5 | AdVh-E4

Grafica 10: Evolucion de la Carga Viral de Genotipos del AdVh en Panama durante los
afos 2011 — 2019.
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Figura 17: Arbol Filogenético que incluye las 33 secuencias obtenidas en este estudio a
partir de la amplificacion del gen hexén (®). Las secuencias se agruparon dentro de los
clados correspondientes a los genotipos B3, B7, C1, C2, C5 y E4, con valores de Bootstrap
= a 90%.
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Figura 18: Arbol Filogenético que incluye las 8 secuencias obtenidas en este estudio a

partir de la amplificacion del gen de la fibra

(#)as secuencias de referencia obtenidas del

GenBank, donde se demuestra que todas se agruparon exclusivamente con los clados de

la especie AdVh-B (genotipos B3 y B7) con valores de Bootstrap = a 90%.
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CAPITULO IV



DISCUSION

La investigacion realizada sobre la caracterizacion molecular, clinica y
epidemiologica del Adenovirus Humano (AdVh) en Panama durante el periodo
2011-2019 proporciona datos valiosos que contextualizan con precision la carga de
esta infeccidén en la poblacion pediatrica. Los hallazgos revelan una prevalencia
molecular del 2.3% en la poblacion analizada, una cifra que muestra una notable
consistencia con los reportes previos de vigilancia en Latinoamérica. Por ejemplo,
en el amplio estudio de vigilancia en Peru (2000-2010), la tasa de aislamiento de
AdVh oscilo entre 0.4% y 4.4% (Ampuero et al.,, 2012). De igual manera, en
Colombia (1997-2003), se identifico al AdVh en el 2.6% de los pacientes (Herrera-
Rodriguez et al., 2007), lo que situa a los resultados dentro del rango epidemioldgico
esperado para la region, a diferencia de los reportes en Chile (1988-1996) donde la

tasa de aislamiento alcanzé un 12.6% (Larrafiaga et al., 2000).

Esta convergencia en los datos de prevalencia se debe a diversos factores
metodoldgicos y biolégicos. Un factor determinante es el uso de la PCR, la cual
posee una sensibilidad superior frente a métodos tradicionales como Ia
Inmunofluorescencia (IF), cuya capacidad de deteccion es reportada entre un 30%
y 50% (Avendafio, 2019; Savon et al., 2003). Al respecto, Hernandez-Gonzalez et
al. (2021) sostienen que el empleo de técnicas moleculares en entornos
hospitalarios permite reportar tasas de deteccion significativamente superiores a la
vigilancia tradicional por inmunofluorescencia, especialmente cuando se analiza
poblacién pediatrica internada con sintomatologia respiratoria aguda grave . En este
contexto, el uso de PCR, técnica de mayor sensibilidad que la inmunofluorescencia,
probablemente permiti6 una deteccidn mas precisa de casos positivos en la
poblacion estudiada.

Asimismo, la variacion observada respecto a otros estudios responde a las
condiciones especificas de cada investigacion y, fundamentalmente, a la naturaleza

del grupo estudiado, ya que la prevalencia tiende a variar significativamente.

57



Esta consistencia en los indices de prevalencia refleja la variabilidad geograficay la
relevancia de entender la dinamica de circulacién del AdVh en el pais. Basados en
los datos registrados, los hallazgos resaltan la importancia de una deteccion viral
eficaz para establecer estrategias de vigilancia epidemioldgica sostenidas y
continuas. Esto permite dimensionar el impacto real del virus en la region, el cual, a
pesar de presentar una prevalencia porcentual moderada, mantiene una presencia
constante y una carga significativa en los servicios de salud hospitalarios.

Una importante observacion es la alta proporcion de pacientes hospitalizados entre
las muestras positivas, que representan el 81% (200 casos) del total (Grafica 1).
Este hallazgo indica que el AdVh esta asociado con enfermedades respiratorias
graves que requieren hospitalizacién, lo cual representa una carga significativa para
el sistema de salud en la poblacion pediatrica. Este patron revela la necesidad de
una vigilancia activa para proporcionar atencion médica adecuada a la poblacion
vulnerable, un punto crucial considerando que, diversos estudios han reportado que
determinados genotipos de AdVh pueden asociarse con IRA graves y riesgo de
complicaciones, especialmente en poblaciones pediatricas hospitalizadas
(Avendano, 2019; Carballal et al., 2002).

Ademas, es necesario sefialar que el gran numero de casos positivos en pacientes
hospitalizados refleja una muestra condicionada por el sistema de vigilancia. Dado
que los paneles de deteccion molecular completos se aplican prioritariamente a los
nifos internados debido a la severidad de sus sintomas, esta poblacion aparece

como mayoritaria en el conjunto total de la muestra.

El analisis de la distribucion por género de los casos positivos revel6 un ligero, pero
observable, predominio en pacientes masculinos (43%) en comparacién con los
femeninos (33%) (Tabla 9). Si bien esta diferencia no constituye un hallazgo
estadisticamente abrumador, la mayor frecuencia de casos en varones es un patron
recurrente en la epidemiologia de las IRA por AdVh. Este resultado guarda similitud
con reportes regionales, como el estudio de vigilancia en Colombia, que documento
un 71.4% de los casos en el sexo masculino (Herrera-Rodriguez et al., 2007). Sin
embargo, el margen de diferencia estrecho en Panama sugiere que la afectacion en

la poblacion local es cercana a la igualdad proporcional entre géneros, un patron
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que es consistente con otros estudios que encuentran una distribucion equitativa
del virus (Girardi et al., 2019). Este hallazgo implica que, aunque algunos estudios
han sugerido diferencias inmunoldgicas relacionadas con el sexo, en este estudio

la distribucién fue relativamente equilibrada.

El analisis cronoldgico de los casos de AdVh (Gréfica 2) confirmé que el virus fue
detectado todos los meses del afio a lo largo del periodo de estudio, un patréon que
no sugiere la existencia de un pico estacional con una circulacion significativamente
mayor en una época especifica. Diversos estudios respaldan estos hallazgos de
falta de estacionalidad, siendo este un comportamiento comun para el AdVh en
regiones tropicales (Herrera-Rodriguez et al., 2007). Sin embargo, esta realidad
contrasta con la dinamica observada en otras latitudes, donde se reporta una mayor
deteccion durante las épocas de invierno o primavera (Girardi et al., 2019). Esta
variabilidad subraya que la circulacién del AdVh esta fuertemente influenciada por
factores geograficos y climaticos locales, lo que justifica la necesidad de una

vigilancia activa y continua durante todo el afio en el contexto panamefio.

En cuanto a la distribucion geografica, la concentracion de casos positivos en
Panama Metro (32%), San Miguelito (13%) y Panama Oeste (12%) sefiala que la
mayor actividad viral esta focalizada en las areas urbanas del pais. La concentracion
se puede atribuir principalmente a factores como la alta densidad poblacional y la
interaccion social mas intensa de las regiones metropolitanas, lo que facilita la
transmision rapida del virus entre individuos (Comité Técnico Interinstitucional et al.,
2007). También es importante considerar que la mayoria de las muestras positivas
provienen de la ciudad capital debido a la accesibilidad a las instalaciones
hospitalarias de referencia que manejan los casos mas severos, lo cual sesga la
vigilancia hacia estas areas de deteccion (Esquivel, 2024). Sin embargo, los casos
confirmados en areas remotas (como las comarcas) sirven de evidencia para
demostrar que la infeccion por AdVh no se limita a los entornos poblados, sino que

también afecta a las areas geograficamente mas dispersas del pais (Figura 13).
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En cuanto a la presentacion clinica, el analisis revelé una marcada vulnerabilidad
por edad, con la mayoria de los casos positivos concentrados en nifios menores de
2 anos (84.3%). Este hallazgo es consistente con la dinamica de la vigilancia
respiratoria en Panama, donde la poblacion de lactantes y nifios pequenos
representa el grupo del cual se recibe el mayor volumen de muestras, debido a que
presentan cuadros clinicos mas severos que ameritan atencion hospitalaria. Esta
representatividad en el muestreo es altamente consistente con estudios previos que
han identificado a esta poblacion como la mas susceptible a las complicaciones del
AdVh (Ampuero et al., 2012; Herrera-Rodriguez et al., 2007; Girardi et al., 2019). El
pico de morbilidad en lactantes de 6 a 11 meses (33.1%) y de 1 afo (29.4%) es
particularmente significativo, confirmando que, dentro de la poblacién pediatrica
analizada, la primera infancia constituye el grupo critico donde el monitoreo y la
intervencién clinica deben ser priorizados para mitigar el riesgo de enfermedad

severa (Grafica 3).

El analisis de los casos revel6 una alta tasa de coinfeccién, alcanzando el 44% (109
casos) en pacientes positivos para AdVh (Grafica 4). Esta cifra es notablemente
superior al 24.5% reportado en estudios de pacientes hospitalizados en Espafia
(Viano Nogueira et al.,, 2019) o al 21.9% de infecciones mixtas en Camerun
(Kenmoe et al., 2018), lo que sugiere una alta complejidad viral en la poblacién
pediatrica panamena. Hallazgos recientes en Europa, como los documentados por
Reina & Suarez (2020), destacan que estas variaciones en las tasas de co-
deteccion son frecuentes y dependen en gran medida de la sensibilidad de las
plataformas moleculares utilizadas y la epidemiologia local.

Es importante sefalar que la deteccion de multiples virus no siempre implica que
todos actuen como agentes etiolégicos de la enfermedad grave (Avendafo, 2019).
Esta cautela es necesaria porque la alta sensibilidad de la PCR podria detectar
material genético persistente o virus inactivos; no obstante, la complejidad molecular
hallada justifica el estudio de la virulencia de tipos especificos como AdVh-B3 y
AdVh-B7 (Ma et al., 2024). En este estudio, el Rinovirus humano (RVh, 33%) y el
Virus Sincitial Respiratorio humano (VSRh, 24%) fueron los agentes mas asociados.

La co-deteccién con RVh es la mas reportada en la literatura actual, un patrén
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reafirmado por estudios de la cohorte ORCHESTRA (Bochkov et al., 2023), que
atribuyen esta frecuencia a la capacidad de persistencia prolongada de ambos virus
en el tracto respiratorio superior.

La relevancia clinica de estos hallazgos es alta debido a la identificacion de
coinfecciones multiples con tres 0 mas agentes, siendo las combinaciones mas
frecuentes AdVh/VSRh/RVh (4%) y AdVh/PIV-3/RVh (2%) (Tabla 10). La asociacion
especifica entre AdVh y VSRh se ha vinculado consistentemente con una mayor
severidad clinica y complicaciones respiratorias, una observacién alineada con
reportes en el Cono Sur y Europa que sefalan a esta dupla como un factor critico
en el prondstico del paciente (Bochkov et al., 2023; Nguyen et al., 2023). Esta
conclusiéon es fundamental, ya que la literatura asocia la coinfeccién no solo a un
riesgo incrementado de enfermedad respiratoria baja, sino también a una estancia

hospitalaria mas prolongada (Viafio Nogueira et al., 2019).

Es crucial destacar la sintomatologia reportada en los expedientes médicos. La tos
(88.8%) y la fiebre (84%) resaltaron como las manifestaciones mas frecuentes,
como un producto de la respuesta inmunitaria del organismo frente a la infeccion.
Nuestros hallazgos son consistentes con la literatura que analiza la alta incidencia
de estos sintomas en pacientes con AdVh-B7 y AdVh-B3 (Ma et al., 2024). La
presencia de rinorrea (71.8%) también fue significativa, un sintoma que respalda la
evidencia de que el AdVh afecta primariamente el tracto respiratorio superior (Katz,
2024).

Ademas de estos sintomas comunes, se registraron manifestaciones menos
frecuentes, pero igualmente importantes, ya que ofrecen informacion sobre la
variabilidad clinica de la infeccién. En este estudio, 10 casos reportaron disnea, 7
casos presentaron diarrea, 5 casos tuvieron vomitos, y 2 casos mostraron astenia,
representando un 2.7% del total de casos (Grafica 5). Por otro lado, la dificultad
respiratoria (56.4%) en el estudio, particularmente, es un indicador de compromiso
pulmonar severo, hallazgo que se alinea con estudios que asocian el AdVh - B7 con

una mayor dificultad respiratoria y derrame pleural (L. Wang et al., 2023).
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Con respecto a los diagndsticos reportados, los sindromes clinicos predominantes
fueron la Neumonia (40%) y la Bronquiolitis Aguda/Severa (14%). Estos hallazgos
concuerdan con diversos estudios donde el AdVh se identifica como un agente
causal frecuente de infecciones del tracto respiratorio inferior (Herrera-Rodriguez et
al., 2007). Esta severidad es respaldada por evidencia global reciente, como la de
Dhingra et al. (2021), quienes confirman que el AdVh es responsable de hasta el
10% de las neumonias infantiles que requieren ventilacion mecanica, lo que valida
la alta proporcién de cuadros neumonicos hallados en nuestra poblacion. De igual
manera, a nivel regional, Arguelles Martin et al. (2010) en Costa Rica han
documentado el impacto critico de este virus en las Unidades de Cuidados
Intensivos Pediatricos (UCIP), lo que refuerza la relevancia de nuestros resultados
y destaca la importancia de considerar al AdVh como un patégeno determinante en

la carga de enfermedad respiratoria grave en la region.

En la caracterizacion molecular se logré la amplificacion 6ptima de 41 secuencias
de AdVh, el cual es el principal aporte de este estudio. El detalle metodologico es
crucial, 33 secuencias fueron obtenidas a partir de la regién que codifica el gen
hexdén, mientras que las 8 restantes fueron obtenidas a partir del gen de la fibra. La
diferencia en la eficiencia de amplificacién es un factor por considerar en el disefio
de protocolos futuros. No obstante, el uso de multiples marcadores (hexon vy fibra)
es consistente con las directrices internacionales, las cuales enfatizan la necesidad
de evaluar los genes de la base del pentdn, hexdn y fibra para detectar eventos de
recombinacion o variabilidad genética del virus (Saint-Pierre Contreras et al., 2023;
Kajon et al., 2023; Wu et al., 2022). El tipado molecular es fundamental, ya que la
deteccion de AdVh sin tipificacion ofrece informacion clinica limitada (Kajon et al.,
2023).

La tipificacidon revel6 el predominio del genotipo AdVh-B3 (43% a partir del gen
hexon, 75% a partir del gen de la fibra), seguido por AdVh-B7 (18% a partir del gen
hexoén, 25% a partir del gen de la fibra) (Graficas 6 y 7, respectivamente). El
predominio de la especie B (B3 y B7) es de alto riesgo clinico, ya que son genotipos
asociados con brotes severos de neumonia y alta letalidad (Avendaro, 2019).

Relacionado a esto, los resultados de la frecuencia de genotipos por edad muestran
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una alta vulnerabilidad en nifios menores de 2 anos, con la mayoria de las
secuencias positivas concentradas entre los 6 meses y 1 afo (Grafica 8). Este
patrén esta dominado por los genotipos de la especie B (AdVh-B3 y AdVh-B7). Es
interesante este hallazgo, ya que, al realizar la comparacion entre los numeros
obtenidos de la tipificacion con los de la frecuencia por edad, se obtiene un resultado
clinicamente significativo, estableciendo una posible tendencia a una fuerte
asociacion entre esta poblacion de alto riesgo y la circulacién de genotipos de la
especie B, conocidos por su vinculo con enfermedades respiratorias severas.

El AdVh-B7 fue asociado con alta letalidad en nifios hospitalizados en Argentina
(Carballal et al., 2002) y mostré mayor severidad en Chile (Larrafiaga et al., 2000),
donde el AdVh — B7 fue predominante (55.6%) y se asoci6 con una mayor necesidad
de oxigeno y estancias hospitalarias mas largas que los genotipos de la especie C.
Ademas, estudios en China confirman el predominio de AdVh-B3 y B7 en pacientes
hospitalizados con IRA (X. Wang et al., 2021; Zhao et al., 2020).

El analisis temporal de los genotipos obtenidos revela que la circulacion viral fue
continua y persistente a lo largo de los 9 afos estudiados. La mayor actividad
molecular se concentré en los afos 2015 y 2016 (Grafica 9). Es importante destacar
que esta intensidad estuvo impulsada por los genotipos de alto riesgo clinico AdVh-
B3 y AdVh-B7, los cuales dominaron consistentemente los picos de actividad. Esta
concentracion de genotipos de alto riesgo en picos especificos demuestra la
necesidad de una vigilancia molecular que opere en tiempo real, permitiendo a las
autoridades de salud anticipar el riesgo de IRA grave asociado a la especie B (World
Health Organization, 2014). La especie C (C1, C2, C5) y E (E4) circularon de forma
mas esporadica e intermitente.

En cuestion, los genotipos AdVh-B3 y AdVh-B7 conocidos por su alta letalidad y
severidad (Carballal et al., 2002) se convierten en el foco de atencion. La tipificacion
de genotipos es requerida para la investigacion epidemioldgica (Kajon et al., 2023),
y la necesidad de monitorear estas concentraciones especificas es vital para la
salud publica.

Finalmente, el analisis filogenético de las 41 secuencias (Figuras 16 y 17) demostr6

que los genotipos obtenidos se agruparon de forma diversa con todas las cepas de
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referencia global, con una similitud entre 94% y 99%. Esta amplia dispersion y la
agrupacion con multiples linajes globales sugieren un alcance intenso y co-
circulacion amplia de diversos linajes de AdVh en Panama. Este fendmeno refuerza
la idea del pais como un puente que recibe constantemente nuevos linajes, lo que
subraya la importancia critica de mantener un programa de vigilancia molecular

sostenida y continua (Esquivel, 2024).
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CONCLUSIONES

Entre 2011 y 2019, el adenovirus humano representd una proporcién de deteccion
del 2.3% en las muestras respiratorias analizadas dentro del programa de vigilancia

nacional.

El virus fue detectado de forma continua durante los nueve anos estudiados, lo que

indica una circulaciéon endémica sostenida en la poblacién pediatrica.

La mayor proporcion de casos se registro en nifios menores de 2 afos,
especialmente en el grupo de 6 a 11 meses, lo que confirma la mayor vulnerabilidad

de estos ninos.

De las muestras amplificadas y secuenciadas (16.5%), la especie AdVh-B fue
predominante, siendo el genotipo AdVh-B3 el mas frecuente, seguido de AdVh-B7

y genotipos de la especie C.

Se evidencid una proporcion significativa de coinfeccion (44%), destacando la

asociacion con rinovirus humano y virus sincitial respiratorio.

Los hallazgos refuerzan la importancia de mantener vigilancia molecular continua
para caracterizar los genotipos circulantes y monitorear posibles cambios

epidemioldgicos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar la caracterizacién molecular del AdVh incluyendo el ultimo
gen (base del pentdn), completando asi el analisis de los tres genes principales de
la capside del virus (hexon, fibra y base del penton). Es fundamental superar las
limitaciones de la tipificacion basada en uno o dos genes, dada la evidencia de la
existencia de genotipos de alto riesgo (como AdVh-B3 y B7) que circulan en la
region. Adicional, ademas de los tipos que causan problemas respiratorios, los
estudios deben ampliar el espectro para incluir las variantes gastrointestinales
(AdVh-40 y AdVh-41) mediante la recoleccion de muestras de heces. De esta forma,
la caracterizacion exhaustiva del genoma viral y la ampliacion del espectro
permitiran la identificacion precisa de nuevos genotipos y la exploracion de la
infeccion junto a otros agentes, lo cual proporcionara una vision completa del AdVh

en el pais.

Es esencial investigar la deteccion del material genético del AdVh en individuos
inmunocomprometidos y en pacientes con enfermedades cronicas, dada la alta
morbilidad asociada a la Especie B. Se necesitan mas estudios para comprender
los mecanismos de interaccion de los genotipos virulentos con el sistema
inmunitario para explicar por qué la infeccion por AdVh conduce a una alta tasa de
hospitalizacion (81%) en lactantes, con el objetivo de desarrollar estrategias

eficaces para prevenir y manejar las infecciones en estas poblaciones vulnerables.

Es necesario realizar estudios en una poblacibn mas amplia y con una
representacion geografica mas completa para obtener una comprension mas exacta
de la epidemiologia del virus. Esto implica incluir una muestra que sea
representativa a nivel nacional, abarcando todas las provincias, lo cual permitira
entender mejor la dinamica de los genotipos de alto riesgo (B3 y B7) a nivel de pais

y su verdadero impacto en la salud publica.
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La falta de priorizacién en la deteccion de AdVh como patégeno viral respiratorio, o
permitir que el virus pase desapercibido, lleva a diagnésticos inconclusos que
prolongan innecesariamente la estancia hospitalaria y provocan el uso
indiscriminado de antibidticos, siendo este un problema de resistencia
antimicrobiana de alta relevancia mundial. Ademas, se sugiere realizar estudios que
evaluen la gravedad de la enfermedad, considerando el impacto de las
coinfecciones documentadas, lo cual permitira determinar la importancia relativa de

las interacciones virales en la presentacion clinica de los cuadros severos.

Finalmente, se deben enfocar los esfuerzos en potenciar la investigacion destinada
a comprender mejor la epidemiologia y la patogénesis de los genotipos
predominantes de AdVh, asi como en el desarrollo de vacunas y medicamentos
antivirales especificos que puedan ayudar a prevenir el contagio y mejorar el manejo
de la enfermedad. Estas medidas son fundamentales para proteger la salud de la

poblacion.
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Anexos

Anexo 1.

Reactivos Utilizados

£

Figura 19. MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit (Thermo Fisher,
Scientific, USA) Tomado de:

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A48383,

QIAGEN® PCR
Cloning Kit (40)

Cot, No, 231124

Figura 20. Tag PCR Master Mix (QIAGEN)
Tomado de: hitps://www.giagen.com/us/products/discovery-and-translational-
research/pcr-gpcr-dpcr/pcr-en zymes-and-kits/end-point-pcr/tag-per-master-mix-kit
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Figura 21. Kit ExoSAP-IT™ de Applied Biosystems

Tomado de: https://www.fishersci.com/shop/products/exosap-it-pcr-product-clean-up-
reagent-4/782011ML

BigDye® Terminator v4.1
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Figura 22. Kit de secuenciacion de ciclos BigDye ™ Terminator v3.1
Tomado de: https://equipamientocientifico.com/en/shop/product/kit-de-secuenciacion-
de-ciclo-bigdye-termi nator-v3-1-applied-biosystems-4337455-498 1#attr=
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Figura 23. Applied Biosystems™ Kit de purificacion BigDye XTerminator™

Tomado de: https://www fishersci.es/shop/products/bigdve-xterminator-purification-kit-
4/15899816

Anexo 2.

Equipos utilizados

Figura 24. Thermo Scientific™ KingFisher™ Flex Purification System
Tomado de: https://www fishersci.es/shop/products/kindfisher-flex-maanetic-particle-

processors/11839520
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Figura 25. SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems)

Tomado de: https://www.fishersci.es/shop/products/simpliamp-thermal-cycler-
extended-warranty-package- 5/15224438

Figura 26. ChemiDoc MP Imaging System (Applied Biosystems)

Tomado de: https://www.bio-rad.com/en-us/product/chemidoc-mp-imaging-
system?ID=NINJ8ZE8Z
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Figura 27. Eppendorf 5804R Refrigerated Centrifuge

Tomado de: https://www.marshallscientific.com/Eppendorf-5804 R-Refrigerated-
Centrifugep/ep5804r.htm?srsltid=AfmBOorOk8RTnwzSINSGhAv4E1nUINseQD95WU1gbo
TCr4YxsCkUbRxX

Figura 28. 3500xL Genetic  Analyzer  (Applied  Biosystems)
Tomado de: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4405633
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Anexo 3

Presentaciones en Congresos Cientificos

Caracterizacion molecular del adenovirus humano
(AdVh) asociado a infecciones respiratorias agudas en IGORGAS
niflos menores de cinco afios en Panama, durante el
periodo 2011-2019, mediante el analisis de los genes ,'-SN!

del hexén y la fibra. *

G. Moran Boniche' % E. Nufiez Segundo'.?; D. Franco?; B. Moreno?*; L. Abrego’,2*
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Introduccién | | Resultados

De las 248 muestras que se encontraron con sintomatologia al virus, se detecto 33 secuencias para
gen Hexdn y 8 para gen Fibra. Las secuencias locales se agruparon con referencias internacionales
confirmando su identidad y evidenciando la circulacién de miltiples genotipos de AdVh en Panama.
En la fig(3) representa la distribucion de genotipos de AdVh en funcién del grupo etario de pacientes

Las infecciones respiratorias agudas contindan siendo una de las
principales causas de atencion médica en el mundo, representando
un desafio persistente para el sistema de salud, principalmente para

paises en via de desarrollo. Entre los agentes virales destacan el
Adenovirus humano (AdVh) que es un virus de ADN de cadena
doble, capaz de causar desde infecciones respiratorias leves hasta
neumonia grave, especialmente en nifios con sistemas inmunitarios

pediatricos donde se idenlificaron sels genotipos de Adenovirus humano (AdVh) en la poblacion
evaluada donde AdVh-B3 fue el genotipo predominante, con la mayor frecuencia de casos,
principalmente en menores de 1 afio, seguido de AdVh-B7, que también presentd una alta proporcion
en este grupo. Los genotipos del grupo C (C1, C2 y C5) se detectaron en baja frecuencia y
distribuidos en nifios de 1 a 3 anos. Por su parle, el genolipo E4 se observo Unicamente en un nifio

inmadures. Actualmente se han identificado 110 genotipos en sietes
especie (A-G) donde la especie B, C y E son las causantes de
infecciones respiratorias. Aunque este virus es detectado mediante el
panel de vigilancia para virus respiratorios en nuestro pafs,
mostrando una circulacién promedio anual del 11%, existe poca
informacion sobre su diversidad genotipica reportada.

de 4 afios.
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< Establecer un sistema de vigilancia activa del AdVh, dado su impacto e

clinico y la alta diversidad genotipica identificada.

<+ Profundizar en el andlisis de genotipos predominante (B3 mayor
frecuencia) debido a su posible asociacién con cuadros clinicos mas -
Severos.

< Desarrallar protocolos de manejo diferenciados segin genotipo e
investigar la factibilidad de una futura inmunizacion contra variantes
prevalentes

Cantidad de casos

Figd. La grafica muesta la disinbucien oe 33 secuencias de AdVD
oblenigas en Panamd entre 2011 y 2018 Se cbeerva un clara
prmdominio del genolipo B3 (42 4%, sequido por BT (18 2%). el
genctipo G (152%), C2(152%) CSE1%) y E4(30%) Se
obsena un claro predoniinia del gripo B asociados con beatos de
ifesciones (espiralorias agudas y csadios. CANICOS MAs Sveras.

Figl. El grupo <1 afo presentss la mayor canidad de genolpos Los grupos C con  365% refieja su papel en infecciones
destacando este g0 como el més afeciada.

rospiratonias focurTantes y porsistonios. El grupa E can un (3.0%),
menos kecuenle en 18 region Esios halazgos ewdencian ta
diversidad penctipica de adenovirus en Panamé y resatan la
necesidad Ge vigiancia molocudar CONINLA para cemprender su
impacto en la sald infankl

Conclusién

El AdVh mostré una alta diversidad genética en el pais, el andlisis molecular dio como
resultado la circulacion de diversos genolipes: B3, B7, C1, C2, C5 y E4, donde el B3
mostré mayor frecuencia. En términos epidemiologicos, estos genotipos se relacionaron
con fiebre mayor a 38 °C, tos, secrecion nasal y dificultad para respirar; en los cuadros
més criticos, se registro cianosis o hipoxia. Estos hallazgos enfatizan la importancia de
continuar con la investigacion de este virus y de mantener una vigilancia molecular
constante, dada su evidente repercusion en la salud respiratoria infantil en Panama
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INTRODUCCION

El adenovirus humano (AdVh) es un virus que puede causar
infecciones respiratorias, especialmente en nifios pequefos
debido a su sistema inmune inmaduro. Hay mas de 100
genotipos (A-G), agrupados en siele especies, siendo las
especies B (genotlpo 3y 7)y C (genotipo 1, 2 y 5) las mas
asociadas nes respiratorias.
Este estudio anallzé entre 2 y 2018, la diversidad genética
del AdVh en nifios <5 afios con infeccién respiratoria aguda,
usando el gen hexon para identificar los genotipos presentes en
el pais.

METODOLOGIA

| 1 Selecclon de Muestras |

Se procesaron n = 248
muestras de  hisopados
nasofaringeos recibidas por
el ICGES (Fig. 1).

Fig.1. A. Muestras do hisopados nasofaringeas
conservados, B. Busqueda de muestras.

P8 ' 2Emacdbny |

|Amplificacién de ADN viral|

Se extrajo el ADN viral y se
amplifico por PCR anidada
con cebadores especificos
del Gen Hexoén del Advh
(Wang et al., 2021) (Fig. 2)

Fig2 A Exwaccion del ADN wiral, B.
Preparacién de muestras para fa amplificacion
por PCR anidada.

. 3.Secuenciaciény |
| Analisis de Datos |
| bt De las muestras in!ciales (n=

il mlvI ‘I i ”} || 248) se obtuvieron 33
qum} L secuencias, adquiridas por el
método de  Sanger vy

Fig.3 A, Secuenciacion de las muestras a través N s
del Genetic Analyzer 3500xL, 8. Andlisis e las  analizadas filogenéticamente

secuancias. por el Software MEGAT7 (Fig.
3).
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Las  secuencias locales se
agruparon con referencias
internacionales, confirmando su
identidad y evidenciando la co-
circulacion de multiples genotipos
de AdVh en Panama (Fig. 4).

FEEH

Hinma

EEEERGERE

Se identificaron las especies B
(60.6%), C (36.3%) vy E (3%), con
J#predominio del genatipo B3 (Fig. 5).

L qomets0ts

El mayor nimero de genotipos
correspondieron a nifios <1 afio,
con una disminucidn progresiva en
los grupos de mayor edad (Fig. 6).
Los sintomas mas frecuentes
fueron fiebre, tos y rinorrea, con
algunos  casos  graves  que
presentaron hipoxia y cianosis.

— GOBIERNO NACIONAL —

— —
"ig. 4. Arbol tco de méxima v de pos de Advh por Edad
basedo en 33 secuencias panameias alinesdas con 20

a5 s
encuentran representadas con un simbolo rombo (+). 18 - 2
n=
de de AdVh g6
durante los afios 2011-2019 £14
3
]
4
B
z

1

<tafio 1afo Z2afos 3Jafos 4afos
Edad

Advh-B3  mAdVh-B7 mAdVh-C1

Advh-C2 8 AdVh-C5  mAdVh-E4

Fig. 5. Los porcentajes indican la proporcion de Fig. 6. E/ grupo <1 afo presentd la mayor cantidad de
especies de Advh encontrados, donde el AdVh - B genotipos (1), destacando este grupe como e mds
{ fraccién vorde) fuvo of mayor. afuctado.

CONCLUSIONES

El AdVh mostré una alta diversidad genética en el pais, con predominio
del genotipo B3. Se delecltd co-circulacion de variantes de las especies
B, C y E, relacicnadas con cepas internacionales. Los casos
presentaron sintomas respiratorios comunes y algunos graves, lo que
resalta la importancia de vigilancia molecular continua para mejorar el
control y diagnéstico en la poblacién infantil.

AGRADECIMIENTOS

Al Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES),
especialmente a la Dra. Leyda Abrego y a todo el Departamento de
Virologia y Biotecnologia que hizo posible la realizacion de este estudio.
Al Ministerio de Economia y Finanzas (MEF) y al Sistema Nacional de
Investigacion (SNI) por los fondos otorgados para esta investigacion.

MINISTERIO DE h Ba \ /Y S N I

ECONOMIA Y FINANZAS _"

Figura 30. Congreso Gorgas 2025, Rumbo a los 100 anos.

81




