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RESUMEN

Introduccion: Las infecciones respiratorias de las vias bajas (IRB) se presentan en
general de forma aguda, por lo que frecuentemente son atendidas en los servicio de
urgencias, derivadas de distintos agentes etiolégicos, los que se incluyen bacterias,
hongos, micoplasmas y virus (siendo estos los de mayor dificultad para diagnosticar),
ademas de ser el motivo principal de consulta ambulatoria en nifios y adultos en ambos
sexos. La gran mayoria de las IRB son provocadas por virus en el 90% de los casos
donde juegan un papel importante la influenza, coronavirus, Rhinovirus, Virus Sincitial
Respiratorio. Sin embargo estas infecciones suelen ser mas graves cuando existe la
presencia de bacterias como Streptococcus pneumoniae, Streptococcus ssp,
Haemophilus influenza, chlamydia pneumoniae, o coinfecciénes. Objetivo : Detectar por
métodos microbiol6gicos las bacterias, y por métodos moleculares los virus asociados a
enfermedades respiratorias en vias inferiores pulmonares, para de esta forma poder
brindar un diagndstico especifico, sensible y rapido para el paciente. Materiales y
métodos : Se emplearon 40 muestras de pacientes con infeccién IRB que se encontraban
en terapia intensiva. Las muestras fueron obtenidas de expectoracion con trampa, la
identificacion se realiz6 mediante el uso del sistema microbiolégico automatizado BD®
Phoenix 1000, las bacterias de dificil crecimiento y virus se pudieron identificar utilizando
el comercial de un kit de SEEGEN® RV16 deteccion, mediante RT-PCR. Resultados : Se
consiguié detectar bacterias y virus asociados a los pacientes con infecciones
respiratorias bajas (neumonia y bronquitis), obteniendo al Virus Sincitial Respiratorio
(VSR) como uno de los agentes virales infecciosos principales en pacientes pediatricos y
el grupo mayor de 60 afios, mientras que en el caso de las bacterias se obtuvo a

Pseudomonas _aeroginosa como la bacteria patdgena mas cominmente aislada en el

grupo de adolescentes, asi mismo se pudo inferir si la estancia intrahospitalaria variaba
en presencia de ambos patdgenos observando que la estadia era mayor en los pacientes
identificacion de virus con respecto aquellos que tenian bacterias. Conclusiéon. Esta
metodologia nos permiti6 conocer los agentes tanto virales como bacterianos mas
frecuentes dentro de la poblacion pediatrica siendo en este grupo los virus los agentes
mas frecuentes detectados en especifico el VSR, siendo esto de gran importancia para
poder otorgar un diagnéstico para el paciente y aportar un diagnéstico para el tratamiento

del mismo.

PALABRAS CLAVE. Virus, bacterias, neumonia, bronquitis, PCR, gPCR.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades respiratorias son la primera causa de consulta médica en el
mundo, en México se presentan alrededor de 25 millones de casos al afo; estas
son ocasionadas por virus (Adenovirus, Coronavirus, Rinovirus, Influenza,
Parainfluenza, Virus Sincitial Respiratorio), y bacterias (Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureous, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis, Neisseria
meningitidis, entre otros). La gran mayoria de los agentes causales son virus, por
lo tanto el 90% de estos episodios son de origen viral y el resto otros agentes.
Rutinariamente la deteccion de un agente patogénico bacteriano se realiza
mediante cultivos especificos, pero esta metodologia posee limitantes importantes,
como el requerir personal especializado, condiciones estrictas de preparacion de
los cultivos y la incapacidad para sembrar ciertas bacterias como son
Haemophilus influenza, bacterias del grupo Gram negativo o con acidos micolicos
en la superficie. En el caso de los virus, la identificacion se realiza mediante
métodos directos e indirectos, principalmente métodos seroldgicos que identifican
anticuerpos especificos; asi mismo los tiempos de espera son prolongados, ya
gue éstos pueden llegar a tardar de 48 a 72 horas; ademas debe tomarse en
cuenta que estas técnicas tienen una baja sensibilidad, y especificidad. Asi mismo,
solo un 30% de los pacientes asociados con enfermedades respiratorias, se les
realiza el estudio microbiolégico(Chalmers y cols., 2011). Mientras que el 70%
restante no cuenta con diagnéstico microbiolégico para identificar el agente
causal, ocasionando que los pacientes con infeccion de las vias respiratorias

inferiores no tengan un tratamiento adecuado, y oportuno (Gadsby y cols., 2015).

Por ello el objetivo de este trabajo fue identificar de manera molecular los agentes
patdgenos de pacientes con enfermedades comunitarias que acuden al Hospital

Juarez de México.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. VIRUS.

Etimoldgicamente, virus significa veneno en latin, un virus puede ser definido
como un agente un programa o un complejo informacional macromolecular,

existen algunas caracteristicas especificas que definen a un virus estas son:

a) Pequefio tamafio de 20 a 50 nanémetros (nm).
b) Ser “parasitos” genéticos intracelulares obligados.
c) Poseen casi siempre un solo tipo de acido nucleido en la particula viral, una

estructura elemental y un mecanismo complejo de replicacion.

Los virus carecen de sistemas enzimaticos productores de energia necesarios
para la sintesis de acidos nucleidos y proteinas, por esta razon deben
necesariamente utilizar los sistemas moleculares de las células que parasitan y es
por esta cuestion que se les ha denominado parasitos genéticos intracelulares

obligados.

En general los virus poseen un tamafio como se muestra en la figura 1 y 2, muy
inferior al de una bacteria, las bacterias se miden en micrones (1um=10"-6
metros), mientras que para los virus la escala de medicion la escala es en
nanémetros (nm) o mili micrones (mu) que es el equivalente de 1079

metros.(Carballal y cols., 1991)

Péagina | 2



Figura 1. Tamafio aproximado de los virus.

Micron (pm) 10°% metros
Milimicron (mpa) o nandmetro (nm) 10° metros
Angstrom (A) 10° metros
Limite de resolucidén de:

Microscopio optico 250 Nnm
Microscopio de fluorescencia 125 Nnm
Microscopio electronico 0,5 a 0,05 nm
Tamano promedio de los virus 20 a 300 NnmM
Tamano promedio de las bacterias 0,7 a 10 pm
Linfocito 10 umMm

Tamafio comparativo entre los virus y las bacterias en nanoémetros. Tomado de (Carballal y cols, 2014).

Figura 2. Tamaiio viral en relacién con estafilococo
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Tomado de (Carballal y cols, 2014).
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En cuanto a la estructura de un virus este principalmente contiene un tipo habitual
de acido nucleido ya sea contenido en ADN o ARN, los cuales constituyen el
nucleoide y asociados a proteinas son denominados como core viral. En el core
se encuentran toda la informacion genética, siendo los &cidos nucleicos los
responsables de la infectividad. El core esta protegido a su vez por una estructura
proteica denominada cépside y algunos otros poseen ademas una estructura
lipoproteica denominada envoltura, los virus que presentan esta envoltura se
denominas envueltos mientras que los que solo contienen la capside se
denominan desnudos y a la particula completa y funcional se le denomina

virién.(Carballal y cols., 1991)
Las funciones principales de las proteinas de la capside son:

a) Proteccion del acido nucleido del medio externo, la desecacién mediadas
por las enzimas tisulares.

b) Presenta estructuras que permiten la union del virus a los receptores de
membrana de la célula hospedadora.

c) Actuar como antigenos que estimulan la respuesta inmune del hospedador.

d) Reprimir la expresion de genes virales tempranos.

e) Proveer interacciones especiales con las polimerasas virales en ciertos

casos.
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Otro rasgo muy importante en cuestiéon de los virus esta enfocado en su
replicacién, al carecer de enzimas biosintéticas necesarias para su replicacion los
virus no crecen, no aumentan de tamafio ni su divisidbn es por fisién binaria, la
replicacion productiva solo se puede realizar en el interior de células vivas y

permisivas por este factor la replicacion viral se divide en las siguientes etapas:

* Adsorcion: interaccion de proteinas de superficie del virus con
receptores celulares especificos.

* Penetracion: a través de la membrana plasmatica de la célula por
pasaje directo, por fusion de membranas o por un mecanismo de
endocitosis mediada por receptores, que es el mas frecuente y es
similar a la fagocitosis.

» Decapsidacion: liberacion del nucleico viral de la nucleocapside.

» Eclipse: etapa en la que no se observa viriones en el interior de la
célula, ni se recupera virus infeccioso.

» Latencia: periodo que incluye al eclipse y que se extiende desde que
se pierde la inefectividad inicial hasta que se la recupera debido a la
aparicion de los nuevos viroides neoformados.

* Maduracion: ensamblaje de los acidos nucleicos neoformados con
las proteinas de la capside.

» Liberacion: los viriones progenie pueden salir de la célula por lisis 0
por brotacion a través de la membrana nuclear o del reticulo

endoplasmico.
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Figura 3. Ciclo de replicacion viral.
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(Carballal y cols, 2014).
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2.2. Bacterias

Las bacterias pertenecen al grupo de organismos conocidos como procariotas,
carecen de un nucleo limitado por una membrana y de mitocondrias entre otras
caracteristicas. Sin embargo si tienen una estructura superficial compleja que
rodea la membrana celular a la que se le denomina pared celular, su membrana
proporciona una barrera osmética y de transporte activo que mantiene las

concentraciones de iones apropiadas evitando su rotura con los cambios de iones.

La composicion de la pared celular es responsable de caracteristicas en las
bacterias que son utiles y determinantes para su taxonomia, clasificacion y
entendimiento de la fisiopatogenia.

Se pueden determinar formas principales en las bacterias, unas esféricas de 0.5 a
lum denominadas “cocos”, otras cilindricas de 0.5 a 20um denominadas “bacilos”

y unas espirales de 1 a 100um denominadas “espiroquetas”.

Los cocos dependiendo del plano de division que tengan y la separacion que se
logre entre cada célula figura 4, pueden aparecer frente al microscopio formando
cadenas (estreptococos), racimos (estafilococos), pares (diplococos), tétradas,

sarcinas (formas cubicas)(Castro, 2014).
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Figura4. Formas bésicas de las bacterias.

Formas basicas Agrupaciones caracteristicas
~ o) occocoon ™
° Diplococos Cadenas
= 88
Racimos
> Tetradas <
=g Cadenas GIEDGEEDENESEEED
@S-  /cocobacilo Bacilo curve
fete m -
Bacilo esporulado em—a>
Letras chi Bacilos en

Bacilo fusiforme

Formas basicas de las bacterias descritas por sumo  rfologia basica.

Tomado de (Garcia y cols, 2014).
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La clasificacion inicial de las bacterias se baso en su morfologia y pruebas

bioquimicas. Esta forma ha sido complementada con el andlisis de las secuencias
de ADN o rARN.

El sistema de clasificacion fenotipica utiliza técnicas tradicionales en microbiologia

gue incluyen:

1)

2)

3)

4)

Andlisis de la morfologia y tincion Gram: Esta técnica de identificacion se ha
mantenido por largo tiempo desde que fue descrita por Hans Cristian Gram
en 1884, la cual permite una rapida clasificacién de la mayoria de bacterias
dividiéndolas en dos grandes grupos: Gram negativas y Gram positivas de
acuerdo a la afinidad que tengan con los colorantes, cuyo resultado esta
relacionado con la pared celular que las distingue.

Requerimientos atmosféricos para su crecimiento: se refiere a las
condiciones atmosféricas (requerimiento de oxigeno) en las cuales una
bacteria puede crecer, de esta manera se tienen 3 grandes grupos
bacterias aerobias, bacterias anaerobias, microaerofilas.

Reaccién bioquimica: tiene su fundamento en la evaluacion de las
capacidades metabdlicas demostradas por la utilizacion o rompimiento de
diversos sustratos como carbohidratos, lipidos y proteinas.

Reacciones serolégicas: se realizan utilizando anticuerpos especificos que
reconocen estructuras superficiales en las bacterias que ayudan a
identificar a nivel clinico antigenos superficiales que identifican algunas
especie en particular o bien determina serogrupos y serotipos entre una

especie determinada.
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2.2.1. Estructuras de las bacterias
Las bacterias cuentan con estructuras tipicas figura 5, que son las siguientes;

Membrana citoplasmética. Estructura delgada compuesta de una bicapa de
fosfolipidos con proteinas intercaladas, sirve de barrera selectiva para la entrada y

salida de bacterias, nutrientes y sustancias de desechos.

Citoplasma. Es un liquido o gel que contiene proteinas, aminoacidos,
carbohidratos, nucledtidos, sales, iones disueltos y vitaminas, contiene ademas
ribosomas, cuerpos de inclusién, el cromosoma bacteriano y plasmidos.
Representa un lugar donde se llevan a cabo las reacciones bioquimicas

involucradas en el crecimiento y metabolismo bacteriano.

Ribosomas. Responsables de la sintesis de proteinas y de aspecto granular de
una bacteria observada al microscopio electrénico, compuestos por dos
subunidades 50S y 30S, que en conjunto tienen un coeficiente de sedimentacion
de 70S.

Cuerpos de inclusion. Estructuras citoplasmaticas que se encuentran en algunas

bacterias y consisten de granulos de almacenamiento de nutrientes.

Cromosoma Bacteriano. Las bacterias no tienen un nucleo definido como las
células eucaridticas. Por lo general el cromosoma bacteriano es una sola molécula
circular de ADN de doble cadena que contiene toda la informacion genética de la
bacteria. El nucleoide carece de membrana y representa un area en el citoplasma

donde el ADN se agrega y no hay ribosomas.

Plasmidos. Son elementos extracromosomales autbnomos mas pequefios que el
cromosoma bacteriano los cuales no son esenciales para el crecimiento de la
bacteria pero le confieren la capacidad de transferir genes con otras bacterias y

muchas contienen genes que codifican a resistencias.

Pilis o Fimbrias. Son estructuras muy delgadas y numerosas en forma de “pelo”

gue se encuentran en la superficie de varias bacterias en especial gram negativas,
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estas estructuras principalmente en procesos de adherencia a las células

epiteliales ayudando a la colonizacion.

Flagelos. Son organelos encargados de la locomocion de las bacterias en los
diferentes ambientes, en especial acuosos. Considerada como una nanomaquina
la bacteria utiliza alrededor de 40 genes para su construccion y se compone de
tres partes: filamento, gancho y cuerpo basal, la longitud de un flagelo varia de

entre 10 a 20um y son muy delgados aproximadamente de 20nm de diametro.

Cépsula. Algunas bacterias desarrollan una capa externa que las recubre, dicha
capsula esta formada por polisacaridos con polipéptidos empaquetados, dando
una apariencia rigida, cuando esta estructura no esta empaquetada y no muestra

una organizacion se le nombra glucocalix.

Pared celular. Representa una de las partes mas caracteristicas de la bacteria, ya
gue le da forma y rigidez, protegiéndola de la lisis osmotica, esta se localiza
después de la membrana bacteriana y esta formada por peptidoglicanos también

denominado mureina.

Figura 5. Estructura bacteriana.
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2.3. Etiologia de patdégenos causantes de infeccione s respiratorias

Los agentes causales de las infecciones respiratorias varia dependiendo del
padecimiento que originan, para el caso de la nheumonia se clasifican de muchas
maneras a los efectos de las pruebas de laboratorio, estudio epidemiolégico y la

eleccion de la terapia(Purushothama V Dasaraju y cols., 1996).

La neumonia bacteriana es originada principalmente por Haemophilus influenzae y

Streptococcus pneumoniae(Gargano y cols., 2015), donde se ha demostrado de
manera consistente que son las bacterias aisladas con mas frecuencia; asi mismo
estas bacterias representan el 73.9% de los aislamientos obtenidos por puncion
pulmonar y el 69% por hemocultivos(De Leén y cols., 1997).

En la categoria VR se incluyen los virus de la gripe Ay B VRS, PIV tipos 1, 2y 3,
ADV, HRV, CoV 229E y OC43, y algunos enterovirus(Henderson y cols., 1979).
Pero en los ultimos afios se han afiadido a este grupo otros virus, como
hMPV (Van den Hoogen y cols., 2001), CoV humano NL63 (Van Den Hoogen y
cols., 2004), CoV humano HKU1 (Woo y cols., 2005)y CoV-SARS (Ksiazek y cols.,
2003), bocavirus(Allander y cols., 2005),0 los nuevos poliomavirusHKU
(Allander y cols., 2007).

En el caso de la Bronquitis que involucra la inflamacion del arbol bronquial, suele ir
precedida de una infeccién de las vias respiratorias, siendo causada por la
combinacion de factores ambientales como el tabaquismo vy la infeccion bacteriana
con patégenos, tales como H. influenzae y S. pneumoniae (Purushothama V

Dasaraju y cols., 1996).La bacteria Streptococcus pneumoniae, a pesar de los

avances en la atencion médica, tiene valores de mortalidad del 11% al 20%(Yoon
y cols., 2014),ademas de esto, se conocen mas de 80 serotipos de Streptococcus,
pero 23 serotipos representan casi el 90% de las neumonias en los estados
unidos(P. V. Dasaraju y cols., 1996)
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2.4. Enfermedades asociadas al tracto respiratorio inferior

Los padecimientos de infecciones respiratorias se clasifican con respecto a la

zona del tracto respiratorio, en infecciones del tracto respiratorio superior e inferior.

En las enfermedades asociadas al tracto superior se incluye a la nariz, la faringe y
la laringe. En las infecciones respiratorias inferiores que suelen ser de mayor
frecuencia dentro de la poblacion, se asocian principalmente a los pulmones,
dandole una mayor gravedad entre la poblacién. Para estudiar las infecciones de
vias respiratorias inferiores, se hace distincibn entre neumonia y bronquitis.

Siendo la neumonia una afeccion mucho mas grave(Wenzel, 1987).

La mayoria de las infecciones del tracto respiratorio inferior son de origen viral y
solo un pequefio numero de éstos produce infeccion grave o fatal. Las bacterias
ocasionan con menor frecuencia heumonia, pero el riesgo de muerte es mucho
mayor que con las infecciones virales debido a los productos de desecho vy las

resistencias que éstas poseen (Garcia-Rodriguez y cols., 1996).

2.4.1. Bronquitis

La bronquitis se define como un proceso de caracteristicas inflamatorias,
autolimitado, que afecta al arbol traqueo bronquial. Es considerada una afeccion
clinica mas que anatomica o histologica; la mucosa bronquial es idéntica a la del
resto de las vias respiratorias, con la que constituye una unidad anatomica y
funcional sin solucion de continuidad. El sintoma cardinal de la bronquitis consiste
en tos, que puede aparecer simultaneamente o a menudo, dias después de un
cuadro de rinitis (inflamacién de las vias respiratorias superiores) o faringitis
(inflamacién de la faringe y garganta),mientras que otros sintomas como los
propios del coriza, la tos persiste hasta que se vuelve productiva con

expectoracion mucopurulenta en los cuadros severos (ESCOBAR, 2012).
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Uno de los diagndsticos clinicos méas frecuentes, consiste en la inflamacion e
hiperreactividad del epitelio ciliado que recubre el arbol bronquial, con la
consiguiente obstruccion del flujo de aire, que se manifiesta clinicamente por
dificultad respiratoria y tos acompafada o no de la produccion de esputo. Con
frecuencia se acompafia de fiebre y afecta a todos los grupos de edad. Por la
duracién de los sintomas (principalmente la tos) puede clasificarse en bronquitis
aguda (varias semanas) y bronquitis cronica (episodios de tres meses de duracién
durante dos afios consecutivos). Los agentes bacterianos que se pueden
encontrar son:Streptoccocos pneumoniae,Chlamydophila pneumoniae, Bordetella
pertussis y Bordetella parapertussis, siendo éstos los mas frecuentemente
implicados. El cuadro clinico est4 caracterizado por tos persistente de curso mas
prolongado que en el caso de la infeccidon virica, que en ocasiones puede
progresar al inicio de un cuadro asmatico. Los agentes respiratorios comunes,
tales como Haemophilus influenzae, S. pneumoniae y Moraxella catarrhalis no
tienen un papel relevante en la bronquitis aguda. Por el contrario, en los pacientes
con bronquitis cronica estos tres microorganismos adquieren el principal
protagonismo al ser responsables de la mayoria de las exacerbaciones clinicas.
Asi, H. influenzae (cepas tipificables y no tipificables) es el patdgeno aislado con
mayor frecuencia (50% de los casos), seguido por S. pneumoniae(15-25% de los
casos) y, en menor proporcion, Moraxella. Catarrhalis(10-20% de los casos) y
bacterias anaerobias (Meseguer y cols., 2008).

En niflos y adultos sanos, la etiologia virica, por HRV,CoV, ADV y hMPV, es la

mas frecuente (Martinez Tomas y cols., 2007).
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2.4.2. Neumonia

La neumonia es un tipo de infeccidn respiratoria aguda que afecta a los pulmones.
Estos estan formados por pequefios sacos, llamados alvéolos, que normalmente
se llenan de aire al respirar. Los alvéolos de los enfermos de neumonia se
encuentran llenos de liquido y pus, lo que hace dolorosa la respiraciéon y limita la
absorcion de oxigeno. La neumonia es la principal causa individual de mortalidad
infantil en todo el mundo. Se calcula que la neumonia mat6é a unos 935 000 nifios
menores de 5 afios en el 2013, lo que supone el 15% de todas las defunciones de
nifos menores de 5 afos en todo el mundo. La neumonia afecta a nifios y a sus
familias de todo el mundo, pero su prevalencia es mayor en el Africa subsahariana
y Asia meridional (Who, 2014).

La incidencia de complicaciones por neumonia adquirida en la comunidad ha
aumentado durante la Ultima década. Segun los registros de varios paises, se

hicieron més frecuentes en los Ultimos afios(Moreno-Pérez y cols., 2015).

Los sintomas de la neumonia virica y los de la bacteriana son similares, si bien
los de la neumonia virica pueden ser mas numerosos que los de la bacteriana.

En menores de 5 afios con tos y/o dificultad para respirar, acompafadas o no
de fiebre, la neumonia se diagnostica por la presencia de taquipnea
(respiracion rapida) o tiraje subcostal (depresion o retraccion de la parte inferior
del térax durante la inspiracion, cuando en las personas sanas el térax se
produce una expansion). Las sibilancias son mas frecuentes en las infecciones
viricas. Los lactantes con afectacién muy grave pueden ser incapaces de comer
o beber, y pueden presentar pérdida de consciencia, hipotermia y convulsiones
(Who, 2014).Los VR son causa poco frecuente de neumonia (2-15%). Suelen
estar implicados los virus de la gripe, PIV,ADV y VRS, sobre todo en adultos y
durante los meses frios del afio. Producen un cuadro clinico conocido
clasicamente como neumonia atipica, que se caracteriza por inicio subagudo,
tos seca 0 escasamente productiva, ausencia de dolor pleuritico, predominio de
las manifestaciones extrapulmonares (cefalea, artromialgias, etc.),

condensacion radioldgica de tipo no lobular y disociacion clinico-radiolégica.
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2.5. Epidemiologia de las enfermedades respiratoria s en México

De acuerdo al boletin epidemiolégico proporcionado por la DGE (Direccion

General de Epidemiologia 2014) se reporta los siguientes datos:

En 2014 se reportaron en total de neumonias y bronquitis 83,576 positivos y en el
distrito federal 7,211 casos. Para el caso de mortalidad se reportaron

27,493239casos asociados a enfermedades respiratorias agudas.

2.6. Reaccion en cadena de la polimerasa o PCR punt o final
La PCR es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una

secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la
secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccion aprovecha la
actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar
naturalmente el ADN en las células. Los elementos importantes en la reaccion son
el templado o molde (ADN), la enzima, los oligonucledtidos o primers, los
desoxirribonucledtidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina),
el ibn magnesio (Mg +), una solucién amortiguadora o buffer y H,O. Todos estos
elementos interactlan en tres etapas principales de las que se compone la PCR:
desnaturalizacion, hibridacién y extension. Los equipos en donde se realiza la
reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan disefiados para
establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y
tiempo necesarios no se modifiqguen en cada uno de los ciclos. Al final de la
reaccion, para corroborar si se amplificé la secuencia blanco de interés, los
productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles de

agarosa para confirmar si la reaccion fue exitosa(Tamay de Dios y cols., 2013).
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2.7. PCR tiempo real
El principio de la técnica se basa en la PCR punto final, sélo que la forma en como

se detectan y analizan los productos de la amplificaciéon es diferente. El término en
tiempo real se refiere a que la deteccion de los productos amplificados sucede en
cada ciclo de la reaccion. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a
gue es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, a diferencia de la
PCR punto final en donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la
secuencia blanco. Precisamente, estas Ultimas dos caracteristicas representan
grandes ventajas de la PCR en tiempo real, ya que el producto de amplificacion es
monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad de que
sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccion fue exitosa como
sucede en la PCR punto final. La nomenclatura que se usa también es diferente, si
utilizamos ADN gendmico entonces hablamos de una qPCR (quantitative PCR), si
por lo contrario, primero obtenemos ADNc y luego hacemos la PCR, nos referimos
a una RT-gPCR. Actualmente, la PCR en tiempo real es el método mas sensible
para detectar y cuantificar los acidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy
pequefa de templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y
eficiencia. Una de sus aplicaciones mas usadas es para cuantificar cambios muy
pequefios en la expresion génica mediante la deteccion de los niveles del ARNm
procedente de células o tejidos. La cantidad de ARNm que puede detectar la
reaccion puede ser a partir de concentraciones bajas a diferencia de la PCR punto
final, que necesita una mayor concentracion. Los primers deben ser disefiados
especialmente para garantizar una alta especificidad y para que generen
amplicones de un tamafio que oscile entre 100-150 pb; si éstos son mas grandes,
la eficiencia de la reaccién disminuye considerablemente. Para evitar estos
problemas, una alternativa es diseflar los primers utilizando programas
informaticos disponibles o comprarlos ya validados de las compafiias de biologia
molecular, quienes garantizan resultados altamente eficientes y satisfactorios para

los usuarios(Tamay de Dios y cols., 2013).
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Figura 6. Ciclo de replicacion en la tecnica de PCR
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= ADN o ADNc
—>» Primers 5° l 3

& Taq Polimerass ol \ocnaturalizacién
—> Cadena —— 95 °C

naciente l
® JdNTP's RS
A Mg+ — Hibridacién

Ciclos siguientes

Pasos principales de la obtencién de amplicones en el PCR

Tomado y modificado de (Tamay de Dios y cols, 2013)
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2.8. Técnicas de identificacion microbiolégica de | as enfermedades
respiratorias inferiores.

El diagndstico microbiolégico de las infecciones bacterianas del TRI presenta
importantes limitaciones y controversias segun los diferentes cuadros clinicos y los
métodos diagndsticos, y su valor depende, a su vez, de un diagnostico clinico
correcto y de un tratamiento antibiotico previo. Las limitaciones estriban en la baja
rentabilidad del aislamiento del agente causal y en la dificil valoracion de los
microorganismos aislados en relaciéon con su significacion clinica (Meseguer y
cols., 2008).

La presencia de diplococos Gram positivos como morfotipo predominante en la
tincibn de Gram de un esputo de buena calidad, que cumpla los criterios de
validez de la muestra (presencia de leucocitos y ausencia o escasez de células
epiteliales), es muy sugestiva de neumonia neumococica (57% sensibilidad y 82%
especificidad). Asi mismo, la deteccion por inmunocromatografia de membrana de
la presencia del antigeno polisacarido C neumocdcico en orina (80%-90% de
sensibilidad y 70%-90% especificidad) orienta de forma rapida el diagnostico
etiologico inicial. Por otra parte, se recomienda la obtencion de hemocultivos, que

aunque son positivos para Streptococcus pneumoniae en solo el 20% de los

pacientes, permiten la identificacion definitiva del agente etiolégico (Meseguer y
cols., 2008).

El andlisis microbiolégico para Haemophilus influenzae se basa en el aislamiento

por cultivo del microorganismo y en la tincion de Gram de un esputo de calidad,
gue muestra una elevada especificidad (>90%) cuando se observa la presencia
predominante de bacilos gran negativos pequefios extra e intraleucocitarios

(Meseguer, y cols., 2008).

Sin embargo esta metodologia posee limitantes importantes, como el requerir
personal especializado, condiciones estrictas de preparacion de los cultivos e
incapacidad para cultivar ciertas bacterias. En el caso de los virus, la

identificacion se realiza mediante métodos directos e indirectos, principalmente
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meétodos serologicos que identifican anticuerpos especificos y los tiempos de
espera son prolongados, aproximadamente de 48 a 72hrs. Debido a este
problema en la identificacion, se han utilizado técnicas basadas en pruebas al
ADN, como son la PCR y PCR mdltiple, que ofrecen rapidez, bajo costo,
automatizacion, sensibilidad y especificidad. El uso de PCR multiple es capaz de
identificar VR de forma simultanea, dado que utiliza parejas de cebadores
especificas de cada virus a detectar, y que se incluyen en el mismo tubo de

reaccion (Coiras y cols., 2004).

Ademas el uso de la PCR en tiempo real realiza simultdneamente amplificacion y
deteccion, con lo que se reduce el riesgo de contaminacién y el tiempo de
obtencion de resultados (de 10 horas para PCR convencional a 4 horas para
protocolos de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real(PCR-TR)
(Henrickson, 2004).
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Il. ANTECEDENTES

De acuerdo al trabajo realizado por (Llor y cols,2006) reportd la frecuencia de
bacterias implicadas en enfermedades respiratorias y obtuvo a Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, y a Haemophylus influenzae esto mediante un
analisis multimetro, mostrando asi la prevalencia de patdgenos que se tenia en
esta zona (Llor y cols., 2006).0tro trabajo similar sobre la etiologia de las
enfermedades respiratorias fue realizada por (Carroll y cols,2006)mediante el uso
de un sistema automatizado microbiolégico obteniendo de igual manera una alta
predominancia en cuanto a bacterias Gram negativas y Enterobacterias (Carroll y
cols., 2006).

En cuanto a la identificacion de grupos bacterianos se han realizado trabajos con
la finalidad de definir la frecuencia de bacterias asociadas a enfermedades
respiratorias en centros hospitalarios, obteniendo como resultado bacterias gram
negativas, esto con la ayuda de medios de cultivo selectivos y siguiendo las
recomendaciones del laboratorio de Microbiologia del HGCR(Clemente y cols.,
2012).

Para el caso de los virus respiratorios (Corzo y cols,2015)realizé la identificacion
de estos y obtuvo que el VSR-A fue el mas prevalente en Bucaramanga Colombia
y las provincias Comunera y de Garcia Rovira, de diciembre del 2012 a diciembre
del 2013, publicando estos datos en 2015. También reportd que las diferentes
etapas estacionales tenian relacion con los virus identificados. En santander
Espafa se identifico la presencia de metapneumovirus, enterovirus, coronavirus

humano y bocavirus (Corzo y cols., 2015).

Asi mismo (Galvan y cols, 2015) realizé la identificacion y prevalencia de los virus
respiratorios mas comunes en las neumonias y obtuvo a su vez resultados sobre
coinfecciones virales. También (Asner y cols, 2015) realizé un estudio prospectivo
de 142 pacientes pediatricos, en donde analizo las frecuencias de coinfecciones

de mayor gravedad en pacientes con problemas respiratorio.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, México ocupa el tercer lugar en padecimientos infecciosos
relacionados con las vias respiratorias, por tal motivo representan un problema
para la poblacion productiva en nuestro pais; estas enfermedades pueden
provocar neumonias Yy bronconeumonias que traen como consecuencia
ausentismo laboral y escolar, ademas en casos graves se requiere de
hospitalizacion; y el no tener un diagndstico preciso puede conducir a un mayor
tiempo de estancia intrahospitalaria.

V. JUSTIFICACION

Con la identificacion por métodos moleculares para el caso de virus y
microbioldgicos automatizados para bacterias, se puede conocer el tipo de agente
causal en los pacientes con infecciones respiratorias del tracto inferior, ya que
estos métodos tienen mayor especificidad, sensibilidad y rapidez en comparacién
de los métodos tradicionales que se utilizan para hacer el diagnostico
microbioldgico, aportando con esto un diagnostico mas especifico para el
tratamiento de los pacientes.

VI. HIPOTESIS

Los métodos mas utilizados para la identificacion de agentes infecciosos (virus y
bacterias) son los microbioldgicos y actualmente los moleculares, por lo tanto,
mediante la utilizacibn de estas técnicas RT-PCR y el uso de métodos
microbiologicos se determinaran a los virus como los agentes causales mas
frecuentes de los cuadros clinicos respiratorios de los pacientes intubados del

servicio de medicina interna.
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VII.  OBJETIVO

Detectar por métodos microbioldgicos las bacterias, y por métodos moleculares los
virus asociados a enfermedades respiratorias en vias inferiores pulmonares, para
de esta forma poder brindar un diagndstico especifico, sensible y rapido para el

paciente.
OBJETIVOS PARTICULARES

< Identificar el género y especie bacteriana presente en la muestra con el uso
de un sistema microbiolégico automatizado.

«¢ lIdentificar los virus involucrados en la infeccién del paciente mediante el
uso de un sistema de deteccion viral en tiempo real.

+«+ Correlacionar los datos clinicos en relacion de la estancia intrahospitalaria,
con los datos obtenidos del servicio de bacteriologia y los moleculares para

el caso de los virus.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS
Poblaciéon de Estudio:

Pacientes hospitalizados de medicina interna del Hospital Juarez de México.

Tamarfio de muestra :

e 57 muestras.

Criterios de inclusion
» Pacientes con diagndéstico de infecciones respiratorias de las vias bajas
(neumonia y bronquitis).
» Pacientes de edad indistinta.
* Muestras tomadas por expectoracion con trampa.
Criterios de exclusion
 Pacientes cuya muestra sea insuficiente para realizar todas las
metodologias.
» Pacientes que hayan iniciado el tratamiento con antibioticos.

Criterios de eliminaciéon

» Pacientes que no tengan muestra adecuada para realizar todas las
metodologias planteadas.
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8.1. Metodologia.

MUESTRA CULTIVO

EXPECTORACION BACTERIANO
> U = N oSG

————
EXTRACCION DE ACIDOS Streptococcus pneumoniae
NUCLEICOS TOTALES. . .
Klebsiellap neumoniae DETERMINACION
DEL GENERO Y
Moraxella catharrallis ESPECIE MEDIANTE

EL EQUIPO BD

Acin rbaumannii
cinetobacterbauma PHOENIX1000.

Si no se logra detectar
bacterias de dificil
crecimiento, se realiza

mm— un PCR para confirmar
] la ausencia de las
Coronavirus mismas.
DETECCION DE Rhinoyirus
VIRUS POR MEDIO  je™ Influenza A y B

DE RT-PCR.

FParainfluenza Humana

S —

Haemophilus influenzae

Pasos generales de la metodologia realizada.

Mycoplasma pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae




TOMA DE MUESTRA (EXPECTORACION): El paciente expectoré en un
vaso estéril de boca ancha la primera flema de la mafana (en el caso de las
expectoraciones sin trampa)para la evaluacion de los patdgenos de las vias
respiratorias inferiores. Una vez que se recibié la muestra, se transporto y
se rotulé en nimero consecutivo. En seguida se tomaron 2 mL de muestra
para la extraccion de ADN y ARN, en el caso de la identificacién viral; lo
restante se utilizo para la identificacion de bacterias.

SIEMBRA: Las muestra se sembré mediante un asa de 100 y 1000 ufc/ul
en los medios de cultivo, los cuales favorecen el crecimiento de colonias.
Una vez que se obtuvo las cantidad suficiente de colonias, se aislaron y se
sembraron en los medios béasicos selectivos Mac conkey (para identificar
Gram negativas) y sal y manitol (para bacterias Gram positivas) y se espero
el resultado en 24horas.

IDENTIFICACION BACTERIANA MEDIANTE EL EQUIPO BD PHOENIX
1000: una vez que se clasifico por grupo bacteriano, se seleccionaron las
colonias especificas tomando en cuenta la morfologia y la abundancia de
las mismas. Después se llevo a cabo una dilucion del medio salino de 0.5 a
0.57 Macfarland, a su vez se tomo6 un tubo de medio AST y se le adiciono
una gota de Azul de Lamar, el cual funciona como un catalizador. Una vez
preparada la solucion AST, se tomo una alicuota de 25ul de la solucion
salina con la dilucion bacteriana y se vertié en el frasco de AST. Una vez
concluidas estas mezclas se vertid la solucion AST como la dilucion
bacteriana en el panel respectivo, para posteriormente introducir en el
equipo automatizado de BD PHOENIX 1000 y en 24 horas después de
crecimiento en el equipo, se obtuvo el resultado para la identificacion

bacteriana (género y especie).
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EXTRACCIONDE ACIDOS NUCLEICOS MEDIANTE EL KIT
RTP® PATHOGEN KIT: Una vez que se obtuvo la caracterizacion
bacteriana, se proceso la muestra para la deteccion de virus respiratorios:

1. Lisis de la muestra: se agregaron 200uL de la expectoracion en un tubo
de extraccion y 200ul de agua destilada, se agito con el vortex hasta que
la muestra se homogenizd, posteriormente se incubé en una placa de
calentamiento GENETICS a 65 C por 15 min, seguido de 95C por 10
min.

2. Unién de ADN y ARN: Se agreg6 400ul de la solucion de union en el
tubo de extraccidon y se vortexe6 la muestra hasta que se homogenizé.
Se paso la muestra a un tubo con filtro, se cerro la tapa y se centrifugd
por 2 minutos a 11000 RPM, se descartdé la solucion en el tubo de
residuos y se conservo el tubo con filtro.

3. Primer lavado del tubo RTA spin filter: se colocé el filtro en otro tubo de
residuos y se agrego 500ul de Wash Buffer R1 para después centrifugar
a 11000rpm por 1 minuto y posteriormente desechar el tubo de residuos,
pero conservando el filtro.

4. Segundo lavado del tubo RTA spin filter: Se colocé el filtro en otro tubo
de residuos y se agreg6 700ul del Wash Buffer R2 para posteriormente
centrifugar a 11000rpm por 1 minuto y descartar el tubo de desechos
conservando el filtro en un tubo eppendorf.

5. Elucion del ADN y ARN: Se Agrego en el tubo eppendorf 60ul del
Elution Bufer previamente incubado a 65C y se centrifugd a 11000rpm

durante 3 minutos.
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« SINTESIS DEL RNA A cDNA MEDIANTE EL USO DEL KIT COMERCIAL
DE SEEGENE cDNA SYNTHESIS PREMIX V1.1:

Se realizé posteriormente la sintesis de ARN a cADN con el kit comercial cDNA
Synthesis Automix V1.1

Para la preparacion de la mix para PCR se agregaron las siguientes cantidades de

reactivos:
10Ul ALICUOTA PREMIX
2uL PRIMERS DE HEXAMEROS
8uL ACIDOS NUCLEICOS
20uL VOLUMEN TOTAL

1. Para la sintesis en PCR punto final se establecieron las siguientes

condiciones de acuerdo a las especificaciones del kit:

SEGMENTO No. de ciclos Temperatura Tiempo

1 1 25C 5 min
2 1 37C 60min
3 1 95C 2min

Y se almacenaron los cADN a -20°C hasta su uso.

* RT-PCR: posteriormente se realizé la amplificacion del cADN en PCR en
tiempo real mediante el uso del kit comercial Seegene Anyplex Il RV16
Detection V1.1 el cual esta disefiado para detectar los virus de influenza
A/B, virus Sincitial respiratorio A 'y B, Adenovirus Humano,
Metapneumovirus Humano, Coronavirus Humano 229E,NL63,0C43,
Parainfluenza virus Humano 1/2/3/4,Rhinovirus Humano A/B/C, Enterovirus
Humano y Bocavirus Humano 1/2/3/4.

Para la preparacion de la mezcla de PCR en tiempo real se adicionaron:
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SuL 4XRV16 A TOM OR B TOM

5Ul 4X Anyplex PCR Master Mix
2uL RNase-free water
12uL Volume total del PCR Mastermix

Y se agreg0 a esta cantidad final 8ul de cADN para aforar la mezcla a 20ul, a su
vez se realizaron dos negativos con las soluciones RV16PC1l Y RV16PC2 y se
introdujeron las muestras al equipo BioRad CFX96 con las siguientes condiciones

para su amplificacion:

SEGMENTO TEMPERATURA DURACION NO. DE CICLOS
50°C 4 min
95°C 15 min
95°C 30 sec 30
60°C 1 min
72°C 30 sec
GOTO 3,29 more
times
55°C 30 sec
Melting curve 55°C-85°C
95°C 30 sec 10
60°C 1 min
72°C 30 sec
Got09,9 more times
55°C 30 sec
Metilng curve 55°C-85°C
95°C 30 sec 10
60°C 1 min
72°C 30 sec

Goto 15,9 more

times
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55°C 30 sec
Melting curve 55°C-85°C

USO DEL PROGRAMA SEEGEN VIEWER: este programa llevo a cabo un
analisis mediante las curvas de amplificacion obtenidas en la PCR en
tiempo real para poder asi asignar el patégeno que se detectd en las
muestras mediante el uso de los fluoroforos especificos para cada virus, por
lo cual es muy importante exportar el archivo obtenido en la corrida de RT-

PCR para poder obtener el resultado especifico de cada muestra.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION.

Se realiz0 la recolecta de 57 muestras bioldgicas de expectacién con trampa del
servicio de bacteriologia del Hospital Juarez de México, de las cuales 27/57 fueron

del género femenino y 30/57 del género masculino (figura 7).

GENERO

EFEM O MASC

Figura 7. Total de muestras femeninas y masculinas obtenidas.

De acuerdo con los resultados obtenidos por (Inés clemente y cols, 2012), reportd
gue la incidencia en varones era mucho mayor que en las muestras femeninas, en
una proporcion de 3:1 aproximadamente, estos resultados asi mismo coinciden en
proporcion con los resultados obtenidos por (Essa y cols., 2015) en donde reporto
gue obtuvo en varones una N de 210 y en el género femenino una N de 114
muestras positivas, lo cual sugiere un comportamiento muy similar en este trabajo
en donde el género masculino obtiene un mayor nimero de muestras positivas en
relacion con el género femenino, este comportamiento se deduce en que una
diferencia en niveles de esteroides sexuales entre un sexo y otro, pudiera también

determinar la diferencia entre la respuesta inmune de uno u otro sexo al mismo
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estimulo antigénico, o determinar funciones inmunoldgicas diferentes entre ambos
sexos, el dimorfismo inmunolégico se demostré con la observacion de que las
hembras de diferentes especies producen niveles mas altos de inmunoglobulinas
circulantes, y tipicamente presentan una respuesta inmune de tipo humoral mas

pronunciada en contra de la infeccién(De Ledn-Nava y cols., 2006).

Posteriormente se realiz6 la extraccion de acidos nucleicos totales mediante el Kit
Stratec molecular Patogen kit, para después realizar la tipificacion por PCR
multiplex en tiempo real de los diferentes patdgenos asociados a enfermedades
respiratorias, para su posterior analisis con el software SEEGEN el cual cuenta
con un control interno para garantizar la extraccion y controles positivos para 18

Tipos de virus diferentes (Figura 8 y Figura 9).

Figura 8 . Analisis mediante el software SEEGEN con los controles positivos del kit.

o wel craen

[ FAM [Z]HEX [F]CalRed 610 [¥] Quasar 670

Hombre  Tipo Cal Red 610 uas... Autointerpretacion

Amplificacién de los controles positivos del kit Seegene Anyplex || RV16 Detection V1.1, en la parte superior se muestran
las curvas de amplificacion a temperaturas especificas para la amplificacién de cada cepa viral, y en la parte inferior de la
imagen, se muestra la validacion positiva de las 18 cepas virales.
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Figura 9. Amplificacion de muestra y control interno.
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En la parte superior de la imagen se puede apreciar, la amplificacion del control interno del kit Seegene Anyplex Il RV16
Detection V1.1 para validar la extraccion de los acidos nucleicos amplificando a 66 grados centigrados, y amplificacion de
una muestra de un paciente que da resultado positivo a VSR-B, mientras que la parte inferior se observa la validacién
positiva tanto del control interno como de la muestra positiva del paciente.

La utilizacion de una prueba molecular para la deteccion de muestras con
diagnostico de infecciones respiratorias ha demostrado ser una herramienta de
gran apoyo para poder proporcionar un diagnéstico oportuno y pronto en relacion
a pacientes con un diagnostico grave del tracto respiratorio, ya se bronquitis o
neumonia, a su vez como indica (Essa y cols., 2015) una prueba molecular hace
posible no solo otorgar un diagndstico oportuno en menos tiempo de espera, sino
gue asi mismo hace posible la deteccion multiple de varios agentes virales para
tomar en cuenta incluso coinfecciones en el mismo paciente, siendo esto causa de

su compilacion y alargando a su vez su estancia intrahospitalaria.

El desarrollo y la incorporacion de meétodos moleculares como la transcripcion
reversa (RT) seguida de una PCR para el diagnéstico de HRV, ha aumentado la
sensibilidad de su deteccion. La incorporacion de estos métodos para su
diagnostico, ha permitido asociar a los HRV con infecciones respiratorias, no solo
del tracto superior sino también del inferior, tales como neumonia y bronquiolitis en

nifios (Marcone y cols., 2012).
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9.1. Virus asociados a infecciones respiratorias
De los resultados se encontr6 que 37/57muestras fueron positivas a VR, de las

cuales 14/37 corresponden a VSR-A, 9/37 fueron positivos a VSR-B y 4/37
positivos a HRV, (Figura 10).

Figura 10 . TOTAL, DE VIRUS DETECTADOS EN LAS MUESTRAS BIOLOGICAS DE LOS PACIENTES.

VIRUS TOTALES IDENTIFICADOS.

HRV MPV
1 H1N1

1

Virus Sincitial Respiratorio (VSR A Y B), Parainfluenza virus (PIV), Rinovirus Huamano (HRV), Metaepnovirus (MPV),
Coronavirus (COV), Influenza tipo A pandemica (H1N1), Adenovirus (ADV).
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De acuerdo al trabajo realizado por (Essa y cols., 2015) reporté que el virus mas
frecuente dentro de su poblacién fue el HRV en un 41.6%, seguido por FLU-A
15.1%, y VSR-A 13.1%; sin embargo en este trabajo el virus mas comudn
detectado fue el VSR, de acuerdo a (Olvera y cols., 2002)el virus de influenza al
igual que el VSR presenta una incidencia estacional muy marcada, los brotes son
mas frecuentes en invierno y primavera(tiempo en el que se realizo este estudio),
estos resultados coinciden con el trabajo presentado por (Bonzel y cols., 2008)
quienes reportaron al VRS como el méas frecuentemente detectado en pediatricos
en un 44.1%(112 muestras),seguido por hBov en un 19.3% (49 muestras) este
andlisis lo realiz6 en temporada de invierno, en donde ademas los pacientes con

neumonia y bronquitis fueron los méas frecuentes diagnosticados.

De este total se realizo la estratificacion de las muestras positivas, para poder
observar el comportamiento de las infecciones virales, en los diferentes grupos de
edad (Figura 11).

25 23

20

15

10

0-6 Afios 16-59 Afios Mayores de 60

ETOTAL DOPOSITIVOS B NEGATIVOS

Figura 11. ESTRATIFICACION DE LAS MUESTRAS OBTENIDA S PARA EL CASO DE VIRUS
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La etiologia de la neumonia en la infancia es mas amplia que en el adulto, de
acuerdo con (Macedo y cols.) y varia en funcion de la edad, aunque los virus son
la causa mas frecuente (70-90% de los casos), seguidos de las bacterias (10-
20%). Esto indica que la etiologia de las enfermedades respiratorias no es la
misma de acuerdo con los distintos grupos de edad, ya que el comportamiento de
la enfermedad estara mediado en relacion al agente infeccioso que éste contraiga

y cOmo el paciente responda para combatir a la infeccion.

Y como lo indica (Macedo and Mateos), en las edades extremas de la vida su
incidencia es mayor que en el resto de la poblacién y es en estos pacientes en
guienes tiene consecuencias mas graves, por lo cual, realizar una estratificacion
en los grupos de edades es primordial, ya que de ello depende el tratamiento y
procedimiento a seguir del paciente, esto representa un problema relevante en
salud publica, tanto en sus aspectos sociales como economicos: elevada
morbimortalidad, altas tasas de hospitalizacidn, estadia hospitalaria prolongada y
costos elevados.

De estos mismos grupos de edades se llevo a cabo el analisis por patdégenos
encontrados en los grupos y se obtuvieron las siguientes graficas que muestran
los VR detectados y su frecuencia en el grupo pediatrico (Figura 12),
posteriormente en el grupo de adultos (Figura 13) y por dltimo en el grupo de
mayores de 60 afios(Figura 14).
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MPV 0c43 VSR-A HEV PIV VSR-B

Figura 12 . DETECCION DE LOS PATOGENOS VIRALES EN EL GRUPO PEDIATRICO

DE 16 A 59 ANOS

W DE 16 A 59 ANOS

HIN1 ADV HBOV VSR-A HEV HRV VSR-B PIV

Figura 13 . DETECCION DE LOS PATOGENOS VIRALE S EN EL GRUPO JOVENES Y
ADULTOS
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MAYORES DE 60 ANOS

B MAYORES DE 60 ANOS 3

VSR-A VSR-B

Figura 14 . DETECCION DE LOS PATOGENOS VIRALES EN EL GRUPO DE ADULTOS
MAYORES

El trabajo realizado por (Garcia y cols., 2001) reporté que de 612 lactantes, el 81%
fue positivo para el VSR, lo cual tiene relacion a lo encontrado en las 23 muestras
de las cuales 16 de estas fueron positivas a patdégenos virales, siendo el VSR el
mas frecuente en este rango de edad, detectado en 14 muestras tanto en forma
individual como en coinfecciones con otro virus principalmente entre VSR-A y
VSR-B, asi como con el PIV y HRV.

El VSR es uno de los virus mas comunes, Ademas, la infeccién por VRS se ha
asociado con un comportamiento mas agresivo y una mayor necesidad de
hospitalizacién(Diaz y cols., 2015).

Ademas, el grupo pediatrico es uno de los grupos con mayor importancia de poder
diagnosticar rapidamente, ya que el no hacerlo puede poner de por medio la
supervivencia del infante, puesto que aln no cuenta con un sistema inmunolégico

mas maduro que el de los otros grupos de edad.
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El grupo de 7 a 15 afios no fue positivo para ningan VR, por lo cual no se incluy6
ningun resultado de este grupo dentro del estudio viral, por otro lado, en el grupo
de 16 afos a 59 afios se presentd una mayor presencia del HRV, como indica
(Marcone y cols., 2012), HRV son los agentes causales mas frecuentes de resfrio
comun. También estan asociados con otitis media aguda en nifios y sinusitis en
adultos. Cabe destacar que el impacto y la asociacion de HRV con diferentes
cuadros clinicos han sido subestimados debido a la falta de métodos diagndsticos

suficientemente sensibles y especificos (Marcone, y cols., 2012).

(Martinez, 2010)Menciona que el HRV se trata de un virus respiratorio mas comun
en escolares y en adultos: dos tercios de los resfrios comunes son responsabilidad
del HRV y hasta la mitad de las exacerbaciones asmaticas se han reconocido

como consecuencia de la infeccion por éste.

De acuerdo con el trabajo realizado por(Sanchén Casas y cols., 2014), report6 que
de 111 muestras, 62 nifios y 49 adultos, el rinovirus humano estuvo asociado en
un 61.3% en nifios, sin embargo, en adultos este se asocido mas para las vias altas
y en coinfecciones con otros agentes virales, por lo cual menciona que se porto
“muy agresivo”, asi mismo, cada afio es el causante de 50% de los resfriados,
ademas de bronquiolitis, neumonia y coinfecciones en edades tempranas de la

vida.

En cuanto al grupo de mayores de 60 a pesar de ser pocas muestras se
obtuvieron resultados positivos para VSR-B. En el estudio realizado por (Rabagliati
y cols., 2007) reporta que los pacientes méas afectados por este agente son los

adultos mayores con patologias cronicas de base en un 25%.

La incidencia de VSR en pacientes asmaticos evidencia que este agente pudiera
jugar un papel importante como factor de riesgo en la patogénesis del asma

bronquial en el adulto (Valero y cols., 2005).
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9.1.2. Bacterias asociadas a infecciones respirator  ias.
En cuanto a bacterias 16/57 fueron positivas, teniendo a Pseudomonas

aeroginosas como la bacteria mas frecuente detectada, con 4/16 dentro de las

positivas (Figura 15).

BACTERIAS TOTALES IDENTIFICADAS.

S. maltophilia

S. pneumoniae 1

1

A. baumanni
3

P. aeroginosa
4

M. catarrhalis

2

E. coli

2
S. marcescens

1

S. aeurus

K. pneumoniae 1
3

Figura 15. TOTAL, DE BACTERIAS DETECTADAS EN LAS MU ESTRAS BIOLOGICAS DE LOS
PACIENTES
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La bacteria mas representativa fue Pseudomona aeroginosa, la cual es un

microorganismo oportunista frecuentemente implicado en infecciones de origen
nosocomial, esta deteccién es de importancia debido a que la incidencia de
infecciones por esta bacteria va en aumento; ademas esta bacteria posee un
sistema de resistencia y es capaz de poseer nuevos mecanismos de resistencia
(Manas y cols., 2003), por lo cual se muestra la importancia de realizar una
deteccién de patdégenos bacterianos y estudios de resistencia, para de esta forma

poder identificar cepas que representan un riesgo grande para el paciente.

Asi mismo de acuerdo con (Mafias y cols., 2003), logré6 encontrar en muestras
respiratorias a Pseudomona aerogirasa en un 40.2%.

De igual forma se estratificaron las muestras positivas a bacterias para observar el

comportamiento bacteriano en los distintos grupos de edad (Figura 16).

25 23 23

20

20

15

10

0

0-6 Aios 7-15 Afos 16-59 Anos Mayores de 60

ETOTAL DOPOSITIVOS MENEGATIVOS

Figura 16. ESTRATIFICACION DEL TOTAL DE MUESTRAS PA RA BACTERIAS
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Como ya se menciond anteriormente, las enfermedades respiratorias suelen ser
muy frecuentes en los dos extremos de la vida, tanto pediatricos y adultos
mayores, por lo cual es importante llevar a cambo una deteccion oportuna, asi
como un diagnostico temprano, con el fin de evitar una complicacion de salud en
el paciente y acortar su estadia en el hospital, sin embargo en los dos grupos
extremos no se observaron muchas muestras positivas para bacterias
respiratorias, a excepcion del grupo de 7 a 15 afios, el cual resultd ser positivo a

bacterias respiratorias en el 100% de las muestras.

De estas muestras positivas se realizé a su vez la estratificacion de las bacterias
mas frecuentes encontradas, en el primer grupo de 0 a 6 se obtuvo a Klebsiella
Pneumoniae como la mas comun (Figura 17), el segundo grupo de 7 a 15 afios de
edad, no se obtuvo patégeno bacteriano mas frecuente (Figura 18), en el tercer
grupo, de 16 a 59 afios, el patdogeno bacteriano mas frecuente encontrado fue
Pseudomona Aerogirasa (Figura 19), y por ultimo en el grupo mayor de 60 afios se

observé que la mas frecuente fue Pseudomona Aerogirasa(Figura 20).

M.catharralis S. viridants K. pneumoniae  S. pneumoniae

mDE 0 A6 ANOS

Figural7 . DETECCION DE LOS PATOGENOS BAC TERIANOS EN EL GRUPO PEDIATRICO
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E.coli K. pneumoniae A. baumanni

W DE 7 A 15 ANOS

Figura 18 . DETECCION DE LOS PATOGENOS BACTERIANOS EN EL GRUPO DE 7 A 15
ANOS

E.coli S. aurus P. aerogirasa S. maltophilia

W DE 16 A 59 ANOS

Figura 19 . DETECCION DE LOS PATOGENOS BACTERIANOS EN EL GRUP O DE JOVENES Y
ADULTOS
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S. MARCESCENS P. aerogirasa M. catharralis S.viridants

B MAYORES DE 60 ANOS

Figura 20 . DETECCION DE LOS PATOGENO§ BACTERIAN OS EN EL GRUPO MAYOR DE 60
ANOS
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Klebsiella pneumoniae ha resultado un patégeno de importancia clinica como lo

indica (Toro y cols., 2010) ya que existe un claro aumento en la prevalencia de K.
pneumoniae resistente, lo que explica ademas estancias hospitalarias prolongadas
y una tasa de mortalidad que segun algunos autores es de 27,3%. Una
caracteristica muy importante de K. pneumoniae es su alta resistencia a los
antibioticos beta-lactamicos, principalmente por la produccion de beta-lactamasas,
enzimas que hidrolizan dichos medicamentos, entre las cuales las de mayor
interés son las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y las
carbapenemasas; lo importante de esta resistencia radica en que los
betalactamicos, potentes bactericidas, son los antibiéticos mas a menudo
prescritos en el mundo, por lo cual es importante el poder llevar a cabo una
identificacidon de estos patdgenos principalmente en el grupo pediéatrico, y de igual
forma detectar si estos patdgenos no estan en coinfeccidn con otro agente ya sea
bacteriano o viral que provoque un dafio grave a la salud del infante.

Otro patdgeno que cabe destacar su presencia es S.pneumoniaeya que en nifilos
menores de cinco afios causa infecciones como otitis media, sinusitis 0 neumonia,
gue pueden ir acompafiadas de otras enfermedades invasoras como meningitis y
bacteriemia (Solérzano-Santos y cols., 2005).

Ademas existen 90 serotipos de S. pneumoniae, de los cuales casi la mitad han
sido implicados en distintas enfermedades, 1o que ha complicado el desarrollo de

una vacuna con cobertura total de los serotipos (Mulholland, 1999).

Cabe destacar que en este estudio la presencia bacteriana fue muy homogénea a
pesar de ser detectada en pocas muestras, y en otros casos se encontré presente
en coinfecciones virales, siendo principalmente el VSR, aumentando de esta forma

la estancia intrahospitalaria del paciente.
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9.1.3. Prueba estadistica (T de Student)
Asi mismo se realiz6 una prueba estadistica para observar si la estancia

intrahospitalaria de los pacientes era mayor en presencia de virus que en relacion
con las bacterias, por lo cual primero se comparo la estancia en dias contra la
presencia de los patdgenos en los pacientes, y se realizo una prueba de F con un
intervalo de confianza p>0.05 de confianza (cuadro 1), para poder primeramente
concluir se existia una diferencia significativa en cuanto a la varianza para ambos

grupos de pacientes

Cuadro 1. Resultados obtenidos de la prueba de F.

Prueba F para varianzas de dos muestras
Bacterias Virus
Media 10.71428571 | 16.41666667
Varianza 47.6043956 |60.25362319
Observaciones 14 24
Grados de libertad 13 23
F 0.790066938
P(F<=f) una cola 0.33651951
Valor critico para F (una |0.411742562
cola)

Se puede observar con esta distribucion F, que las varianzas son desiguales al
comparar el valor de F contra el valor critico para F, por lo cual, para realizar la
distribucion de T de Student (cuadro 2) debe realizarse suponiendo varianzas

desiguales y con un intervalo de confianza de p>0.05.
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Cuadro 2. Resultados obtenidos de la prueba de t.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas des  iguales

Bacterias Virus
Variable 1 Variable 2
Media 10.71428571 | 16.41666667
Varianza 47.6043956 |60.25362319
Observaciones 14 24
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 30
Estadistico t 2.345471159
P(T<=t) una cola 0.012904192
Valor critico de t (una cola) 1.697260851
P(T<=t) dos colas 0.025808
Valor critico de t (dos colas) 2.042272449

La diferencia del estadistico t contra los dos valores criticos nos permite concluir
que, si existe una diferencia significativa entre la media de la estancia
intrahospitalaria de los pacientes con agente viral, que con respecto a los
pacientes con bacterias como agentes infecciosos, sin embargo la estancia
hospitalaria dependera principalmente del paciente y la evaluacion tanto previa del
diagnostico clinico como del resultado obtenido en el laboratorio para poder

brindar un diagnostico mas rapido y oportuno al paciente.
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X.

CONCLUSIONES
Se logré identificar tanto los agentes virales como los bacterianos
asociados a las infecciones respiratorias de los pacientes mediante
meétodos microbioldgicos en el servicio de bacteriologia, y moleculares para
el caso de los virus, lo cual fue de gran importancia para brindar un

diagnostico oportuno y rapido.

El uso del sistema microbioldgico automatizado permitié obtener el género y

la especie bacteriana en las muestras obtenidas para su evaluacion.

En el caso de las muestras negativas a bacterias se logro identificar el
agente viral involucrado en la enfermedad apoyada por el sistema de PCR
en tiempo real, el cual demostré ser un método sensible y rapido para la

deteccion viral.

Se pudo correlacionar los datos clinicos con los datos moleculares

obtenidos, asi como los datos obtenidos del servicio de bacteriologia.
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Xl. PERSPECTIVAS

Este trabajo puede abrir la pauta para llevar a cabo enfoques distintos de analizar,
tal es el caso del disefio de una prueba molecular para la deteccion viral especifica
del VSR y una prueba molecular para la deteccion de bacterias respiratorias de
dificil crecimiento. Un diagndstico erréneo puede aumentar la estancia
intrahospitalaria del infante, por esta razén cabe sefalar que la implementacion de
una prueba de este tipo es necesaria para poder ofrecer un diagnostico certero y

rapido que agilice el tiempo de espera del paciente.

Asi mismo este trabajo puede ser llevado a un enfoque epidemiolégico, con el fin
de poder obtener una incidencia de los tipos de virus y bacterias respiratorias mas
frecuentes dentro de la poblacién hospitalaria, aunado a esto, y mediante estos
sistemas de deteccion, puede sumarse el revisar las coinfecciones mas frecuentes
y las complicaciones que éstas originan en el paciente con bronquitis y neumonia,
tanto para los casos pediatricos, como para los adultos, los cuales se han sido

poco estudiados.
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XIIl.  ANEXO
Protocolos de técnicas realizadas.

* Extraccion mediante el kit STRATEC MOLECULAR PATHOG ENKIT

1. LISIS DE LA MUESTRA:

Se toma 400uL de muestra previamente homogenizada con el uso del vortex y se

vierte en el tubo de extraccion, este se tapa y se vortexea asta homogenizar la
muestra, una vez homogenizada se deja incubar en un termoblock a 65°C durante

15 min.
2. UNION DEL DNA'Y RNA.

Se afiaden 400ulL de solucion de union en el tubo de extraccion y se vortexea,
posteriormente se transfiere el contenido en un tubo RTA con filtros para
centrifugado, se cierra e tubo RTA y se centrifuga durante 1 min a 11000 rpm,
posteriormente se retira en filtro y se desecha la camisa de residuos de RTA, el

fisltro se coloca en una nueva camisa de residuos de liquidos.
3. PRIMER LAVADO DEL FILTRO DE RTA.

Se aflade 500ul del buffer de lavado R1 en el filtro de RTA y se centrifuga a 11000
rpm por un minuto y se desecha la camisa con el contenido, mientras el filtro se

transfiere a otra camisa de recepcion de residuos.
4. SEGUNDO LAVADO DEL FILTRO DE RTA.

Se afiade 700uL del buffer de lavado R2 en el filtro de RTA y se centrifuga a
11000 rpm por un minuto y se desecha la camisa con el contenido, mientras el
filtro se transfiere a otra camisa de recepcion de residuos, una vez terminado se

repite el centrifugado para remover todo el sobrante del buffer R2 en el filtro.
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5. ELUCION DEL DNA'Y RNA

El filtro se coloca en un tubo ependorff y se afiade 60uL del buffer de elucion
(previamente incubado a 65°C), este se tapa y se centrifuga a 11000 rpm durante
3 minutos, posteriormente se desecha el filtro y se conserva el contenido en el

tubo ependorff.
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Please read the protocols carefully prior to the start of the preparation
procedure!

Add 400 pl of volume adjusted sample materal
opganal: incubate for 10 min &t 370 in 5 fhemomixer ondy grem-posiive baclenz)

incubate fior 10 — 15 min. at 85°C in a themmomixer
opronal: ncubate for 5- 10 min. af 55°C in a thermomiver

If you want to add nuclefc acids for extraction conirol,
please add 2t this point

for optimal binding conditions add 400 pl
Binding Solution and mix the sample compliaizly
by pipetiing up and down or by voriexing

transfer the sample on the RTA Spin Filter,
incubate for 1 min.
cenfrifuge for 2 min. at 11.000x g {11.000 rpm)

discard the fiow-through with the RTA Receiver Tube
put the RTA Spin Fitter in @ new RTA Receiver Tube

pipet 500 i Wash Buffer R1 onto the RTA Spin Filter
cenirifuge 1 mir. at 11.000 = g (11.000 rpm})

discard the flow-through and the RTA Receiver Tube
transfer the RTA Spin Filter into a new RTA Receiver Tube

pipet 700 pl Wash Buffer R2 onto the RTA Spin Filter
centrifuge for 1 min, at 11.000 x g {(11.000 rpm)

discard the flow-through a:nd the RTA Receiver Tube
transfer the RTA Spin Filter into a2 new RTA Receiver Tube

iz eliminate any traces of ethanol, centrifuge again for 4 min &t maximum
spesd
discard the RTA Recener Tubs

transfer the RTA Spin Filter into 3 HMNase free 1.5 ml Blution Tube

pipet S0 pl of Elution Buffer R (preheated to 65°C) directly onto the
membrane of the RTA Spin Filter

incubate for 3 min at RT

centrifuge for 1 min at 11.000 = g (11000 rpm)

discard the RTA Spin Fiter and place the eluled pathogen NA
immediately cn icel
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« ANYPLEX RV16 DETECTION.

v Trascripcién reversa:

1. Ponga los tubos de reactivos y de muestras en el instrumento, prepare la siguiente

mezcla:

2 ul Random
Hexamer

8 ul RT Buffer

2 ul RT Enzima Mix

8 pl Acido nucleico
de muestra

20 yl Volumen Total

2. Realizar la reacciones de sintesis de cDNA como se muestra a

continuacion:

Segmento Numero de Temperatura Duracion
ciclos

1 1 25° C 5 min

2 1 37° C 60 min

3 1 95° C 2 min

v Preparacion del PCR tiempo real:

A. Preparacion de PCR Master Mix

5 pl 4X RV16 ATOM o B
TOM

5 pl 4x Anyplex PCR
Master Mix (con UDG)

2 ul Agua libre de RNasa

12 i Volumen Total de PCR
Mastermix

Nota: Calcular la cantidad necesaria de cada reactivo necesitado basado en el nUmero de

reacciones (muestras y controles).
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B. Mezcle por inversion 5 veces o en el vortex.

C. Tome una alicuota de 12 ul de la PCR Mastermix en tubos de PCR vy cierre las
tapas.

D. Adicione 8 pl de cada muestra de acidos nucleicos dentro del tubo.

12 pl PCR Master Mix
8 pl Muestra de acido nucleico
20 pl Volumen Total de reaccién

Una vez concluida la mezcla se programa el termociclador en tiempo real donde
se programan el protocolo del experimento, programacion de la placa de lectura y

el inicio del ensayo, para posteriormente poder iniciar el andlisis de datos

obtenidos.
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