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ABREVIATURAS

RT-PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion inversa
MERS: Enfermedad Respiratoria del Medio Oriente

SARS: Sindrome Respiratorio Agudo Severo

SARS-CoV-2: Coronavirus tipo 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Severo
SPs: Proteinas estructurales

NSPs: Proteinas no estructurales

HECMNSXXI: Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI
IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

CoVs: Coronavirus

RARP:RNA RNA-Polimerasa dependiente de RNA

N:RNA Nucleocapside del RNA

E:RNA Envoltura del RNA
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RESUMEN

Positividad de RT-PCR de hisopado conjuntival en pacientes con diagnéstico de
SARS-CoV-2.

Introduccién: EI SARS-CoV-2 es un coronavirus causante de la enfermedad
infecciosa COVID-19 y responsable de la pandemia actual que ha afectado cerca de 40
millones de personas en el mundo y ha causado la muerte de mas de 80,000 personas
en México. Aunque se identifica como una patologia sistémica con afectacion
principalmente pulmonar, multiples publicaciones internacionales presentan a la
mucosa conjuntival como un posible blanco infeccioso y una via alterna de contagio. Si
bien aun no se conoce completamente el papel que juega la mucosa conjuntival en la
transmision, diagndstico y clinica de la enfermedad, es de gran interés conocer si existe
presencia viral en este tejido para proporcionar informacion valiosa para el campo de la
oftalmologia sobre prevencion de contagios.

Objetivos: Determinar el porcentaje de muestras de hisopado conjuntival que
presentan positividad en el RT-PCR para SARS-CoV-2 en pacientes con reciente
diagndstico positivo por RT-PCR para SARS-CoV-2 en hisopado faringeo en la UMAE
HE CMN SXXI.

Pacientes Y Métodos: Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo, prospectivo y
observacional. Se analizaron a 50 pacientes positivos para SARS-CoV-2 con un total
de 100 ojos mediante la realizacion de RT-PCR de hisopado conjuntival.

Factibilidad: La UMAE HE CMNSXXI cuenta con todos los recursos necesarios para el

procesamiento de muestras, asi como los equipos de proteccion personal.
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Experiencia del grupo: El grupo de investigadores tiene amplia experiencia en SARS-
COV-2 asi como de diferentes proyectos de investigacion y pruebas de laboratorio.
Resultados: Veinticinco casos comunes y veinticinco casos severos de pacientes con
Neumonia Atipica por SARS-CoV-2 fueron registrados. Cien muestras en total de
hisopado conjuntival fueron tomadas en 50 pacientes (2 muestras en cada paciente,
una en cada 0jo). Siete pacientes (14%) resultaron positivos en la RT-PCR (4 pacientes
de los casos severos y 3 pacientes de los casos comunes). Cinco de ellos presentaban
conjuntivitis. Las Ochenta y seis muestras de los 43 pacientes restantes resultaron
negativas.

Conclusiones: La presencia del virus SARS-CoV-2 en mucosa conjuntival puede ser
detectada en pacientes con diagndstico de Neumonia Atipica por SARS-CoV-2 en el
14% de los casos dentro de 32 horas en promedio posteriores al diagndstico.

Palabras Clave: RT-PCR, SARS-CoV-2, COVID-19, Hisopado Conjuntival.
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MARCO TEORICO

Antecedentes

Los Orthocoronavirinae, comunmente conocidos como coronavirus (CoVs), son una
subfamilia de virus ARN monocatenarios 0 no segmentados, de sentido positivo,
pertenecientes a la familia Coronaviridae y al orden Nidovirales (1, 2).

Son el grupo mas grande conocido de virus ARN y se dividen en cuatro géneros: a-
CoVs, B-CoVs, y-CoVs y 8-CoVs (3). Los dos primeros géneros son conocidos por
afectar a mamiferos, incluidos humanos, y los otros dos por infectar a aves y a otros
mamiferos pequenos (3).

Hasta el momento, se han identificado solo siete tipos coronavirus que pueden infectar
a nuestra especie y causar enfermedades respiratorias. Cuatro de estos son CoVs
humanos (HCoVs) que ocasionan enfermedades de vias respiratorias altas
autolimitadas y los tres restantes: MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-Cov-2, pueden
afectar también el tracto respiratorio bajo y producir Sindrome Respiratorio Agudo

Severo (SARS) (3).

Estructura del Coronavirus y Huésped

El nombre del coronavirus proviene del latin corona y hace referencia a la apariencia de
la superficie del envoltorio viral, con pequefas proyecciones que asemejan a los picos
de una corona (4).

El virus es ARN monocatenario de sentido positivo posee un genoma de alrededor de

30 kilonucledtidos de largo que codifica tanto proteinas estructurales (SPs) como no
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estructurales (NSPs). Todos los CoVs conocidos presentan una estructura similar
compuesta por 4 proteinas estructurales: spike (S), membrana (M), envoltorio (E) y
nucleocapside (N) (2).

Mientras que las funciones exactas de las proteinas no estructurales se desconocen y
siguen en estudio, se conoce que las SPs juegan un papel importante en la infeccién
de la célula hospedera y su posterior replicacion viral. La proteina-S es responsable de
la fijacion a los receptores de membrana de la célula huésped, la proteina-M ayuda a
darle forma a las particulas del virion y unirlas a la nucleocapside, la proteina-E se
encarga del ensamblaje y liberacion de particulas; mientras que la proteina-N interviene
en la unién del genoma viral con el complejo de replicacién-transcripcion celular para
su propia replicacion (4).

Los CoVs pueden afectar a un amplio rango de aves y mamiferos, incluyendo perros,
gatos, murciélagos, camellos, civetas e incluso se ha encontrado en mamiferos
grandes como ballenas beluga (4, 5).

Diversos estudios han demostrado la relativa facilidad con la que el coronavirus puede
mutar su contenido genético permitiendo la transmision entre especies animales y

su dispersion en grandes areas geograficas debido a la capacidad de volar de aves y
murciélagos, dos hospederos importantes (2).

Asi mismo, la reciente explosion demografica y la invasion de la mancha urbana a las
areas silvestres, aunado al consumo de diversas especies salvajes, ha desencadenado
la transmisién de coronavirus a los humanos, convirtiéndolos en patégenos zoonéticos

importantes (2).
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Historia

En la década de 1960 se descubrieron los dos primeros tipos de coronavirus que
afectan a los humanos: HCoV-229E y HCoV-OC43, ambos de transmision comun vy
causantes de infeccién de tracto respiratorio alto auto limitado. Solo identificandose
problemas sanitarios mas serios en pacientes inmunocomprometidos o en los extremos
de la vida (3).

Sin embargo, en noviembre de 2002, se identifica un brote de neumonia atipica en la
provincia china de Guangdong, supuestamente ocasionado por un nuevo coronavirus y
relacionado a cuidadores de aves. La enfermedad produjo un sindrome respiratorio
agudo severo (SARS) y se extendié rapidamente por Beijin, Hong Kong, Vietnam,
Singapur y Canada en marzo de 2003. La enfermedad resulté altamente contagiosa
mediante aerosoles respiratorios y heces, pero poco infecciosa durante el periodo de
incubacion (3-5 dias, dentro de los 16 dias que dura la infeccidén). Esta caracteristica
permitid que solo se reportaran 8,096 casos con 774 muertes alrededor del mundo
(3,6).

En 2012, otro brote de neumonia atipica por coronavirus se identifico en Arabia Saudita
relacionado a trabajadores de camellos. Se logré aislar el sexto virus que afecta a
humanos y se denominé MERS-CoV al virus y Sindrome Respiratorio de Medio Oriente
a la enfermedad. La mayoria de los pacientes infectados presentaron sintomatologia
grave, registrandose 2,494 casos con una mortalidad entre el 34.4% y 37% (1, 6). Entre
las caracteristicas principales del MERS se identificaron una carga viral baja en fluidos

y pocos portadores asintomaticos (3,6).
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SARS-CoV-2

Antecedentes

Entre el 18 y 29 de diciembre de 2019, en el Hospital Central de Wuhan, provincia de
Hubei, China, cinco pacientes fueron ingresados a hospitalizacion con diagnéstico
inicial de neumonia atipica de origen a determinar, de los cuales uno fallecié (7).

El 30 de diciembre, el Dr. Li Wenliang, oftalmdlogo de 34 anos de dicho hospital, alertd
a un grupo local de médicos sobre siete casos de Sindrome Agudo Respiratorio Severo
(SARS), ocasionados por un nuevo tipo de coronavirus aun no identificado,

relacionados al mercado Huanan de mariscos y animales silvestres (8).

El 2 de enero de 2020, 41 pacientes fueron identificados como portadores del nuevo
coronavirus (7) y el 6 de enero, la CDC con sede en China anuncia una respuesta
nacional de emergencia nivel 2 (5).

El 7 de enero de 2020 es aislado el nuevo coronavirus e identificado como el agente
causal de la enfermedad (5) y el 10 de enero de 2020, el gobierno chino publica la
secuencia genética del SARS-CoV-2 (5). El nuevo coronavirus resultd compartir las
caracteristicas tipicas de la familia coronaviridae, con un diametro entre 60 y 140 nm y
un genoma de alrededor de 29.8 kilonucledtidos. Los analisis de las secuencias
genéticas del virus en diferentes pacientes se mostraron bastante conservadas,
sugiriendo que el virus humano evolucioné recientemente. Asi mismo presentd
similitudes a algunos coronavirus de murciélagos por lo que se postulé a este animal

como la fuente primaria (5,9).
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Para enero 22 de 2020, se habian reportado 571 casos y 17 muertes distribuidos en 25
provincias chinas (7). El 30 de enero, 7734 casos habian sido confirmados en China y
90 casos en otros paises incluyendo Taiwan, Tailandia, Vietnam, Malasia, Nepal, Sri
Lanka, Camboya, Japon, Corea, Estados Unidos, India, Australia, Canada, Francia y
Alemania (7). Ese mismo dia, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré
emergencia sanitaria internacional y el 11 de febrero de 2020 la enfermedad
ocasionada por el SARS-CoV-2 fue nombrada COVID-19 por la misma organizacion
(5,7).

En México, el 28 de febrero de 2020 se registrd el primer caso positivo mientras que a
nivel mundial se reportaban 83,652 casos confirmados, 2,858 defunciones y una tasa

de letalidad global del 3.41% (10).

Al 29 de septiembre de 2020, se reportaban a nivel mundial 33,249,563 casos
confirmados (222,748 casos nuevos) de SARSCoV-2 y 1,000,040 defunciones (3,694
nuevas defunciones), en 215 paises, territorios o areas; con una tasa de letalidad
global del 3%. En México a finales de septiembre de 2020 se registraron 738, 163
casos y 77, 163 defunciones. La distribucién por sexo corresponde a 52% hombres con

una edad promedio de 43 afios (11).
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Manifestaciones clinicas

Los sintomas de COVID-19 aparecen después del periodo de incubacién de
aproximadamente 5.2 dias. El periodo entre el inicio de los sintomas y la muerte varia
de los 6 a los 41 dias, con promedio de 14 dias (7).

Las manifestaciones clinicas mas comunes al inicio de la enfermedad son fiebre, tos no
productiva, fatiga y disnea (1,5,7). Otros signos y sintomas menos comunes son
expectoracion, cefalea, rinorrea, odinofagia, dolor de pecho, mialgias, hemoptisis,
nausea, vomito, diarrea, confusién y anorexia (5,7,9).

Dentro de los estudios de gabinete podemos encontrar una neumonia bilateral en el
75% de los casos y unilateral en 25%. Del total de pacientes infectados, el 14%
presentara patron de vidrio deslustrado en la radiografia de térax.

Otros hallazgos importantes son aumento de citocinas pro inflamatorias en plasma
incluyendo IL1-B, IL1RA, IL7, IL8, IL9, IL10, IFNy, TNFa, VEGF, leucopenia, aumento

del volumen de sedimentacién globular, Proteina C reactiva y Dimero-D (1,7,9).

Las causas de muerte, aunque aun continuan en estudio, se sospechan producto de
una respuesta inflamatoria endotelial sistémica exagerada, la infeccidon y fibrosis
pulmonar resultante y mas recientemente por alteraciones en la coagulacion con

produccion de microtrombos (7,9,19,20).
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Transmision

La transmision ocurre de persona a persona mediante via directa por contacto o por
aerosoles respiratorios esparcidos mediante estornudos o tos (1,7). No existe evidencia
de transmisién vertical durante el embarazo sin embargo se desconoce si puede haber
transmision durante el parto vaginal (7).

El primer paso de la infeccidén consiste en la unidn de las proteinas-S del coronavirus a
los receptores expresados en la membrana de las células hospederas y la fusidén con
ésta. Se ha observado que las células epiteliales pulmonares son el blanco primario del
virus y el receptor identificado es el de la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2) (7).

Asi mismo, la alta contagiosidad del SARS CoV-2 en comparacién con el SARS-CoV
se puede explicar por una afinidad de 10 a 20 veces mayor de las proteinas-S hacia el
receptor ACE2 en el nuevo coronavirus (5).

De esta manera, se ha calculado que el numero basico reproductivo (R0O) del SARS
CoV-2 es de 2.2, es decir que una persona con la enfermedad infecta en promedio a
2.2 personas, sin embargo, otros estudios estiman que el RO puede elevarse hasta 4.7

0 6.6 (5).
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Transmision por via ocular

Anatomicamente, la mucosa conjuntival esta potencialmente expuesta a aerosoles
infectantes y fomites durante contacto cercano con pacientes infectados por SARS-
CoV-2. Otros virus como el adenovirus o influenza H7 frecuentemente causan cuadros
de queratoconjuntivitis y son obtenidos mediante esta via (15). De igual manera, se ha
postulado la posibilidad de la transmision del virus mediante secreciones oculares hacia
el conducto nasolagrimal y finalmente ocasionar inoculacion en la via respiratoria (12-
15), sin embargo, el rol de los ojos en la transmision del SARS-CoV-2 continua estando
en investigacion (12,13,14).

En 2004, algunas investigaciones demostraron la presencia de acidos nucleicos virales
en lagrimas y conjuntiva de pacientes con SARS-CoV (12). Considerando que el
cromosoma de este y el SARS-CoV-2 tienen 82% de similitud, asi como la presencia
de receptores ACE2 en la superficie ocular (14) y los diversos reportes de caso que
indican contagios a través de membranas mucosas incluyendo la conjuntiva, se ha
especulado el riesgo de transmision por estas vias (12).

Xia y cols, encontraron que de 30 pacientes con COVID-19 que examinaron, s6lo uno
presentd acidos nucleicos virales en lagrima, asociado a conjuntivitis (12).

Asi mismo, Zhang y colaboradores, en un estudio con 72 pacientes positivos para
SARS-CoV-2, dos presentaron conjuntivitis, de los cuales sélo en uno se encontraron

fragmentos de ARN viral en secreciones oculares (13).
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Otros estudios han tenido resultados similares confirmando la presencia de SARS-CoV-
2 en lagrima o en tejido conjuntival (14), sin embargo, la transmision del virus por via
ocular continua siendo incierta (12-14).

Los resultados de las pruebas en la superficie ocular pueden verse influenciados por la
carga viral baja en etapas avanzadas de la enfermedad, el tiempo de espera entre la
toma de la muestra y el andlisis y el método diagndstico, por o que se necesitan mas
estudios con muestras mas grandes para determinar con seguridad si la via ocular
representa en realidad una ruta de transmision importante (14).

No obstante, por lo pronto, se deben continuar con las medidas de proteccion ocular

recomendadas por las guias internacionales (1,13,14,15).

Evidencias de afectacion ocular por SARS-CoV-2

Los ojos rara vez son afectados en infecciones por coronavirus. En 2004 tras el brote
de SARS-CoV, un nuevo coronavirus humano fue identificado, el HCoV-NL63.

El virus fue aislado por primera vez en un nifio de 7 meses de edad con cuadro clinico
de bronquiolitis y conjuntivitis (4). Otros estudios sobre el mismo virus, encontraron que
el 17% de los pacientes estudiados presentaron un cuadro de conjuntivitis (4).

De igual manera, otros estudios, aunque encontraron fragmentos de acidos nucleicos
en secreciones oculares en pacientes con SARS-CoV, no se reportaron casos de

infecciones oculares relacionadas a este virus (4,15).
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En la presente epidemia por SARS-CoV-2, se han reportado casos anecddticos de
infecciones oculares como primer sintoma de la enfermedad 3 a 5 dias previos a
desarrollar sintomas respiratorios, principalmente en profesionales de la salud
(4,14,15).

El 22 de enero de 2020, el Dr. Wang, neumologo chino miembro del panel de expertos
gue inspeccionaron el epicentro de contagios en Wuhan, durante la supervision de los
hospitales, presenté un cuadro de conjuntivitis y dias posteriores resulté positivo para el
virus. El hecho de que, en el momento de la inspeccidén, el personal contaba solo con
respiradores N95 y proteccion corporal, alerté a las autoridades chinas y se implementd
el uso de proteccién ocular (14-15).

Otros casos similares han sido reportados en la literatura acerca de contagios en
profesionales de la salud que unicamente utilizaron proteccién respiratoria y no ocular
(14).

Al momento, solo se han reportado 5 casos de conjuntivitis con prueba de RT-PCR
positiva en lagrima o secreciones conjuntivales y las manifestaciones oculares de
COVID-19 se consideran raras (16).

Algunos autores postulan que, aunque hay evidencia de afectacion ocular por SARS-
CoV-2, lo casos son raros debido a que la expresion de los receptores para ACE2 es
mucho menor en la conjuntiva que en otros tejidos como el epitelio pulmonar o renal.
Asi mismo, la afinidad del virus al receptor conjuntival es menor debido a la accion de

la lactoferrina y la IgA presentes en la lagrima (16).
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No obstante, se han detectado receptores ACE2 en retina, y en el epitelio pigmentario
de la retina, por lo que mas estudios deberan realizarse (17).

Chen y cols, presentaron un reporte de caso de un paciente de 30 anos con evidencia
de conjuntivitis folicular bilateral con prueba positiva para SARS-Cov-2 en secrecidn
conjuntival, 13 dias posteriores al inicio de los sintomas respiratorios. Las
caracteristicas clinicas encontradas fueron vision borrosa bilateral, sensacion de
cuerpo extrafio, inyeccion conjuntival, lagrimeo y foliculos conjuntivales palpebrales,
esto asociado a nédulos linfaticos pre auriculares palpables (17).

Se realizaron tomas de muestra de ARN viral en secrecion conjuntival en los dias 13,
14, 17 y 19 de la infeccion, evidenciando el decremento de los niveles de ARN viral
hasta su desaparicion el dia 19. Fue tratado con ribavirina ocular topica y los sintomas
desaparecieron a los 6 dias de tratamiento (17).

De acuerdo con diversos estudios, la incidencia de infecciones oculares por SARS-
CoV-2 es extremadamente baja en la poblacién general, sin embargo, representa una
via de transmisién potencial en el personal de salud. Por lo tanto, el uso de protecciéon
ocular debe ser de uso generalizado por todos los profesionales que atienden
pacientes con COVID o en areas potencialmente expuestas (15-19).

Asi mismo, se considera que, durante la pandemia, pacientes con alteraciones
oculares, principalmente conjuntivitis, y con riesgo de exposicién se debe descartar la

presencia de infeccion por SARS-CoV-2 y actuar en consecuencia (15-19).
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Considerando la presencia del SARS-CoV-2 en fluidos corporales, incluyendo las
secreciones conjuntivales es de gran interés conocer si existe presencia viral en estos
fluidos, para determinar con exactitud si puede ser una via de transmision de SARS-

CoV-2 y asi reducir la diseminacién del COVID-19.
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JUSTIFICACION

Es de gran interés conocer la presencia de este nuevo virus en la superficie ocular
conjuntival de pacientes infectados con SARS-CoV-2, y proveer evidencia para lograr
un mayor entendimiento sobre las rutas de transmisién de esta enfermedad debido a la
gran exposicion del oftalmélogo en su practica clinica diaria. Con esto en mente, y
tomando en cuenta el contacto directo que tiene el oftalmdlogo con secreciones
oculares durante la exploracion clinica, asi como durante procedimientos quirurgicos,
es imprescindible determinar la presencia de este microorganismo en mucosa

conjuntival.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Sabemos que la ruta de transmisién principal del SARS-CoV-2 es por aerosoles y gotas
de fligge, entrando a través de las vias respiratorias, sin embargo, la superficie ocular
ademas de ser una zona expuesta, puede ser considerada como una ruta alterna de
contagio entre las personas. Debido a lo anterior consideramos importante determinar

la presencia viral en la mucosa conjuntival.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué porcentaje de muestras de hisopado conjuntival presentan positividad en el RT-
PCR para SARS-CoV-2 en pacientes con reciente diagnostico positivo por RT-PCR

para SARS-CoV-2 en hisopado faringeo en la UMAE HE CMN SXXI?
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HIPOTESIS

El porcentaje de muestras de hisopado conjuntival que presentan positividad en el RT-
PCR para SARS-CoV-2 en pacientes con reciente diagnostico positivo por RT-PCR
para SARS-CoV-2 en hisopado faringeo en la UMAE HE CMN SXXI sera alrededor de

un 15%. (12)
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OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar el porcentaje de muestras de hisopado conjuntival que presentan
positividad en el RT-PCR para SARS-CoV-2 en pacientes con reciente diagnéstico
positivo por RT-PCR para SARS-CoV-2 en hisopado faringeo en la UMAE HE CMN

SXXI.

OBJETIVO SECUNDARIO
En los pacientes positivos por hisopado conjuntival en el RT-PCR para SARS-CoV-2 en

y con diagndstico positivo por RT-PCR para SARS-CoV-2 en hisopado faringeo:

Determinar el porcentaje detectado por la RNA-Polimerasa dependiente de RNA
(RARNA)

- Determinar el porcentaje detectado por la Nucleocapside del RNA (N:RNA)

- Determinar el porcentaje detectado por la Envoltura del RNA (E:RNA)

- Determinar el porcentaje de positividad RT-PCR para SARS-CoV-2 en pacientes

con conjuntivitis clinica durante el hisopado conjuntival.
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PACIENTES Y METODOS
Caracteristicas del estudio:

e Diseno: Estudio de una cohorte

e Por maniobra del investigador: Observacional

e Por el niumero de mediciones: Transversal

e Por el numero de grupos: Descriptivo

e Por la direccion: Prospectivo

Marco poblacional:

e Lugar: UMAE Hospital de Especialidades CMN SXXI, Bloque A (Internamiento
COVID), Ciudad de México. Banco Central de Sangre CMNSXXI

e Poblacion en estudio: mayores de 18 afios internados en el area COVID del HE

CMN SXXI con prueba diagnéstica positiva reciente por hisopado faringeo para
SARS-CoV-2 de menos de 24 horas.

e Periodo de Estudio: Del 15 noviembre al 31 diciembre 2020.

e Tipo de Muestreo: No probabilistico de casos consecutivos
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Criterios de Seleccion:

Criterios de Inclusion

e Se incluyeron para este estudio unicamente a pacientes internados en el
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del 15 de
noviembre 2020 a 31 de diciembre 2020 con prueba positiva de PCR para
SARS-CoV-2 por hisopado faringeo de menos de 24 horas de positividad.

e Edad mayor de 18 afos

e Se incluyeron pacientes de ambos sexos

e Se incluyeron pacientes que acepten su participacion (firma del consentimiento

informado)

Criterios de Exclusion

e (Casos sospechosos de SARS-Cov-2 sin realizacién de RT-PCR viral
e Pacientes con prueba pendiente

e Reporte de muestra insuficiente

Criterios de Eliminacion

e Pacientes que expresen que no deseen participar en el estudio a pesar de la

toma de hisopado conjuntival
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Tamano de la Muestra:

Se realizé el estudio con 50 pacientes (100 ojos en total) positivos para SARS-CoV-2
por RT-PCR de hisopado nasofaringeo; internados en el area COVID del HE CMNSXXI

del 15 de noviembre al 31 de diciembre 2020.

VARIABLES
e Sexo
e FEdad

e Dias desde la prueba positiva y toma de la muestra conjuntival (< 24 horas)

e Fecha de toma del exudado faringeo

e Presencia de ojo rojo (conjuntivitis)

e Determinar el porcentaje detectado por la RNA-Polimerasa dependiente de RNA
(RARP:RNA)

e Determinar el porcentaje detectado por la Nucleocapside del RNA (N:RNA)

e Determinar el porcentaje detectado por la Envoltura del RNA (E:RNA)
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VARIABLES
Variable Escala de Tipo de Definicién Definicién Unidades de
medicién variable conceptual operacional medicién
RT-PCR del Cualitativa Independiente | Técnica Deteccion y 1=Detectado
SARS-CoV-2 dicotémica molecular para amplificacion | 2=No detectado
De muestra la deteccion de de acidos
conjuntival acidos nucleicos | nucleicos, de
del SARS-CoV-2 | material
prueba de la genético,
reaccion en ARN, del
cadena de la SARS-CoV-2
polimerasa con en distintas
transcriptasa muestras
inversa (RT- bioloégicas y
PCR) (25) clinicas
SEXO Cualitativa Descriptora Condicién Genero Masculino
nominal organica, reportado en | Femenino
masculina o el expediente
femenina. (26) clinico al
momento del
hisopado
EDAD Cuantitativa Descriptora Tiempo que ha ARos 18-99
continua vivido una registrados
persona desde en el
su nacimiento. expediente al
(27) momento del
hisopado
DIAS DESDE Cuantitativa Independiente | Tiempo Dias 1-2
LA PRUEBA continua transcurrido reportados en
POSITIVA Y desde la el expediente
TOMA DE obtencién del
MUESTRA resultado
CONJUNTIVAL positivo en
hisopado
faringeo y la
realizacion del
hisopado
conjuntival.
0OJO ROJO Cualitativa Independiente | Signo clinico Mediante Presente/ausente
nominal que indica el observacion
enrojecimiento macroscopica
de la porcién y con
anterior del ojo. lampara de
(28) bolsillo la
presencia de
hiperemia
conjuntival.
RARP:RNA Cualitativa Independiente | RNA-Polimerasa | El reporte de | Positivo
nomial dependiente de resultados de | negativo
RNA (29) hisopado
conjuntival

categorizado
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como
Rd:RNA

N:RNA Independiente | Nucleocapside El reporte de | Positivo
del RNA (29) resultados de | negativo
hisopado
conjuntival
categorizado
como N:RNA

E:RNA Independiente | Envoltura del El reporte de | Positivo
RNA (29) resultados de | negativo
hisopado
conjuntival
categorizado
como E:RNA

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Previa autorizacion del protocolo por el Comité Local de Investigacion se solicitd
informacion en laboratorio central de los pacientes positivos de menos de 24 horas de
diagnostico, que estuvieran internados en el area COVID del Hospital de
Especialidades CMNSXXI. Se ingresé al area COVID del Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional Siglo XXI con equipo de proteccion personal completo, y
con medios de preservacion viral en una hielera. Se recolectaron los datos de la
Poblacién elegible positiva hospitalizada en el CMN SXXI con reciente infeccién por

SARS-CoV-2.

Toma de Muestra

Durante septiembre 2020 a diciembre 2020, se procedié a la toma de muestra de 50
pacientes mediante hisopado conjuntival en fondo de saco inferior en ambos ojos (100
ojos). Esto sin aplicar anestesia tépica ni lubricantes. Las muestras tomadas se

depositaron en los medios de preservacién viral (compuesto por Hanks” Balanced Salt
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Solution with Calcium and Magesium, Amphotericin B, Penicilin-Stroptomycin, Dextrose
and Phenol Red) cortando el extremo distal del hisopo con el fin de cerrar
herméticamente el tubo con el medio de preservacion viral para su posterior envio al
Banco Central de Sangre para su procesamiento. Al momento de la salida del area
COVID, una tercera persona externa al area COVID recibi6 las muestras desinfectando
la bolsa sellada en la cual se depositaron las muestras tomadas y se transportaron en
una hielera que no estuvo en contacto con pacientes infectados ni expuesta dentro del
area COVID. Se rotularon con el nombre completo del paciente las muestras de cada
ojo tomado. En todo momento se contd con equipo de proteccion personal durante la
toma de muestra y durante el transporte del material recolectado.

Cada muestra fue refrigerada a una temperatura de +2 a +4°C durante 12 a 18 horas.
Posteriormente, las muestras fueron enviadas para su analisis al laboratorio del Banco
de Sangre en el Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda”.

Se recibieron las muestras en la planta baja del Banco de Sangre quien el quimico
responsable las recolectd y nos proporciond un numero de folio para identificacion de la

muestra.

Analisis de la Muestras

Se realizé RT-PCR a cada una de las muestras de hisopado conjuntival usando el
GeneFinder™ COVID-19 Plus RealAmp Kit.

El protocolo de andlisis fue de la siguiente manera:

1. La muestra recolectada fue agitada por 20 segundos
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2. Se tomd con pipeta 1mL de la muestra y se colocé en un tubo de PCR
Eppendorf™

3. Se realiz6 centrifugacion del tubo a 12,000 r/min durante 5 minutos y 300 pL del
liquido flotante fue pipeteado y agregado a un tubo de PCR. Posteriormente se
agregaron 20 uL de proteinasa Ky 6 uL de un agente asentador para extraer el
acido nucleico. La extraccion fue completada en 20 minutos. Después, el acido
nucleico fue depositado en un nuevo tubo de Eppendorf™.

4. Se prepardé una mezcla maestra de 15ulL para cada reaccién, mezclando 10uL
de COVID-19 Plus Reaction Mixture con 5uL de COVID-19 Plus Probe Mixture.

5. Se coloco la mezcla maestra de 15uL en un tubo de PCR Eppendorf™.

6. Se agregaron 5uL del RNA extraido al tubo de PCR Eppendorf™, mezclando
todos los componentes dando un total de 20uL de volumen.

7. Se cerrd cada tubo cuidadosamente y se transfirieron al RT-PCR para realizar la
amplificacion.

8. Se corrid la reaccién de PCR usando el ELITe InGenius®. Después de la
centrifugacion instantanea por 40 ciclos, se completdé la PCR en 90 minutos;
posteriormente checamos las curvas de amplificacion para evaluar si los

resultados fueron negativos o positivos.

Con el objetivo de evitar infeccion cruzada, se realiz6 cambio de guantes después de

recolectar cada una de las muestras.
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Los resultados obtenidos se capturaron en la base de datos, que incluia todos los
datos de los pacientes, asi como los resultados de las pruebas de RT-PCR. Los

datos fueron manejados de forma confidencial para el andlisis estadistico.
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ANALISIS ESTADISTICO
Para las variables cuantitativas continuas se utilizaron promedios como medidas de
tendencia central y desviacion estandar como medidas de dispersion. Para las

variables cualitativas se utilizaron porcentajes y frecuencias simples.

CONSIDERACIONES ETICAS

Riesgo

De acuerdo a la Ley General de Salud en materia de Investigacion el riesgo es minimo

Beneficios del estudio para los participantes y la sociedad

En esta investigacion no hay beneficios directos para los participantes. El beneficio de
la investigacion es para la sociedad al conocer otras posibles rutas de transmisién del

SARS-CoV-2 y la positividad o no en conjuntiva.

Riesgo del estudio para los participantes

El riesgo fue minimo para la toma de muestra de secrecion conjuntival ya que es por
medio de un hisopado en fondo de saco conjuntival con nula posibilidad de dafio a

estructuras intraoculares y anexos ademas de que no causa molestias al paciente.
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Balance riesgo-beneficio

A pesar de que la presente investigacion es sin beneficio directo a los participantes, el
riesgo fue minimo y los beneficios a la sociedad fueron a través de la generacién de
conocimiento, por lo que el balance es favorable.

Forma de seleccién de los participantes

Se ingresaron al estudio todos los pacientes mayores de 18 afios hospitalizados en el
CMN SXXI con diagnostico positivo para SARS-CoV-2 que cumplieron con los criterios

de inclusiéon durante el 15 noviembre 2020 al 31 diciembre 2020.

Forma en que se solicitara consentimiento informado

Dentro del area COVID se solicitdé firma de consentimiento informado por medio del

médico que entrard a realizar el hisopado conjuntival

Confidencialidad

La confidencialidad de la informacion de los participantes se garantiz6 en todo
momento mediante el resguardo de la informacion de los pacientes, la cual fue

unicamente conocida por el investigador.

FACTIBILIDAD

Recursos humanos:

Alumno, tutores, colaboradores
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Oftalmélogos médicos de base, residentes de oftalmologia

Recursos materiales:

Hisopos, vial o transportador de muestra Laboratorio HLA de Banco de Sangre para el
analisis de las muestras, el Hospital de Especialidades contd con los recursos
materiales para la realizacion de este estudio ademas de que no se solicitd

financiamiento.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Julio-octubre Octubre- Noviembre- | Enero- Marzo-
2020 noviembre | diciembre febrero Abril
2020 2020
Revisidn de la literatura
X X
Envio y autorizacidon de
X
protocolo
Inclusion de pacientes al
: o X X

estudio (revision y toma
de laboratorios)
Revisidn de resultados

X X
Analisis estadistico

X X
Interpretacion de
resultados X
Elaboracion de reporte
final X X
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RESULTADOS

Se incluyeron 50 pacientes en total, 25 casos comunes y 25 casos severos con
Neumonia Atipica por SARS-CoV-2, con una edad promedio de 59.12 afos y una
razon hombre/mujer de 1.3:1. Para el momento del hisopado conjuntival, el tiempo
transcurrido entre el hisopado nasofaringeo y el hisopado conjuntival fue de 32 horas

en promedio.

Cien muestras de hisopado conjuntival fueron tomadas en total, dos muestras a cada
paciente (una en cada 0jo). 7 pacientes (14%) resultaron positivos en la RT-PCR (4
pacientes de los casos severos y 3 pacientes de los casos comunes). Cinco de ellos
presentaban conjuntivitis. De los cuales 3 fallecieron (2 pacientes con caso severo y 1
paciente con caso comun) de neumonia atipica por SARS-CoV-2 dentro de los 11 dias
posteriores al hisopado conjuntival. Las Ochenta y seis muestras de los 43 pacientes

restantes resultaron negativas.

Los detalles de los resultados se encuentran ordenados en la Hoja de Recoleccion de

Datos y resumidos en el Diagrama de Flujo.
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DISCUSION

Actualmente, es dificil la deteccidn de Neumonia atipica por SARS-CoV-2 ya que
algunos pacientes se presentan sin fiebre y sin manifestaciones respiratorias evidentes,
o incluso asintomaticos en etapas tempranas de la enfermedad (1). De acuerdo con
algunas publicaciones cientificas, un numero elevado de oftalmélogos han sido
infectados durante su practica clinica, debido a la relacién estrecha que tienen con
secreciones conjuntivales (30). En el presente estudio de nuestra muestra de 50
pacientes (100 ojos), se obtuvo positividad en 7 pacientes (14% en total). Cinco
pacientes (71.4%) de los siete que salieron positivos al hisopado conjuntival
presentaban conjuntivitis al momento de la toma de muestra. Cuatro de ellos eran
casos severos (intubados) y solo uno era un caso comun (no intubado) de neumonia
atipica por SARS-CoV-2. En 2 pacientes sin conjuntivitis les fue detectado el RNA viral
en secreciones conjuntivales, ambos eran casos comunes de neumonia atipica por

SARS-CoV-2.

A la fecha, se conoce que la ruta de transmisién del SARS-CoV-2 es principalmente a
través de aerosoles y gotitas respiratorias, sin embargo, la transmisiéon por via
conjuntival aun permanece dudosa (30).

Es de gran interés para el gremio oftalmoldgico conocer sobre la via de transmision
conjuntival ya que, durante la exploracion oftalmoldgica cotidiana la cercania con el
paciente es muy estrecha, agregandole el riesgo de contacto con secreciones

conjuntivales al momento de manipular los parpados durante la revision. Ademas, es
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frecuente el uso del neumotonémetro con el objetivo de tomar la presion intraocular a
los pacientes. Este aparato funciona emitiendo directamente un gas a presion sobre la
superficie ocular del paciente, el cual produce una alta cantidad de aerosoles a su
alrededor; estos aerosoles pueden permanecer concentrados en el aire circundante al
aparato por largos periodos de tiempo, y la desinfeccion del aparato con alcohol es

inefectiva en estos casos, provocando angustia al gremio oftalmolégico (31).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, a dos pacientes sin
conjuntivitis les fueron detectadas particulas de RNA viral en secreciones conjuntivales.
La baja prevalencia del virus en la superficie ocular no elimina el riesgo de transmision
a través de esta via. Es por ello la necesidad de proteccion ocular por parte del

oftalmdlogo durante la exploracion de sus pacientes.

La RT-PCR es una técnica efectiva en la deteccion de acidos nucleicos virales (32).
Debido a su alta sensibilidad y especificidad se ha catalogado como el estandar de oro
para el diagnostico de infeccidn por SARS-CoV-2. Sin embargo, existe la posibilidad de
encontrar falsos positivos y falsos negativos en los resultados, causados

frecuentemente por contaminacion de la muestra o por dafio al material genético (33).

Recientemente, Jianhua Xia y cols. publicaron una serie de casos de 30 pacientes en el
que detectaron mediante RT-PCR la presencia de SARS-CoV-2 en la mucosa

conjuntival en un solo paciente, el cual presentaba conjuntivitis (34). En contraste con
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nuestros resultados, nosotros obtuvimos un mayor porcentaje de deteccion de acidos
nucleicos en la superficie ocular de nuestra serie de 50 pacientes. Esto probablemente
debido al menor intervalo de tiempo transcurrido entre la toma de muestra de hisopado
conjuntival y el diagnéstico confirmatorio de Neumonia Atipica por SARS-CoV-2 en

nuestros pacientes por hisopado nasofaringeo.

Una de las limitantes de nuestro estudio fue que la muestra de pacientes es
relativamente pequefa, sin embargo, tenemos la certeza de que el SARS-CoV-2 esta
presente en secreciones conjuntivales en pacientes con Neumonia Atipica por SARS-
CoV-2, sobre todo en aquellos con conjuntivitis. Ya que de los pacientes que resultaron
positivos en el hisopado conjuntival, el 71.4% presentaba conjuntivitis y el 28.6% no la
presentaba. Con esto en mente, es de suma importancia considerar a la mucosa

conjuntival como una ruta mas de contagio del coronavirus.
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CONCLUSION

La presencia del virus SARS-CoV-2 en mucosa conjuntival puede ser detectada en
pacientes con diagndstico reciente de Neumonia Atipica por SARS-CoV-2 en el 14% de
los casos dentro de las primeras 32 horas en promedio posteriores al diagnostico.

Es de suma importancia considerar a la mucosa conjuntival como una ruta mas de

contagio del coronavirus.
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ANEXOS

1. Carta de Consentimiento informado

X

IMSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

NOMBRE DEL ESTUDIO

LUGAR Y FECHA
NUMERO DE REGISTRO

JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

PROCEDIMIENTOS

POSIBLES RIESGOS

POSIBLES BENEFICIOS QUE RECIBIRA AL
PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

INFORMACION SOBRE RESULTADOS Y
ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO

PARTICIPACION O RETIRO

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Positividad de RT-PCR de secrecion conjuntival en pacientes con
diagnoéstico de SARS-CoV-2.

Ciudad de México,

Determinar la presencia de este nuevo virus en la superficie ocular en
pacientes infectados con SARS-CoV-2, y proveer evidencia para lograr
un mayor entendimiento sobre las rutas de transmision de esta
enfermedad.

El Objetivo del estudio es determinar el porcentaje de positividad a la
prueba RT-PCR mediante hisopado conjuntival en pacientes con
diagnostico confirmado de SARS-CoV-2 en el Hospital de
Especialidades del CMN SXXI.

Su participacidon consistira en permitir pasar un hisopo sobre la
conjuntiva ocular que es la mucosa externa que recubre ambos ojos
para poder detectar si existe o no presencia del coronavirus en dicha
mucosa.

No presentara ningun riesgo al realizarle el hisopado conjuntival ni
molestias.

No tendra ningun beneficio si usted decide participar. No habra cambio
alguno en su manejo.

Al final del estudio, si usted lo desea se le puede informar sobre el
resultado obtenido en el hisopado conjuntival.

Su participaciéon sera voluntaria y no comprometera de ninguna manera
el derecho a la atenciéon médica que le ofrece el IMSS. Si usted decide
participar, tendr la libertad de retirar su consentimiento y suspender su
participacion si asi lo desea en cualquier momento del estudio sin que
afecte la atencion médica recibida por parte del IMSS. Durante su
participacion nos comprometemos a responder cualquier pregunta y
aclarar cualquier duda que tenga usted con respecto al hisopado
conjuntival.

La informacién que usted nos proporcione sera confidencial en todo
momento. No se le identificara en las presentaciones o publicaciones
que salgan de este estudio. Los resultados que se obtengan de esta
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investigacion se le haran saber (por medio de correo electrénico o por
teléfono) al término del estudio si usted asi lo desea.

Hisopado Conjuntival

SI NO

AUTORIZA QUE SE LE TOME LA MUESTRA
AUTORIZA QUE SE LE TOME LA MUESTRA SOLO PARA ESTE ESTUDIO
AUTORIZA QUE SE LE TOME LA MUESTRA PARA ESTE ESTUDIO Y PARA ESTUDIOS FUTUROS

El beneficio al término del estudio consistira en conocer la presencia de

BENEFICIOS AL TERMINO DEL ESTUDIO . A
SARS-CoV-2 en conjuntiva.

EN CASO DE DUDAS O ACLARACIONES RELACIONADAS CON EL ESTUDIO PODRA DIRIGIRSE A
INVESTIGADOR RESPONSABLE Dr. Arturo Carrasco Quiroz

COLABORADORES Dr. Alejandro Blanco D Mendieta
Dr. Juan Carlos Anda Garay
Dra. Isabel Castillo
Dra. Luz Cristina Vital Arriaga
Dr. Gamaliel Benitez Arvizu

EN CASO DE DUDAS O ACLARACIONES SOBRE SUS DERECHOS COMO PARTICIPANTE, PODRA DIRIGIRSE A: COMISION DE ETICA DE
INVESTIGACION DE LA CNIC DEL IMSS: AVENIDA CUAUHTEMOC 330 42 PISO BLOQUE “B” DE LA UNIDAD DE CONGRESOS, COLONIA
DOCTORES, MEXICO, D.F, CP 06720. TELEFONO (55) 56 27 69 00 EXTENSION 21230. CORREO ELECTRONICO:
comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma del quien obtiene
el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse d acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacion relevante del estudio.
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2. Hoja de Recoleccién de Datos

47

TIEMPO ENTRE
HISOPADO
PACIENTE | SEXO EDAD RESULTADO | RdRP:RNA | N:RNA | E:RNA | CONJUNTIVITIS | INTUBADO | NASOFARINGEO | FALLECIMIENTOS
E HISOPADO
CONJUNTIVAL
1 M 30 NEGATIVO - - - - NO 24 HORAS NO
2 M 31 NEGATIVO - - - - NO 24 HORAS NO
3 F 62 NEGATIVO - - - - SI 24 HORAS NO
4 M 72 POSITIVO + + + +H++ Sl 24 HORAS Si
5 M 28 NEGATIVO - - - - NO 24 HORAS NO
6 F 74 POSITIVO - + - +++ NO 24 HORAS NO
7 M 84 NEGATIVO - - - - NO 24 HORAS Sl
8 M 79 NEGATIVO - - - - SI 24 HORAS NO
9 M 47 NEGATIVO - - - - SI 12 HORAS Sl
10 F 90 POSITIVO - + + +H++ Sl 12 HORAS NO
11 F 39 NEGATIVO - - - - SI 12 HORAS NO
12 M 51 NEGATIVO - - - - SI 12 HORAS Sl
13 F 84 NEGATIVO - - - - NO 12 HORAS Sl
14 M 39 NEGATIVO - - - - NO 12 HORAS NO
15 M 62 NEGATIVO - - - - NO 12 HORAS NO
16 M 76 POSITIVO + + + ++ Sl 12 HORAS Si
17 M 66 NEGATIVO - - - - SI 24 HORAS Sl
18 F 37 NEGATIVO - - - - NO 24 HORAS NO
19 M 30 NEGATIVO - - - - SI 24 HORAS Sl
20 F 40 NEGATIVO - - - - NO 24 HORAS NO
21 M 72 NEGATIVO - - - - NO 24 HORAS NO
22 M 58 NEGATIVO - - - - SI 24 HORAS Sl
23 F 78 NEGATIVO - - - - SI 24 HORAS Sl
24 M 67 POSITIVO - + - - NO 24 HORAS Sl
25 F 62 POSITIVO - + - - NO 24 HORAS NO
26 M 26 NEGATIVO - - - - NO 24 HORAS NO
27 M 35 NEGATIVO - - - - SI 48 HORAS NO
28 F 72 NEGATIVO - - - - SI 48 HORAS NO
29 M 41 NEGATIVO - - - - SI 72 HORAS NO
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30 M 82 NEGATIVO SI 48 HORAS sl
31 F 30 NEGATIVO NO 48 HORAS NO
32 M 80 NEGATIVO SI 48 HORAS NO
33 M 58 NEGATIVO NO 48 HORAS NO
34 F 68 NEGATIVO NO 48 HORAS NO
35 F 54 NEGATIVO NO 72 HORAS NO
36 F 70 NEGATIVO SI 48 HORAS NO
37 F 73 NEGATIVO SI 48 HORAS NO
38 F 76 NEGATIVO NO 48 HORAS NO
39 M 64 NEGATIVO NO 48 HORAS NO
40 M 68 NEGATIVO SI 48 HORAS NO
41 M 52 NEGATIVO NO 48 HORAS NO
42 M 49 NEGATIVO NO 48 HORAS NO
43 M 49 NEGATIVO SI 48 HORAS NO
44 F 51 NEGATIVO SI 48 HORAS NO
45 F 58 NEGATIVO NO 24 HORAS NO
46 F 71 NEGATIVO SI 24 HORAS NO
47 F 72 NEGATIVO NO 24 HORAS NO
48 F 46 NEGATIVO NO 24 HORAS NO
49 M 53 NEGATIVO SI 72 HORAS NO
50 M 63 POSITIVO sl 24 HORAS NO
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3. Diagrama de Flujo
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