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INTRODUCCION

El S. pneumoniae es el principal agente etiologico de infecciones de vias
respiratorias, principal causa de sepsis y meningitis menores de dos afios. Su
capsula es uno de sus principales factores de virulencia, asi como su medio de
clasificacion, dentro de sus diversos componentes patogénicos, actualmente se
esta estudiando al Pili como otra estructura que podria estar involucrada en la
adherencia e invasividad a las células. Hasta el momento solo se cuenta con
estudios en modelo murino que han demostrado que el Pili mejora la
adherencia e invasividad, y esta relacionado en la produccion de respuesta

inflamatoria sistemica mas intensa.

Es por esto que surge la inquietud de estudiar las posibles relaciones
clinicamente evidenciables, entre infecciones ocasiondas por S. pneumoniae
pili positivos vs las ocasionadas por neumococos pili negativo. Realizamos un
estudio de tipo transversal analitico descriptivo comparativo de 28 pacientes
con aislamientos bacterianos de S. pneumoniae, encontrando que el 100% las
cepas con pili provocaron enfermedad invasiva, se relacionan con mayor
respuesta inflamatoria sistemica;este estudio sirve de base para buscar
posteriromente la correlaciébn clinica existente entre S. pneumoniae y

enfermedad invasiva.




CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS ENFERMEDADES INVASIVAS
OCASIONADAS POR Streptococcus pneumoniae PILI POSITIVO EN
PACIENTES PEDIATRICOS DURANTE EL PERIODO 2006-2007.

l. MARCO TEORICO

a) EPIDEMIOLOGIA

Streptococcus pneumoniae es el principal agente etioloégico de las enfermedades
infecciosas de vias respiratorias superiores tales como otitis media aguda y
sinusitis aguda y de enfermedades invasivas como neumonias, meningitis y
bacteriemia ' 2. La bacteriemia oculta es la enfermedad invasiva mas frecuente en
nifios menores de tres afios’. Se calcula que fue responsable de
aproximadamente un millébn de muertes en nifos menores de 5 afos durante el

afio 2005, la mayoria de éstas ocurrieron en paises en vias de desarrollados.

Mas del 90% de los nifios entre los seis meses y cinco afios de edad son
portadores de S.pneumoniae en la nasofaringe'aunque otras bibliografias sefialan
porcentajes entre el 21 y 59%*. El antecedente de una infeccion viral del tracto
respiratorio superior es un factor importante para el desarrollo de la enfermedad
por S. pneumoniae ya que provoca alteraciones en el epitelio respiratorio’. Las
infecciones por S. pneumoniae se pueden convertir en invasivas a partir de un sitio
inicial de colonizacion de la nasofaringe. La infeccién invasiva ocasionada por S:
pneumoniae se define como el aislamiento de S: pneumoniae de sitios
normalmente estériles, tales como sangre, liquido cefalorraquideo y liquido
pleural; reportandose en Estados Unidos en menores de dos anos 167/100 000

casos/afio '

Los nifios menores de dos anos son los mas afectados por enfermedad invasiva

por Neumococo, con un pico entre los seis y once meses de edad.

La Otitis media aguda (OMA) es la forma mas frecuente de enfermedad no
invasiva provocada por neumococo, con mayor frecuencia de presentacion en
nifios entre los seis a dieciocho meses de edad, siendo el agente etiolégico

responsable de aproximadamente el 50% de estas infecciones'




b) MICROBIOLOGIA

El Streptococcus pneumoniae es un diplococo Gram positivo con capsula
polisacarida, catalasa negativo. Produce alfa-hemolisina que degrada Ila
hemoglobina produciendo un color verdoso en las placas de agar sangre,
conocido como alfa hemdlisis. El tiempo medio de aislamiento de neumococos es
de 14-15 horas y rara vez mas de 24 horas. La pared bacteriana esta constituida
de peptidoglicanos y acido teicoico. Existen cepas capsuladas y no capsuladas, es
con base en los antigenos capsulares que se han clasificado en serotipos y se
sabe que la virulencia esta relacionada con la presencia, composicion y cantidad
de estos polisacaridos capsulares antifagociticos. Se han identificado
aproximadamente 90 serotipos a partir de estos polisacaridos capsulares.
Actualmente los serotipos 6, 14, 18,19 y 23 son responsables del 60 al 80% de las
infecciones a nivel mundial Los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 19F y 23 F representan
los serotipos mas frecuentemente aislados en Estados Unidos y en paises
desarrollados; los cuales se encuentran contenidos en la vacuna conjugada
heptavalente '. La incidencia de serotipos causantes de enfermedad invasiva varia

en cada pais.

En México no se cuenta con informacion especifica acerca de la prevalencia de
serotipos, en el estudio realizado por Villa-Sefior y cols en 2009 realizado en el
Instituto Nacional de Salud publica (INSP) encontré que los serotipos mas
frecuentes en meningitis son 1, 3, 4,6A, 6 B, 7F,19A, 19F, 23F y 31, siendo el
serotipo 19 F el mas frecuente. En OMA se identificaron 19F, 3, 11, 19A, 29,
35,42; en neumonia 19F y 35 y en peritonitis el serotipo 19 fue el mas comun.
Aunque este estudio tuvo una muestra limitada revela que sus resultados son

similares a los obtenidos en otros paises latinoamericanos. °

Otro estudio, también realizado en el INSP, por Espinoza de los Monteros en
2007, en el que se describen aislados de S. pneumoniae en nifios sanos que
asisten a guarderias, reporta que 29.9% de nifios entre 2 meses y 6 afios son

portadores asintomaticos de S.pneumoniae. Los serotipos mas frecuentemente
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identificados fueron: 19F (23%), 6B, 23F y 6ALas limitantes de este estudio fueron
que la muestra solamente incluia nifos que acuden a guarderias y no se hace
correlacion con la vacunacion de ellos.®

In vitro la adhesion de los neumococos capsulados es mucho menor que la de los
neumococos no virulentos no capsulados®, incluso aunque la expresion de la
capsula es esencial para la colonizacion exitosa de las vias respiratorias
superiores. Esta observacion sugiere que in vivo el S. pneumoniae se adhiere a

pesar de la produccion de una capsula delgada.9

c) OTROS FACTORES DE VIRULENCIA

Otros factores de virulencia que promueven la invasividad y adherencia
bacteriana; son carbohidratos y proteinas de superficie de la bacteria como la
neumolisina, neuraminidasa y la proteina A fijadora de colina (CbpA)."° La
Neumolisina es una toxina citolitica, forma poros en las membranas celulares,
libera factor de necrosis tumoral, activa la cascada del complemento, inhibe la
funcidn ciliar de los neumocitos y aumenta la permeabilidad vascular dafiando el
endotelio. La neuraminidasa hidroliza glucoproteinas y glucolipidos celulares, se
ha relacionado con la diseminacioén y multiplicacion en pulmones la CbpA favorece

la invasion bacteriana.’

d) SEROTIPOS CAPSULARES Y VACUNAS
Los serotipos capsulares 4, 6B, 9V, 14, 19F y 23 F representan los serotipos mas
frecuentemente aislados en Estados Unidos y en paises desarrollados; los cuales
se encuentran contenidos en la vacuna conjugada heptavalente. ' La aplicacién de
dicha vacuna en poblacion infantil ha disminuido la colonizacién en nasofaringe
por estos serotipos con la consecuente disminucion del riesgo de infeccion y
enfermedad invasiva. La vacuna previene hasta en un 97% de bacteriemias,
meningitis y neumonia. Los nifios vacunados incrementan las infecciones por

cepas no incluidas en la vacuna.”.




e) FACTORES DE RIESGO PARA ENFERMEDAD INVASIVA
Existen factores que incrementan el riesgo de padecer enfermedad invasiva por S.
pneumoniae, los cuales se clasifican en factores de alto riesgo, de alto riesgo
sospechable y de riesgo moderado’.*:

1.- Factores de alto riesgo: Edad menor de 24 meses, anemia de células
falciformes, asplenia (congénita o adquirida) o disfuncién esplénica. Implantes
cocleares. Relacionados con una incidencia de enfermedad invasiva =2150/100

000 personas /afio.

2.- Factores de sospecha de alto riesgo: Inmunodeficiencia congénita, incluyendo
alteraciones humorales o celulares, alteraciones del complemento y de la
fagocitosis, cardiopatias cronicas, enfermedad pulmonar crénica, malformaciones
congénitas que alteren el flujo del liquido cefalorraquideo, fractura de craneo,
procedimientos neuroquirurgicos, insuficiencia renal crénica, sindrome nefrético,
terapia con inmunosupresores o radioterapia y trasplante de oérgano sdlido.

Diabetes mellitus.

3.- Riesgo moderado: Todos los nifios entre 24 a 35 meses de edad. Nifios de 36
a 59 meses que se atienden en guarderias. Nifios de 36 a 59 meses de raza
americana, indio-americana o descendientes de nativos de Alaska. Estos factores

se relacionan con una incidencia de =20/100 000 pacientes por afio’

En los pacientes con asplenia anatomica o funcional existe una opsonizacién
deficiente y ausencia de la funcion de filtrado de los neumococos circulantes del

bazo, lo anterior incrementa el riesgo de enfermedad invasiva.

En la anemia falciforme y otras hemoglobinopatias se incrementa el riesgo 30-
100 veces de enfermedad neumocdcica invasiva Los niflos con anemia falciforme
presentan ademas de las asplenia funcional, déficit de la via de la properdina

anticuerpo-independiente (alternativa) de la activacion del complemento.

En los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia B 'y T (agammaglobulinemia

o inmunodeficiencia combinada grave) o pérdida de inmunoglobulina (sindrome




nefrético), el principal problema es una alteracién en la fagocitosis por un defecto

en el anticuerpo anticapsular opsonico.

En el estudio realizado por Thomas Hjuler, 2008 se valora el riesgo de
enfermedad invasiva ocasionada por S.pneumoniae en enfermos cronicos,
incluyendo pacientes con cancer( hematoldgico y no hematolégico), enfermedad
renal(malformaciones renales, Insuficiencia renal, glomerulonefritis) enfermedades
neurolégicas(malformaciones congénitas, hidrocefalia, paralisis cerebral,
epilepsia), cardiopatias (congénitas, valvulopatias, cardiomiopatias, alteraciones
de la conduccion)enfermedades metabdlicas, alteraciones inmunolégicas y
enfermedad pulmonar crénica. El autor concluye que los nifilos con enfermedad
cronica tienen 1.4 veces mas riesgo de desarrollar enfermedad invasiva que los

nifios’
f) PILI

En bacterias Gram negativas se ha identificado y estudiado una estructura que
mejora la invasion y colonizacion, esta estructura denominada Pili también se ha
comenzado a estudiar en bacterias Gram positivas como Corynebacterium
diphteriae'®, Actinomyces sp, Estreptococos del grupo A y B asi como en S.
pneumoniae. El Pili en bacterias Gram positivas se describié por primera vez en
1968 en Corynebacterium renale por Yanagawa y col, utilizando microscopia
electrénica’. En 1998 se reporto la presencia de Pili en Actynomices naeslundii y
se identifica como una estructura que tiene la finalidad de adherirse a proteinas
salivares ricas en prolina las cuales estan presentes en el esmalte dental®. Ton-
that y Schneewind fueron los primeros en describir el Pili de C.diphteriae, el cual
es muy parecido al Pili de los tres principales estreptococos patdogenos que
causan enfermedades invasivas en humanos S. pyogenes, S. agalactia y S.

pneumoniae®

Esta estructura se ha identificado por microscopia electronica y ha sido estudiada
genética y bioquimicamente®. En 2003 mediante microscopia electrénica vy

anticuerpos marcados con particulas de oro demostraron que el Pili de

10
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C.diphteriae esta compuesto por una proteina como principal componente, y otras

dos proteinas auxiliares.®

Se ha encontrado que el Pili de los Gram positivos esta formado por péptidos
unidos por enlaces covalentes cruzados con caracteristicas LPXTG, ensamblados
por sortasas. El proceso de ensamble del Pili se da por la via “Sec”, por la cual las
proteinas secretadas con caracteristicas LPXTG se unen a la membrana celular
por medio de su extremo carboxilo terminal, entonces las sortasas reconocen el
dominio LPXTG formando un enlace tio-ester covalente entre la cisteina de la
sortasa y el grupo carboxilo de la treonina. Las proteinas secretadas se van

“apilando” para formar el Pili.?

Los genes que codifican para las proteinas formadoras del Pili estan agrupados en
el mismo locus genético y forman parte de un operon. Los genes que codifican
para las sortasas se encuentran cerca de estos, formando juntos una isleta. En el
caso de S. pneumoniae la isla que codifica para el pili es de 14 kb, y se le llama
islote rirA, formada por siete genes , siendo los principales rrgA, rrgBy rrgC. "
8La isla rirA se encuentra ausente en las cepas no patdbgenas de Neumococo la
D39y R6.2

Los componentes del Pili en estos estreptococos invasivos, son proteinas
similares a miembros de una larga familia de proteinas que presentan sitios de
reconocimiento para moléculas de la matriz extracelular como fibronectina,
fibrinbgeno, colagena, laminina y vitronectina. Lo que sugiere fuertemente su

participacion en la adherencia e invasion bacteriana.

Barochi y cols describieron por primera vez en 2006 el papel del Pili en la
patogénesis, al demostrar que un aislado clinico de S. pneumoniae, que presenta
Pili (TIGR4) se adhiere mejor a las células epiteliales del pulmén en comparacion
con dos cepas isogénicas, no patdgenas que carecen de los genes codificadores
para el Pili (D39 y R6). Al inocular con estas cepas epitelio nasal de ratones, la
bacteria con Pili se mostr6 mas virulenta. Este grupo de trabajo concluyo que la

mayor virulencia podria estar relacionada con la respuesta inflamatoria severa que

11
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ocasiona el Pili lo que provoco probablemente una alta eficiencia en la adhesion

de la bacteria a las células de la respuesta inmune innata.?

La prevalencia del Pili en el S. pneumoniae aun no se ha definido ya que diversos
grupos de estudio la han reportado dependiendo de diferentes genes identificados.
Un estudio previo evaluo la presencia de genes codificadores para sortasas en 82

cepas y se encontraron componentes de isletas de pilien 17%

Aguiar y Serrano en 2007 concluyeron que el Pili es una estructura que tiene
mayor prevalencia en algunos serotipos vacunales y no esta asociado con mayor
virulencia. La frecuencia de su presencia en estas cepas fue de 21.4%,
describieron que no habia diferencia entre neumococos aislados de nasofaringe
versus otros sitios estériles del organismo. El serotipo 6A, el cual es referido en los
dos estudios mencionados previamente del INNSP, como uno de los mas
frecuentemente encontrados como colonizador de faringe, pero también de los
mas frecuentemente aislados en OMA y en meningitis, fue el mas comun con 8%
positivo para Pili, sin embargo; cabe resaltar que este grupo utilizé el gen rrgC
para su estudio el cual no es un gen que codifica para la proteina principal del Pili.
Por lo que concluyen que las cepas con resultados negativos por PCR para el gen

rrgC pudieran expresar el Pili. ™

En el estudio realizado por Aguiar y Serrano en 2008, se identifico la isleta rirA en
neumococos invasivos, encontrando que 27% de su muestra fueron positivos para
esta isleta. Los serotipos que resultaron positivos para la isleta rlrA fueron
1,3,4,6%,6B,9V,13,14,19A,19F,35B, por lo tanto el 83% de estos serotipos se
encuentran presentes en la vacuna antineumococica heptavalente(4,6B,9V,14,
19F)."

Modelos experimentales de Neumonia y Sepsis en ratones han sugerido un papel
importante del Pili en la virulencia del S. pneumoniae, demostrando al compararlos
con neumococos mutantes carentes de Pili, que los primeros tienen mayor
invasividad. También se demostré que los ratones inmunizados con antigenos del

Pili desarrollan una respuesta inmunoldgica protectora contra ésta estructura®.

12
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Actualmente conocemos los genes codificadores del Pili en S. pneumoniae vy se
han realizado estudios in vitro en células de epitelio respiratorio y en modelo
murino en los cuales se demuestra que la presencia del Pili mejora la adherencia e
invasividad al compararlos frente a modelos mutantes carentes de Pili, pero no se
ha encontrado referencia bibliografica del comportamiento del S. pneumoniae Pili
positivo en el cuerpo humano, por lo tanto aun no sabemos si la presencia de Pili
en el neumococo mejora la adherencia e invasividad in vivo; por lo tanto
realizaremos un estudio decriptivo, tranversal comparativo en el cual se
describiran las caracteristicas clinicas de infecciones ocasionadas por S.
pneumoniae Pili positivo y Pili negativo, comparando los casos los heumococos
Pili positivos que hayan provocado una infeccion invasiva vs los casos de
aislamientos de neumococo de sitios colonizados (faringeos, aspirados

bronquiales) sin relevancia clinica.

13
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PROBLEMA GENERAL

¢Cudles son las -caracteristicas clinicas de las enfermedades invasivas
ocasionadas por Streptococcus pneumoniae pili positivo en pacientes pediatricos
atendidos durante el periodo 2006-20077?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ¢Cual es la frecuencia de infecciones invasivas ocasionadas por
neumococos pili positivos en pacientes pediatricos atendidos durante el
periodo 2006-20077?

2. ;Existen diferencias en la presentacion clinica de las infecciones

ocasionadas por neumococos pili positivos vs pili negativo?

3. ¢Existen diferencias en la gravedad clinica de las infecciones ocasionadas

por neumococos pili positivos vs pili negativo?

14
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JUSTIFICACION

El S. pneumoniae es el principal agente etiolégico de infecciones de vias
respiratorias y de sépsis asi como de meningitis en nifios menores de 5 afos.
Posee diversos mecanismos de patogenicidad bien descritos, sin embargo poco
se conoce sobre la participacion del pili para el desarrollo de enfermedad invasiva.
El Pili es una estructura bacteriana que permite la adhesion y colonizacién a las
células e incrementa la virulencia de la bacteria, fendmeno ampliamente estudiado
en bacterias Gram negativas. Estructuras similares se han identificado en
bacterias Gram positivas, aunque aun se encuentran en estudio su participacion
en la patogenicidad, se considera que tienen funcion similar a la observada en
bacterias gram negativas, al mejorar la adherencia e invasividad bacteriana de
acuerdo a estudios realizados en modelo murino. Por lo tanto este es el primer
trabajo que pretende describir y comparar las caracteristicas de la infecciones
ocasionadas por S: Pneumoniae que presentaron Pili de aquellas cepas pili
negativo, y si esta estructura bacteriana esta presente en las cepas provenientes

de enfermedad invasiva vs no invasiva en pacientes pediatricos.

15
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HIPOTESIS

Los pacientes con enfermedades invasivas presentaran un mayor porcentaje de
aislamientos de Streptococcus pneumoniae pili positivo en comparacion con los

pacientes con enfermedad no invasiva.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. La frecuencia de infecciones invasivas ocasionadas por neumococos pili

positivos es mayor que la encontrada en enfermedad no invasiva.

2. La gravedad de la presentacion clinica de la enfermedad ocasionada por

neumococo pili positivo es mayor que la ocasionada por cepas pili negativo.

16
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir las caracteristicas clinicas de las enfermedades invasivas ocasionadas
por Streptococcus pneumoniae pili positivo en pacientes pediatricos atendidos
durante el periodo 2006-2007-

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir la frecuencia de infecciones invasivas y no invasivas ocasionadas
por neumococos pili positivos en pacientes pediatricos atendidos durante el
periodo 2006-2007

2. Establecer las diferencias en la presentacién clinica de las infecciones

ocasionadas por neumococos pili positivos vs pili negativo

3. Describir las diferencias existentes en la gravedad clinica de las infecciones

ocasionadas por neumococos pili positivos vs pili negativo

17
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Il. MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO: Descriptivo, transversal y comparativo.

TAMANO DE LA MUESTRA: En la bibliografia no se cuenta con estudios
realizados en humanos, los realizados previamente son en modelos murino, por lo
tanto se considero una muestra por conveniencia con los casos diagnosticados de
enfermedad invasiva y no invasiva ocasionados por neumococo durante el periodo
enero 2006-diciembre 2007.

OBTENCION DE LA MUESTRA

1.--Expedientes clinicos del Hospital Infanti de Meéxico Federico Gomez
correspondientes a los pacientes que presentaron los aislamientos de S.

pneumoniae mencionados en el punto nimero 2

2.-Cepas de S. pneumoniae aisladas de exudados faringeos, abscesos cutaneos,
broncoaspirado, liquido cefalorraquideo (LCR),liquido pleural y hemocultivos,
obtenidas del laboratorio de bacteriologia intestinal del Hospital Infantil de México

Federico Gomez, en el periodo enero de 2006 a diciembre de 2007.

e Cepas de S.pneumoniae invasivo: Cepas obtenidas del cultivo de sitios

esteriles. Se incluyen hemocultivos, cultivos de liquidos pleural, peritoneal,
cefalorraquideo.

e Cepas de S.pneumoniae no invasivo: Cepas obtenidas de sitios

considerados colonizados. Exudados faringeos, broncoaspirados sin

relevancia clinica..

18
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METODOLOGIA:

1. Se identificaron aislamientos de S. Pneumoniae en el listado del
departamento de bacteriologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez
en el periodo enero 2005 a diciembre de 2007.

2. Se analizaron los expedientes clinicos de los pacientes con aislamientos de S.
pneumoniae, para identificar las caracteristicas clinicas de las infecciones
ocasionadas por ésta bacteria y determinar el cuadro clinico producido, se
integraron dos grupos de pacientes ( enfermedad invasiva y enfermedad no

invasiva)
3. EXTRACCION DE ADN

3.1.Se resembraron las cepas de S. pneumoniae mantenidas a -70°C en caja
de gelosa sangre y se incubaron a 37°C con 5%CO, durante 18hrs. Se
tomd una colonia aislada de la caja y se inocularon tubos con 5ml de caldo
Todd-Hewitt con 0.5% de extracto de levadura. Los tubos fueron incubados

en las mismas condiciones anteriores.

3.2.A patrtir del crecimiento bacteriano se extrajo el ADN de las cepas en
estudio, para lo cual se utilizé el kit “Wizard Genomic DNA Purification”

siguiendo las instrucciones del fabricante, brevemente

3.3. Se tomo 1 ml del cultivo bacteriano y se colocd en tubos eppendorf
estériles y se centrifugé a 10000 rpm/ 3min. Se realizaron 2 lavados con 1
ml de TE 1X pH 8.0, centrifugando a 10000rpm/ 3min.

3.4.El pellet obtenido se tratd con las enzimas lisozima (2mg/ml), proteinasa K
(100ug/ml) y Mutanolisina (5000U/ml) en un volumen final de 200ul
utilizando como diluyente TE 1X, durante 1h a 37°C este tratamiento
permitid degradar la pared celular de las bacterias. Una vez terminando el

tratamiento enzimatico la muestra se centrifugo a 13000rpm/ 2min.
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3.5. El pellet obtenido se resuspendié en 600ul de solucion de lisis y se incubd
a 80°C durante 5min, transcurrido ese tiempo se dejo enfriar a temperatura

ambiente,

3.6.para eliminar el ARN se agregd 3ul de RNAsa homogeneizando la
muestra por inversion, se incubd a 37°C/ 15min. La muestra se dej6 enfriar

a temperatura ambiente.

3.7.Con el objetivo de precipitar las proteinas presentes en la muestra se
colocaron 200ul de sol. de precipitacion, homogeneizando fuertemente con
ayuda de un Vortex la muestra por 20 seg. y se incubo en hielo 5 min.Se
centrifugd a 13000rpm/ 3min, al sobrenadante obtenido se le adicionaron
600ul de isopropanol, homogeneizando la muestra suavemente con el

objetivo de no dafiar el ADN.

3.8.Para la obtencibn del ADN se procedi6 a centrifugar la muestra a
13000rpm/ 2 min. El sobrenadante se decanto y al boton de ADN obtenido
se le adicioné 600ul de etanol al 70%, homogeneizando suavemente, la
muestra se centrifugd a 13000/ 2 min para eliminar el etanol aspirdndolo
cuidadosamente, el tubo se dejo desecar por 15 min. El ADN obtenido se

hidrato con 100pl de la solucién de rehidratacién a 4°C toda la noche.

3.9.Con el objetivo de visualizar la integridad del ADN se corrid un gel de
agarosa al 1% en 35ml de TBE 0.5X.

4. -REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
4.1. Se cuantifico el ADN en espectrofotometro a una longitud de 260nm.

4.2.Se procedio a realizar la mezcla de reaccion para la técnica de PCR
utiizando el kit “Master Mix” el cual contiene en concentraciones
equimolares la enzima taq polimerasa, Mg?* y dNTPs; en un volumen final
de 25pl.
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5.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Los iniciadores utilizados se disefiaron a partir del banco de genes de la
NCBI utilizando el programa “Primer Express” para el gen rrgB el cual

codifica para la proteina principal del Pili en S. pneumoniae.

Como control positivo y negativo de la PCR se utilizaron 2 cepas aisladas
de pacientes pediatricos del Hospital Infantil de México Federico Gomez
cuya presencia o0 ausencia del gen rrgB se evalu6 previamente con los
iniciadores antes mencionados, por medio de la extraccion de la banda
obtenida en el gel de agarosa de la PCR y envidndola al Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM para su secuenciacion. El control positivo
fue la cepa 483H y el negativo la cepa 705H, ambas provenientes de

Hemocultivo.

La técnica de PCR se llevd a cabo en un termociclador de la marca
Techne, modelo TC-412 siguiendo el siguiente protocolo: Un ciclo de 95°C
por 3min, 30 ciclos de 95°C/ 30segundos, 55°C/30segundos, 72°C/
30segundos,finalmente un ciclo de 72°C / 7min.

Los productos obtenidos se corrieron en un gel de agarosa al 1% en TBE
0.5X a 90 volts por 45 min y se visualizaron en un transiluminador,

revelando previamente con Bromuro de Etidio

Con los datos obtenidos, se realizo la descripcion de las caracteristica de

las infecciones ocasionadas por los neumococos pili positivo vs negativo.
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CRITERIOS DE INCLUSION

1.-Pacientes entre 0 meses y 17 afios 9 meses que hayan presentado
aislamientos bacterianos de S. pneumoniae durante el periodo comprendido de
enero de 2006 a diciembre de 2007.

2.- Expedientes completos del archivo clinico del Hospital Infantil de México
Federico GOmez correspondientes a los pacientes que presentaron aislamientos

de S. pneumoniae durante el periodo enero 2006 — diciembre 2007.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.-Expedientes clinicos con datos incompletos

2.-Cepas de aislamientos bacterianos en condiciones desfavorables para ser

trabajadas.
3.-Aislamientos bacterianos que hayan sido obtenidos de cultivos post-mortem.

3.- Cultivos en los que se haya reportado mas de un tipo bacteriano y que se haya

considerado contaminacion.
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VARIABLES
VARIABLE INDEPENDIENTE: Presencia de Pili.
VARIABLE DEPENDIENTE: Infeccion invasiva.
VARIABLES CONFUSORAS
A) Edad
B) Sexo
C) Estado inmune
D) Patologia previa
DEFINICION DE VARIABLES
1.- EDAD
Definicién: tiempo que ha vivido una persona

Definicion operacional: tiempo transcurrido del nacimiento a la fecha de

presentacion de la infeccion estudiada.

Tipo de variable: nominal

2.- SEXO

Definicion: Condicion organica masculino o femenino del ser hu6ano.
Definicion operacional: condicion masculina o femenina del paciente

Tipo de variable: nominal (femenino/masculino).

3.- DIAGNOSTICO DE BASE

Definicion: Definicion de un proceso patoldgico con el que cursa un paciente.

Definicién operacional: entidad patoldgica que fue previamente diagnosticada y

gue se encuentra en evolucion.
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Tipo de variable: nominal

4.- INFECCION COMUNITARIA

Definicién operacional: infeccion adquirida fuera del medio hospitalario.
Tipo de variable: nominal

5.- INFECCION INTRAHOSPITALARIA

Definicion: Infeccién contraida durante la estancia intrahospitalaria que no se
habia manifestado ni estaba en periodo de incubacién en el momento de
internamiento. Incluye las infecciones manifestadas 48 horas posteriores al

egreso.

Definicion operacional: Infeccion adquirida durante la hospitalizacion o que se

diagnéstica 48 hrs posterior al egreso.
Tipo de variable: nominal

6.- CRITERIOS DE = RESPUESTA INFLAMATORIA (RIS). Presencia de al
menos dos de los siguiente cuatro criterios, unos de los cuales debe ser

temperatura anormal o alteracién en la cuenta leucocitaria.'®
6.1 Alteracion en la cuenta de leucocitos

Definicién conceptual: Cuenta leucocitaria aumentada o disminuida para la edad

(no secundaria a quimioterapia) o mas del 10% de bandas.
Definicion operacional: se utilizara la definicion conceptual
Tipo de variable:nominal

6.2 Alteracion en la frecuencia respiratoria

Definicién conceptual: frecuencia respiratoria media >2SD mayor a lo establecido
para la edad o necesidad de ventilacion mecanica en un proceso agudo no

relacionado con alteraciones neuromusculares.
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Definicion operacional: se utilizara la definicidbn conceptual
Tipo de variable: nominal
6.3Alteraciones en la frecuencia cardiaca

Definicién conceptual: Frecuencia cardiaca >2DS por arriba de la media para la
edad en ausencia de estimulos externos, estimulos dolorosos, o en nifios
menores de 1 afio bradicardia(frecuencia cardiaca por debajo del percentil 10 para
la edad en ausencia de estimulos externos, dolorosos, beta bloqueadores o

enfermedad cardiaca congénita)
Definicién operacional: se utilizara la definicibn conceptual
Tipo de variable: nominal
6.4 Alteraciones de latemperatura
Definicion conceptual: presencia de temperatura > 38.5 °C 0 <36 °C.
Definicion operacional: se utilizara la definiciébn conceptual
Tipo de variable: nominal
6.5 Sépsis
Definicion conceptual: RIS en presencia o como resultado de infeccion probable.
Definicion operacional: se utilizara la definicion conceptual.
Tipo de variable: nominal

7. — INFECCION INVASIVA: Aislamiento de S.pneumoniae de sitios normalmente

estériles.

7.1 Neumonia

Definicion: inflamacién del parénquima pulmonar
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Definicion operacional: inflamacién del parénquima pulmonar, caracterizado por

iniciar de forma aguda, con fiebre, tos, taquipnea. Sindrome de condensacion.
Tipo de variable: nominal

7.2 Meningitis bacteriana
Definicion: inflamacién de las meninges secundaria a proceso infeccioso.

Definicibn operacional: inflamacion de las meninges, que se manifiesta por
sintomas meningeos y presenta alteraciones en el liquido cefalorraquideo como
pleocitosis con predominio de neutrofilos, hipoglucorraquia, presencia de

bacterias.
Tipo de variable: nominal
7.3 Peritonitis primaria

Definicion: Inflamacion  del revestimiento peritoneal del abdomen debido a
procesos infecciosos localizados fuera del abdomen y que llega a la cavidad

peritoneal por via hematdgena, linfatica o trasnmural.

Definicion operacional: inflamacion peritoneal, manifestada por fiebre, dolor
abdominal, en un paciente nefropata, hepatopata o con ascitis, que presenta >250

leucocitos/mm3 en liquido peritoneal.

Tipo de variable: nominal
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.  CRONOGRAMA

Actividad/
Tiempo

JULIO/
AGOSTO
2009

SEPT/OCT
20 09

NOV/DIC
20 09

ENE /FEB
20 10

MAR/
ABR 2010

MAY/
JUN
2010

Identificaciéon de
cepas de
S.penumoiniae
en libreta de
laboratorio de
bacteriologia

Revision de
expedientes

Recuperacion y
resiembra de
cepas

Extraccion de
ADN

Y realizacién de
PCR

Procesamiento de
informacion

Analisis y
redaccion

——
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IV. RESULTADOS.

ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Durante el periodo de estudio, se identificaron 35 pacientes con diagndéstico de
enfermedad por S.pneumoniae; de los cuales solo 28 pacientes cumplieron con
los criterios de inclusion. Se excluyeron siete pacientes; seis por no contar con
expedientes o carecer de informacion referente a los cultivos, y uno por por

tratarse de un hemocultivo postmortem con presencia de S.pneumoniae y E. coli.

La muestra final se integro por 28 pacientes, 15 (53%) hombres y 13 (47%)
mujeres. EI 20% tenian menos de 2 afios, 50%de los pacientes tenian entre 24-
59 meses y 30% eran mayores de 5 afos; presentandose el 70% de los eventos
en menores de 5 afios (Grafico 1). Presentaron algun tipo de inmunocompromiso
71%; de los cuales, el 25% cursaron con inmunodepresion secundaria a
quimioterapia antineoplasica. Ninguno de los pacientes habia recibido vacuna

antineumococica.

Con fines de comparacion se dividio a la muestra de la siguiente manera (Grafico
2)

A. El 53 % de los pacientes (15) presentaron enfermedad invasiva con

aislamiento bacteriano de S. pneumoniae de sitios estériles.

B. El 47 % de los pacientes (13) presentaron aislamiento de cepas de S.
pneumoniae de sitios considerados colonizados y sin presentar cuadro

clinico asociado a este aislamiento.
A. PACIENTES CON ENFERMEDAD NO INVASIVA.

Este grupo se integro por 13 pacientes, 53% mujeres (7), y 47% hombres(6). El
30 % tenia menos de 24 meses, 30% tenia entre 24 y 59 meses y 40% eran
mayores de 5 afos, los pacientes menores de cinco representaron el 60 %. Un

paciente (7.6%) presentaba inmunocompromiso secundario a quimioterapia
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mieloablativa por padecimiento oncologico de base, el resto se encontraba sin
ninguna alteracion inmunolégica. Los sitios de aislamientos de S. pnemoniae
fueron: cinco broncoaspirados los cuales no tuvieron relevancia clinica ni
asociacion con el diagnéstico, cuatro exudados faringeos y cuatro provenientes
de piel y tejidos blando.Ningun paciente presento datos de RIS, ni requirio
hospitaliacion. EI 100% de los aislamientos bacterianos de los pacientes de este
grupo resultaron negativos para la prueba de PCR para el gen rrgB,por lo tanto se
consideran cepas pili negativo.

B. PACIENTES CON ENFERMEDAD INVASIVA

El grupo se integro por quince pacientes, 40% mujeres (6) y 60% hombres(9).
(Tabla 1).El 60 % (9) tenia entre los 24 y 59 meses, 26% (4) eran mayores de
cinco afos y 13% (2) eran menores de dos afos, los pacientes menores de cinco

afos representaro el 73%.(Grafico 3)

Estado inmunologico: ElI 53% (8) de los pacientes se encontraban
inmunologicamente competentes y el 47% (7) con inmunosupresion secundaria;
de los cuales el 71% era secundaria a quimioterapia mieloablativa y el 29% a
terapia con esteroide a ddsis plena para manejo de sindrome nefrético (Grafico 4)

Diagndéstico de ingreso: El diagnéstico principal al ingreso fue neumonia con
53% (8), cuatro de ellos adquirida en la comunida, 2 con neumonia complicada y
2 con neumonia nosocomial temprana. Dos pacientes (13%) presento peritonitis
primaria, dos pacientes presentaron sepsis con aislamiento de S: pneumoniae en
sangre, un paciente con infeccion asociada a catéter puerto, otro con absceso de
muslo y el ultimo choque hipovolemico secundario a sangrado de tubo digestivo.
(Grafico 5)

Presencia de pili:De los 15 pacientes con enfermedad invasiva, cinco (33%)
fueron positivos para el gen rrgB, que codifica para la proteina pricipal del pili
(Grafico 6).

Los sitios de aislamiento en los pacientes con enfermedad invasiva con cepas pili
positivo fueron: tres aislamientos de hemocultivos, un aislamiento de LCR, un
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aislamiento de liquido pleural y un aislamiento de liquido peritoneal. Dos de estos
pacientes presentaron aislamientos bacterianos en dos sitios esteriles diferentes,
considerandose el diagndstico de sepsis por neumococo (Tabla 2).

FACTORES DE RIESGO PARA PRESENTAR ENFERMEDAD INVASIVA.
Se comparan los pacientes que presentaron pili vs los que no presentaron pili:
1. Factores de alto riesgo identificados:

a. Edad menor de 24 meses. En este grupo se encuentran dos
pacientes que representan el 13 %.Un pacientes con pili negativo

(6%) y un paciente con pili positivo (6%).
2. Probables Factores de alto riesgo :

a. Terapia con inmunosupresores: Siete pacientes (46%) presentaban
inmunosupresién, cinco de ellos fueron negativos para el gen rrgB

(33%) y dos pacientes positivos para el gen (13%).

b. Cardiopatia crénica: Solamente se encontro un paciente con

cardiopatia congenita compleja y con PCR positivo para el gen rrgB.

c. Fractura de craneo: Una paciente con antecedente de con

aislamiento de S. pneumoniae en hemocultivo y positivo para pili.

d. Sindrome nefrético: En estos pacientes se encuentran dos
pacientes, uno con aislamiento positivo para pili y uno con

aislamiento negativo para pili.
3. Factores de riesgo moderado:

a. Edad entre 24 y 35 meses:Tres paciente con aislamientos de S.

pneumoniae negativos para pili.

Respuesta inflamatoria sistemica.Estos datos fueron evaluados segun el
Consenso Internacional de Sepsis en Pediatria'® (Tabla 3). Los cinco pacientes

con aislamientos positivos para pili presentaron datos de RIS (100%),de los
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restantes 10 pacientes con pili negativo,seis presentaron datos de RIS ((60%)
(Grafico 7)

choque septico:Tres de cinco pacientes con aislamientos de S: pneumoniae
positivos para pili (60%) presentaron choque vs uno de 10 pacientes pacientes
con aislamiento pili negativo (10%) que presento choque septico. (Grafico 8)
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V. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, para la poblaciéon estudiada los pacientes
menores de cinco afios representaron el 75% (20) de la poblacion.El grupo
etareo mas numeroso fue el de 24-59 meses con 50% (14) del total de la muestra,
solamente el 21% (7) de los pacientes eran menores de 24 meses y de estos el

7% (2) presentaron enfermedad invasiva.

La frecuencia de enfermedad invasiva por neumococo en la poblacién estudiada
fue del 53% (15). Once de estos 15 pacientes eran menores de cinco afios, y dos
de los 15 pacientes eran menores de dos afios, o que corresponde al 7 %. Este
altimo resultado contrasta con lo resportado por otros autores que reportan una

frecuencia de enfermedad invasiva en menores de dos afios de mas del 60%.

En los pacientes sin enfermedad invasiva los aislamientos de neumococos
provenian de sitios no esteriles, por lo tanto se consideraron como colonizantes,
los dos sitios mas frecuentes fueron exudados faringeos (4) y broncoaspirados
(5) que no tuvieron relevancia clinica. Es de suma importancia mencionar que el

100% de estos aislamientos de neumococos no presento pili.

El 53 % (8) de los pacientes con enfermedad invasiva presento neumonia,el 13%
(2) peritonitis primaria y el 13% (2) sepsis por neumococo. La bibliografia refiere
que la manifestacion mas comun de enfermedad invasiva es la bacteriemia, lo cual

en nuestro grupo de estudio solo se presento en el 13%.

La inmunosupresion secundaria a medicamentos, principalmente quimioterapia,
fue el mayor factor de riesgo para enfermedad invasiva, debemos tener en
consideracion que en Hospital Infantil de México el 60% de los ingresos es de
origen oncologico por lo cual es importante que este tipo de pacientes en nuestro

hospital sean beneficiados con la vacuna contra neumococo.

En nuestro estudio identificamos por medio de PCR el gen rrgB, el cual codifica
para la proteina principal del pili del S. pneumoniae, encontrandolo en el grupo
de infecciones invasivas en el 33% de los aislamientos y en ningun aislamiento de

las enfermedades no invasivas, hallazgos similares a lo reportado por Aguiar y
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Serrano en 2008, quienes identificaron la isleta rlrA que codifica también para la
estructura del pili, la cual se encontr6 en 27% de su poblacion®®. La muestra
estudiada es pequefia, lo cual es una limitante para poder hacer correlacion
estadistica de la presencia del pili con el desarrollo de infecciones invasivas, aun
asi es evidente que ninguna cepa de neumococo proveniente de sitios

considerados colonizados presentaron pili.

En nuestro estudio valoramos clinicamente la respuesta inflamatoria sistemica a
traves de los criterios del Consenso Internacional de Sepsis en pediatria de 2005
15 con los datos de alteraciones en la temperatura, alteraciones en la cuenta
leucocitaria, alteraciones en la frecuencia cardiaca y en la frecuencia respiratoria
encontramo que el 100% de los pacientes con aislamiento de S.pneumoniae pili
positivos presentaron datos de respuesta inflamatoria sistemica, en comparacion
con los pacientes que tambien presentaron enfermedad sistemica pero con
aislamiento de neumococo pili negativo en los cuales solo el 60% presento datos
de RIS, es importante sefialar que el 100% de los pacientes sin enfermedad
invasiva no presento RIS. Como ya habiamos mencionado, el S. pneumoniae
presenta multiples factores de virulencia, siendo el principal la capsula, por lo tanto
no podemos asegurar que esta diferencia en cuanto a presencia de RIS sea
atribuible 100% a la presencia o ausencia de pilil, aun asi y aunque la muestra es
pequefia es evidente que el 100% de los pacientes pili positivo presento respuesta

inflamatoria sistemica y que 60% de estos pacientes presento choque septico.

El 100% de los pacientes no habia sido vacunado contra neumococo, ya que la
poblaciébn estudiada correponde a la era pre introduccién de la vacunacién

universal contra neumococo en ninos.
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VI.

1.

CONCLUSIONES

En este grupo de estudio el 100% de los aislamientos de S. pneumoniae
pili positivo provocaron enfermedad invasiva con datos de Respuesta
inflamatoria sistémica y el 60% de estos pacientes evolucionaron a choque

séptico.

Los aislamientos provenientes de pacientes sin enfermedad invasiva no

presentaron pili y los pacientes no desarrollaron datos de RIS.

Es de suma importancia serotipificar las cepas de S. pneumoniae para
correlacionar la presencia de pili y el desarrollo de enfermedad invasiva, lo

cual esta fuera del alcance de este trabajo.

Este es el primer estudio que describe las caracteristicas clinicas de las
infecciones ocasionadas por S. pneumoniae pili positivo en pacientes
pediatricos y los compara con las infecciones producidas por neumococos
pili negativo; sin embargo por el tamafio de la muestra es necesario
realizar un estudio que nos permita obtener una muestra significativa,
homogenea para poder determinar la asociacion entre la presencia de pilis

con enfermedad invasiva .y gravedad.
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l. TABLAS Y GRAFICAS

TABLA 1. Lista de pacientes con infecciones invasivas ocasionadas por S.
pneumoniae y caracteristicas clinicas, en el periodo comprendido de enero de
2005 a diciembre de 2007 en el HIMFG.

NO. | EDAD" | SEXO® [ ESTADO DIAGNOSTICO DE BASE DIAGNOSTICO DE
INMUNE® INGRESO

52 m 7 2 Sano Neumonia adquirida en la
comunidad

10anos | F 1 Vasculitis en estudio Sepsis por Neumococo

48 m M 1 Sindrome nefrético Peritonitis primaria por
Neumococo

23m M 2 Sano Meningitis por Neumococo

y Neumonia complicada
con derrame
paraneumonico por

Neumococo
10a M 2 Sindrome de Mdebius, Discordancia Choque mixto
5m auriculoventriicular y ventriculoarterial CIV | (cardiogénico y séptico )
36m M 1 Leucemia Mieloide Agua M5 Neumonia nosocomio

temprana no asociada a

ventilador/ chogque séptico
24m M 2 sano Neumonia complicada con
empiema por Neumococo

4 afios | M 2 Angioma venoso frontal izquierdo, Neumonia adquirida en la
paquigiria frontoparietal derecha Crisis comunidad
convulsivas
3a8m | M 1 Leucemia Linfoblastica Aguda L1 Infeccién asociada a
catéter puerto por
Neumococo
35 F 1 Histiocitosis de células de Langerhans Neumonia adquirida en la
meses comunidad
4 afios | M 1 Sindrome nefrético Peritonitis primaria
5 Celulitis lumbar derecha
meses
11 M 2 Sano Absceso en muslo derecho
afos
92 F 1 Leucemia linfoblastica aguda L2 Neumonia nosocomial
temprana
14 7 2 Epilepsia parcial sintomatica, hipoplasia Neumonia adquirida en la
meses del cuerpo calloso, microcefalia comunidad
3a 5m 7 12 Atresia de vias biliares. Sangrado de tubo
Varices esofagicas. digestivo alto.
Choque hipovolemico
Muerte

'Edad: referida en meses en pacientes menores de cinco afios (59 meses) y
referida en pacientes mayores de 5 afios.

23exo: F: femenino, M: masculino

3Estado inmune: 1: inmunocomprometido. 2: inmunocompetente.
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TABLA 2: Lista de pacientes con infecciones

Tipo de aislamiento y resultados para prueba de PCR para el gen rrgB.

invasivas ocasionadas por S.
pneumoniae en el periodo comprendié de enero de 2005 a diciembre de 2007.

NO. [ HEMO" BRONQ® L. PER® L PLE” LCR® OTROS® Gen
rrgB’
POSITIVO NO NO NO NO -
NO
POSITIVO NO NO NO NO +l
NO
POSITIVO NO POSITIVO | NO NO -
NO
NO NO NO POSITIVO | POSITIVO +
NO
NO 601D NO NO NO -
NO
POSITIVO 894 NO NO NO -
NO
NO NO NO POSITIVO | NO -
NO
NO 878 D NO NO NO -
NO
POSITIVO NO NO NO NO -
NO
POSITIVO NO NO NO NO -
NO
POSITIVO NO NO NO NO -
NO
NO NO NO NO NO POSITIVO | -
NO POSITIVO | NO NO NO -
NO
NO POSITIVO | NO NO NO -
NO
POSITIVO NO NO NO NO -
NO
'HEMO: hemocultivo periferico
BRONQ. Apirado bronquial, obtenido por aspiracion directa de canula

endotraqueal

3L.PER Liquido peritoneal
*L:PLE. Liquido pleural

°LCR. Liquido cefalorraquideo
*OTROS. Aspirado de absceso muscular
"Gen rrgB.resultado de PCR para gen rrgB. (+)positivo. (-) negativo
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TABLA 3: Datos de Respuesta Inflamatoria sitemica en pacientes con
infeccion invasiva ocasionada por S. pneumoniae.

PACIENTE | PILI' | Leucocitosis’ | Temp® | FR* | FC® TA®
+ si si si si si
+ si si si si no
+ si si no no no
+ Si Si si si no
+ Si si si si si
- si si si si si
- si si si si no
- Sl Sl si Sl no
- no no no no no
- no si si si no
- no si no no no
- si si no no no
- si si si si si
- no no no no no
- no no no no no

'PILI:Resultado de PCR para gen rrgB. (+)positivo. (-) negativo

?Leucocitosis: Sl: Cuenta leucocitaria aumentada o disminuida para la edad (no
secundaria a quimioterapia) o mas del 10% de bandas. NO: sin alteraciones en
la cuenta leucocitaria.

*Temp: SI: presencia de temperatura > 38.5 °C o <36 °C. NO: sin alteraciones en
la temperatura.

“FR: Sl:frecuencia respiratoria media >2SD mayor a lo establecido para la edad o
necesidad de ventilacion mecanica en un proceso agudo no relacionado con
alteraciones neuromusculares. NO: sin alteraciones en la frecuencia respiratoria.
°FC: SlI: Frecuencia cardiaca >2DS por arriba de la media para la edad en
ausencia de estimulos externos, estimulos dolorosos, o en nifios menores de 1
afo bradicardia(frecuencia cardiaca por debajo del percentil 10 para la edad en
ausencia de estimulos externos, dolorosos, beta bloqueadores o enfermedad
cardiaca congénita). NO: sin alteraciones en la Frecuencia cardiaca.

®TA: Disminucién de la Tensién arterial <percentil 5 para la edad o tensién
sistélica <2 SD para la edad a pesar de la administracion de bolo = 40 mlkg en
una hora.
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Grafico 3: Distribucion de pacientes por grupo de edad
de riesgo y presencia de Pili
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Grafico 5:Distribucon de pacientes con enfermedad invasiva
segun diagnasticos de ingreso
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