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1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue disefiar y estandarizar un método molecular novedoso para la deteccién

rapida y confiable de las principales bacterias causantes de infeccidn respiratoria aguda (IRA).

En la actualidad, las infecciones respiratorias bacterianas se mantienen como uno de los problemas sanitarios
con mayor morbilidad y mortalidad a nivel mundial, principalmente en nifios, adultos mayores y personas de
escasos recursos, produciendo cuadros severos y crénicos. A pesar de la importancia de realizar una deteccidn
oportuna y confiable de las principales bacterias respiratorias, muchos centros de atencién médica contindan
empleando técnicas tradicionales como el cultivo o la microscopia para la deteccién de éstos agentes infecciosos
a pesar de sus numerosas desventajas: lentitud, baja precisidn, baja sensibilidad, subjetividad, etc. Por estas
razones es necesario disefar e implementar nuevos métodos que sean confiables y eficientes para detectar a las
principales bacterias de importancia respiratoria. De los métodos moleculares actuales para la deteccién de
patégenos bacterianos, se empled la PCR en tiempo real (qPCR) debido a su eficiencia, versatilidad, confiabilidad

y sencillez.

En este trabajo se disefiaron iniciadores especificos para la deteccién de las especies bacterianas
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Moraxella catarrhalis, Complejo MTB,
Mycoplasma pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae.
Posteriormente se emplearon controles bacterianos y muestras clinicas con el fin de obtener las condiciones
Optimas para el uso de los iniciadores disefiados en una reaccion de qPCR muiltiple, se analizaron distintos kits
de PCR y mezclas de los iniciadores a distintas concentraciones. Una vez obtenidas las condiciones dptimas, se
detectaron con el equipo BioMark™, que integra la tecnologia de nanofluidos, las principales bacterias de
importancia respiratoria en 100 pacientes con IRA ingresados en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias y clasificados segin su edad y previa deteccidn a virus respiratorios. Las principales bacterias
detectadas en pacientes <15 afios fueron S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis y M. pneumoniae.
Mientras que en pacientes 215 afos las principales bacterias detectadas fueron S. pneumoniae, S, aureus, M.
catarrhalis y P. aeruginosa. En un estudio complementario se observd que las co-infecciones bacterianas
presentan a la especie S. pneumoniae como el agente mas frecuentemente asociado a otras bacterias
respiratorias, mientras que en las infecciones bacterianas-virales, los géneros virales Enterovirus/Rinovirus

fueron los mas frecuentemente asociados a bacterias respiratorias. Adicionalmente, se determiné el limite de



deteccion de éste método y se caracterizaron aquellas bacterias detectadas que no contaban con un control

positivo mediante secuenciacién Sanger.

Este trabajo cumplié con los objetivos planteados al haber logrado disefiar y estandarizar un método
molecular capaz de detectar a las principales bacterias de importancia respiratoria de una manera eficiente y
confiable. Actualmente es imperativo el disefio e implementacién de nuevas tecnologias y metodologias para el
diagndstico de agentes infecciosos con el fin de mejorar la calidad de vida de las personas afectadas y generar

nuevo conocimiento microbioldgico y molecular



2. INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) son las enfermedades infecciosas mas comunes en los seres
humanos y se mantienen como una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo,
especialmente en nifios y adultos mayores en paises en desarrollo; la neumonia por si sola causa alrededor de
dos millones de muertes a nivel mundial en nifios menores de cinco afios, convirtiéndola en la principal causa de
muerte en este grupo etario. En México, estas enfermedades son un problema importante de salud publica

debido a su alta morbilidad y mortalidad y a las considerables deficiencias en su diagndstico y tratamiento.

Las IRAs pueden clasificarse como infecciones del tracto respiratorio superior o inferior, dependiendo de las
vias aéreas involucradas y sus agentes etiolégicos principalmente son diversos virus, aunque las bacterias

también juegan un papel importante, capaces de desarrollar cuadros clinicos severos y crénicos.

Los signos y sintomas producidos por algunas bacterias respiratorias suelen ser caracteristicos, pero en
muchos otros casos, las manifestaciones clinicas se superponen y la exploracidn clinica no es suficiente para un
diagnéstico preciso. Por tal razdn, se requieren métodos de diagndstico como el cultivo, microscopia, serologia y
pruebas moleculares, como la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), para la obtencién de resultados mas

confiables.

De los métodos mencionados, la PCR es por mucho la técnica que presenta mayores ventajas respecto a las
demas, al ser la mas rapida, precisa, sensible y eficiente al momento de trabajar con un gran ndmero de
muestras clinicas. La posibilidad de implementar esta técnica de forma mdltiple, la hace ideal para andlisis

rapidos, robustos y confiables.

En el presente trabajo se disefié y estandarizé un método de PCR en tiempo real (qPCR) empleando la
tecnologia de arreglos dinamicos de nanofluidos, con el fin de detectar las principales bacterias de importancia
respiratoria en pacientes ingresados en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)

diagnosticados con infeccion respiratoria aguda.

Se disefiaron y evaluaron un total de 32 iniciadores para la amplificacidon de 16 blancos gendmicos especificos
de distintos géneros y especies bacterianas. Con estos iniciadores, se estandarizaron las condiciones ideales para

emplearlos en la qPCR multiple que integra la tecnologia de arreglos dindmicos de nanofluidos. Una vez



estandarizadas las condiciones ideales de la qPCR muiltiple, se analizaron 100 muestras clinicas correspondientes
a pacientes ingresados en el INER diagnosticados con IRA y clasificados en cuatro grupos distintos segun su edad
y previa deteccion de virus respiratorios. Se detectaron las principales bacterias respiratorias de importancia en
cada grupo de pacientes, asi como las co-infecciones bacterianas y bacterianas-virales mas frecuentes. Por
ultimo, se caracterizaron mediante secuenciacion de Sanger, aquellas bacterias detectadas que no contaban con

un control de referencia inicial para su completa identificacion.

10



3. ANTECEDENTES

3.1. Definicién y epidemiologia de las IRAs

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) se definen como el conjunto de enfermedades transmisibles del
aparato respiratorio, generalmente de etiologia viral o bacteriana, que pueden producir un espectro que
comprende desde infecciones asintomaticas o leves como el resfriado comun, hasta enfermedades graves y
fatales como la neumonia, dependiendo del patégeno causante, factores ambientales y del huésped; con
evolucién menor a 15 dias y con la presencia de uno o mds sintomas o signos clinicos como tos, rinorrea,
obstruccion nasal, odinofagia, otalgia, disfonia, respiracion ruidosa, dificultad respiratoria, los cuales pueden

estar o no acompaniados de fiebre (1, 2).

Las IRAs son un enorme problema de salud publica a nivel mundial y nacional, manteniéndose como una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad, principalmente en nifios y adultos mayores, ademas de su alto
impacto en paises en vias de desarrollo. Su prevalencia y gravedad se ven aumentadas por diversos factores:
socio-econdmicos (acceso a centros de salud, incapacidad de solventar tratamiento, incumplimiento de medidas
preventivas, etc.), médicos (diagndstico impreciso, tratamiento inadecuado o tardio, etc.) e infecciosos

(identificacidon de nuevos agentes patdgenos y desarrollo de resistencia a antibioticos).

Mientras que los agentes bacterianos o virales causantes de IRAs son especificos en cada caso, los factores
subyacentes son frecuentemente los mismos y pueden incluir mala nutricién, contaminacidn, hacinamiento y
tabaquismo. La pobreza también es un factor de riesgo, lo cual se evidencia en el desproporcionado impacto de
las IRAs en los paises en desarrollo y poblaciones vulnerables: el rango de muerte por neumonia es 215 veces

mayor en paises con bajo desarrollo econémico que en paises con alto desarrollo econdmico (3).

3.1.1. Panorama global

Las IRAs constituyen las enfermedades infecciosas mas frecuentes del ser humano, producen alrededor de

4.25 millones de muertes a nivel mundial cada afo, 1.65 millones de muertes en adultos mayores de 60 afios y

mas de medio millén de muertes en personas entre 15 y 59 afios de edad (3).

11



Tabla 1. Las diez causas principales de muerte a nivel mundial

d d Po e d|eé de S e otale
1. Enfermedad cardiaca isquémica 12.2%
2. Enfermedad cerebrovascular 9.7%
3. Infecciones respiratorias del tracto inferior 7.1%
4. Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 5.1%
5. Enfermedades diarreicas 3.7%
6. VIH/SIDA 3.5%
7. Tuberculosis 2.5%
8. Cancer de traquea, bronquio o pulmdn 2.3%
9. Accidentes de tréfico 2.2%
10. Bajo peso al nacer o nacimiento prematuro 2%

Modificado de World Lung Foundation. Acute Respiratory Infections Atlas

Tabla 2. Las diez causas principales de muerte en paises en desarrollo

Porcentaje de muertes totales

1. Infecciones respiratorias del tracto inferior 11.2%
2. Enfermedad cardiaca isquémica 9.4%

3. Enfermedades diarreicas 6.9%

4. VIH/SIDA 5.7%

5. Enfermedad cerebrovascular 5.6%

6. Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 3.6%
7. Tuberculosis 3.5%

8. Infecciones neonatales 3.4%

9. Malaria 3.3%

10. Bajo peso al nacer o nacimiento prematuro 3.2%

Modificado de World Lung Foundation. Acute Respiratory Infections Atlas
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Figura 1. Distribucién de muertes por IRAs a nivel mundial
Modificado de World Lung Foundation. Acute Respiratory Infections Atlas

Las IRAs son la principal causa de morbilidad y mortalidad en nifios menores de cinco afos de edad (figura 2).
Cada afio se presentan alrededor de 156 millones de nuevos episodios de neumonia en menores de cinco afios a
nivel mundial, mdas del 95% de estos episodios se presentan en paises en desarrollo. De todos estos casos, 8.7%
son suficientemente severos para requerir admision hospitalaria. Se estima que se producen 1.4-2.2 millones de
muertes por neumonia anualmente en nifios menores de cinco afios de edad a nivel mundial (alrededor del 20%
de todas las muertes), principalmente en las regiones africanas y del sureste asiatico (figura 3 y 4)(4-7). De igual

manera, las IRAs son la principal causa de asistencia hospitalaria en el mundo.
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Figura 2. Principales causas de muerte en niflos menores de cinco afios a nivel mundial
Modificado de: World Lung Foundation. Acute Respiratory Infections Atlas
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Figura 3. Incidencia de neumonia en nifios por pais
Modificado de Epidemiology and etiology of childhood pneumonia, Rudan I.
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Figura 4. Distribucion de muertes por neumonia y otras causas en niflos menores de cinco afios por region de la OMS
AFR, Regidn Africana; AMR, Regidn de las Américas; EMR, Region Oriental Mediterranea; EUR, Regidn Europea; SEAR,
Regidn del Sureste de Asia; WPR Regidn Occidental del Pacifico.
Modificado de Epidemiology and etiology of childhood pneumonia, Rudan I.

3.1.2. Panorama nacional

En México, las principales causas de morbilidad a todas las edades son las relacionadas a IRAs, reportandose

anualmente cerca de 27 millones de infecciones, cerca de la mitad de éstas en menores de diez afios de edad

(8).

Se estima que tres de cada cuatro consultas que se otorgan en los servicios de salud para atender
enfermedades infecciosas, corresponden a padecimientos respiratorios agudos. El 90% de los casos que se
notifican afectan vias respiratorias superiores y solamente el 10% a vias respiratorias inferiores, como en el caso
de la neumonia y bronconeumonia. Las IRAs se ubican entre las diez principales causas de muerte en la
poblacién general y dentro de las tres primeras causas de muerte entre los menores de cinco afios. La mayor
incidencia y letalidad de las IRAs se presenta en el grupo infantil y preescolar, en el que la neumonia es

responsable del 85% de las defunciones (9).
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En México, las IRAs constituyen la primera causa de morbilidad e ingreso hospitalario en los menores de
cinco anos de edad, con una frecuencia de 13 episodios por cada 100 consultas médicas. Asimismo, ocurren
entre dos y cuatro episodios de IRA al afio por nifio, aquellas de origen viral representan un alto porcentaje de la

consulta y hospitalizacidon. Una proporcion de estas infecciones puede complicarse con neumonia grave (9, 10).

Hasta el afio 2012, se ha logrado disminuir la mortalidad por neumonias en un 80% en relacion a la tasa de
1990 gracias a intervenciones costo-efectivas como la introduccidn de las vacunas antineumocdcica y Hib
(Haemophilus influenza tipo b) en el esquema bdsico de inmunizaciones, suministracion de micronutrientes
como la Vitamina A en Semanas Nacionales de Salud, ademas de favorecer las medidas preventivas (lavado de
manos, alimentacidon adecuada y la promocion de lactancia materna). Sin embargo, vemos contrastes en la
expresién de la morbilidad y mortalidad por infecciones respiratorias agudas entre las entidades federativas, en
donde se ha identificado mayor vulnerabilidad relacionada a falla en la identificacién de signos de alarma y
factores de mal prondstico, diagndsticos tardios, tratamientos innecesarios o inoportunos en lo relacionado a

antimicrobianos, con las consecuentes complicaciones e incremento de la mortalidad (2).

En 2010, se presentaron un total de 2,377 muertes debido a IRAs en menores de cinco afios a nivel nacional,
lo que representd un descenso en la tasa de mortalidad en este grupo poblacional a causa de esta enfermedad

de un 12.17%, durante el periodo 2000 a 2010 (figura 5)(2).

40
s
30
.
g
£
g2
'3 =@~ Nacional =—Lineal (Macional)
L]
15
8
10
5
a !
- o © o P~ 2
g 8 g 8 2 g g 8 g g g
o~ o ™~ o~ o~ o~ ™~ o~ o~ o~

Afio

Figura 5. Tasa de mortalidad en menores de cinco afios por IRAs; México 2000-2010.
*Tasa observada por 100,000 menores de cinco afios. Fuente: Manual de Enfermedades Respiratorias 2012 Prevencion,
diagndstico y tratamiento
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A pesar de la disminucién en la mortalidad a causa de IRAs en menores de cinco afios comentada en lineas
previas, esta patologia se ubica actualmente dentro de las tres principales causas de muerte en este grupo de
edad. En 2010, la media de las defunciones a nivel nacional fue de aproximadamente 14.63 muertes por 100 mil

menores de cinco afos (2).

3.2. Clasificacion de las IRAs

Las infecciones respiratorias agudas se clasifican como Infecciones Respiratorias del Tracto Superior (IRTS) e
Infecciones Respiratorias del Tracto Inferior (IRTI) dependiendo de las vias aéreas involucradas. El tracto
respiratorio superior consiste en las vias aéreas desde las fosas nasales hasta las cuerdas vocales en la laringe,
incluyendo los senos paranasales y el oido medio. El tracto respiratorio inferior incluye la continuacién de las
vias aéreas desde la traquea y los bronquios hasta los bronquiolos y alveolos. Las IRAs no estdn confinadas al
tracto respiratorio y pueden tener efectos sistémicos debido a la posible extensién de la infeccién o de las

toxinas microbianas, a la inflamacién y a la funcién pulmonar reducida (11).

3.2.1. Infecciones Respiratorias del Tracto Superior

Las IRTS son las enfermedades infecciosas mas comunes en el ser humano. Estas incluyen a la rinitis
(resfriado comun), sinusitis, infecciones del oido, faringitis aguda, epiglotitis y laringitis; de las cuales, las
infecciones del oido y la faringitis causan las complicaciones mas severas (sordera y fiebre reumatica aguda,
respectivamente). La gran mayoria de las IRTS tienen una etiologia viral, mientras que las bacterias son menos
frecuentes. Debido a que las IRTS son auto-limitadas, sus complicaciones son mas importantes que la infeccién.
Las infecciones agudas virales predisponen a los infantes a infecciones en los senos nasales y en el oido medio,
asimismo, la aspiracidon de secreciones y células infectadas pueden resultar en una infeccién del tracto

respiratorio inferior (11).

La mayoria de las IRTS suelen desarrollarse con una baja severidad y en un periodo de tiempo corto, y son
atendidas por lo general de forma ambulatoria o por médicos familiares; y aunque la mayoria de estas
infecciones tienen una etiologia viral, un alto porcentaje son tratadas con antibiéticos (12). Aunque pueden
producir enfermedad grave, por lo general estas infecciones son leves y su importancia radica en la alta

incidencia a todas las edades y el riesgo de complicaciones. En nifios menores de 5 afios de edad se pueden
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presentar de 3 a 11 episodios de IRTS por afio y son mas frecuentes en el primer afio de vida. En los adultos

disminuye esta incidencia a la mitad (8).

Por lo general este tipo de infecciones tienen predominio estacional a finales de otofio, invierno y a principios
de primavera. Esta relacién se explica por varios factores, todos ellos relacionados con el clima frio de estas
fechas, asi como la mayor convivencia con personas enfermas y la disminucidn de la temperatura en el epitelio
nasal, que inhibe las defensas respiratorias contra la infeccion como el aclaramiento mucociliar y la actividad

fagocitica de los leucocitos (8).

3.2.2. Infecciones Respiratorias del Tracto Inferior

Las IRTI son un problema de salud publica persistente y profundo. Estas producen una mayor carga de
enfermedad a nivel mundial que la infeccidon por VIH, la malaria, el cancer o los ataques al corazén y producen
una mayor morbilidad y mortalidad que cualquier otra infecciéon. Ha habido poco cambio en la mortalidad
debida a IRTI durante mds de cinco décadas. La evolucidn de una IRTlI depende de la virulencia del

microorganismo y la respuesta inflamatoria del pulmén (13).

Las IRTI mas comunes en los nifios son la neumonia y la bronquiolitis (11). La neumonia no tiene solamente
un efecto inmediato durante la infancia, también puede producir funcion pulmonar alterada en la adultez. Un
estudio publicado por Nair, et al, reporta que en el afo 2010 se presentaron alrededor de 12 millones de
admisiones por ALRI severa y tres millones por ALRI muy severa; 96% de estos episodios fueron en paises en
desarrollo. Sin embargo, aunque el 62% de los niflos con ALRI severa fueron admitidos en un hospital, 81% de las

muertes ocurrieron fuera del hospital, con casi 99% de las muertes en paises en desarrollo (14).
3.3.Etiologia de las IRAs

Los virus respiratorios son los agentes causantes mads frecuentes de IRAs, siendo responsables de
aproximadamente 75% de ellas (15), mientras que las bacterias por lo general son menos prevalentes. Sin

embargo, éstas ultimas frecuentemente dan lugar a infecciones crénicas importantes y la presentacidon de

cuadros clinicos severos.
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A continuacidn se mencionan los principales microorganismos causantes de IRAs:
3.3.1. Infecciones respiratorias del tracto superior (IRTS)

Los virus mas predominantes en nifios son: virus sincitial respiratorio (VSR), rinovirus (RV), virus parainfluenza
(VPI), virus influenza (VI), enterovirus (EV), adenovirus (AV), metapneumovirus humano (MPVh) y coronavirus
humano (CVh) (16, 17). Mientras que en adultos, los virus mas cominmente detectados son: VSR, RV, VI, VPl y

CVh (3, 18).

Por otro lado, las especies bacterianas mds frecuentes en nifios y adultos son: Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis y Staphylococcus aureus (19, 20).

A continuacidn se presenta una tabla que relaciona las IRTS mds importantes con sus agentes etioldgicos mas

frecuentes:

Tabla 3. Principales agentes etioldgicos de las enfermedades respiratorias agudas del tracto superior

Enfermedad respiratoria Agentes etioldgicos Enfermedad respiratoria Agentes etioldgicos

Virus sincitial respiratorio
Virus influenza

Rinovirus (50%) Virus parainfluenza
Virus influenza (10-30%) Enterovirus
. , Coronavirus (10-15%) . Rinovirus
Resfriado comun : - ] . Otitis )
Virus sincitial respiratorio (5%) S. pneumoniae (38%)
Virus parainfluenza (5%) Haemophilus influenzae (27%)
Streptococcus pyogenes Moraxella catarrhalis (10%)

S. pyogenes (3%)
Staphylococcus aureus (2%)

Rinovirus (5%)
Coronavirus (5%)
Adenovirus (4%)

Virus influenza

Rinovirus (15%)
Virus influenza (5%)
Virus parainfluenza (3%)
S. pneumoniae (30-40%)
H. influenzae (20%)
M. catarrhalis (8-20%)
S. aureus (4%)

S. pyogenes (2%)

Faringitis Virus parainfluenza Sinusitis
S. pyogenes (15-30%)
Neisseria gonorrhoeae
Chlamydophila pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

Rinovirus (25-29%) H. influenzae
Laringitis Virus influenza (28-35%) Epiglotitis S. pneumoniae
Virus parainfluenza (85-90%) S. aureus
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Adenovirus (22-35%) S. pyogenes

M. pneumoniae (37%) Klebsiella pneumoniae

C. pneumoniae (30%) Pseudomonasmyo aeruginosa

S. pyogenes (19%)
Virus parainfluenza (28%)
Virus sincitial respiratorio (4%)
Laringotraqueobronquitis Virus influenza (3%)
Adenovirus

M. pneumoniae (2%)

Fuente: Ramos,Infectologia Clinica (8), Mandell, principles and practice of infectious diseases (21)

3.3.2. Infecciones respiratorias del tracto inferior (IRTI)

Los virus mas comunes en nifios con IRTI son: VSR, VI, RV, VPI, MPVh y AV(4, 22, 23). Entretanto en adultos,

los virus detectados con mayor frecuencia son: RV, EV, VI, VSR, VPI, AVy CV (24, 25).

En el caso de las bacterias causantes de IRTI en nifios, las especies mds prevalentes son: S. pneumoniae, H.
influenzae, M. catarrhalis, S. aureus, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (4, 6, 26). Mientras que
en adultos, S. pneumoniae, H. influenzae y S. aureus son las especies mas frecuentes (3). Por otro lado, existen
especies bacterianas menos frecuentes pero de gran importancia debido a los cuadros y complicaciones que

pueden provocar. Entre ellas se encuentran: Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, y especies

del género Legionella sp. (27, 28).

A continuacién se presenta una tabla que relaciona las IRTI mas importantes con sus agentes etiolégicos mas

frecuentes:

Tabla 4. Principales agentes etioldgicos de las enfermedades respiratorias agudas del tracto superior

Enfermedad respiratoria Agentes etioldgicos

Virus influenza (75-93%)
Adenovirus (45-90%)
Rinovirus (32-60%)
Bronquitis aguda Coronavirus (10-50%)
Virus parainfluenza (20-45%)
Mycoplasma pneumoniae
Bordetella pertussis

Virus sincitial respiratorio (40-80%)
Virus parainfluenza (5-15%)
Adenovirus (3-10)
Rinovirus (3-8%)

Bronquiolitis
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M. pneumoniae (1-7%)

Virus sincitial respiratorio
Virus parainfluenza
Virus influenza
Adenovirus
Streptococcus pneumoniae (7-36%)
Neumonia aguda Haemophilus influenzae (8-12%)
Staphylococcus aureus (1%)
M. pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Legionella pneumophila

Fuente: Ramos,Infectologia Clinica (8), Mandell, principles and practice of infectious diseases (21)

3.3.3. Bacterias causantes de IRAs (29, 30)

3.3.3.1. Bordetella pertussis.

Perteneciente a la familia Alcaligenaceae. Cocobacilo gramnegativo diminuto (0.5 a 1 um) con capsula.
Aerobio estricto no movil. Crecimiento lento (3 a 7 dias) en medio especial. La hemdlisis de medio que contiene
sangre se relaciona con B. pertussis virulento. La fase hemolitica y virulenta se debe a la produccién de la toxina

pertussis.

Factores de virulencia. La hemaglutinina filamentosa (FHA) es una proteina de superficie que media la

adherencia a las células epiteliales ciliadas, estimula la liberacion de citocinas e interfiere con las respuestas
inmunitarias Tyl. La toxina pertussis (PT) es el principal factor de virulencia de B. pertussis, favorece la
linfocitosis y produce sensibilizacion a la histamina. Ambas son proteinas secretadas y se encuentran fuera de las
células de B. pertussis. El lipopolisacarido presente en la pared celular también es importante como causa de
lesidn de las células epiteliales del sistema respiratorio superior. Otras toxinas: citotoxina traqueal (TCT. Tdxica

para las células ciliadas del epitelio de la trdquea) y adenilato ciclasa (AC. Formadora de poros).

Patogenia. B. pertussis sobrevive sélo durante breves periodos fuera del hospedero humano. No hay
vectores. La transmisidn en gran parte es por la via respiratoria de casos en etapas iniciales. El microorganismo
se adhiere a la superficie epitelial de la trdquea y los bronquios y se multiplica rapidamente e interfiere en la
accion ciliar. La bacteria libera las toxinas y las sustancias que irritan las células de la superficie produciendo tos

y linfocitosis intensas. Mas tarde, puede haber necrosis de partes del epitelio e infiltracion por
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polimorfonucleares con inflamacién peribronquial. Los invasores secundarios como estafilococos o H. influenzae

pueden originar neumonia bacteriana.

Manifestaciones clinicas. B. pertussis produce tos ferina. Después de un periodo de incubacidn sobreviene la

etapa catarral (tos leve y estornudos) en la cual el paciente es muy contagioso. Posteriormente, en la etapa
paroxistica, la tos desarrolla su cardcter explosivo y el caracteristico "coqueluche" con la inhalacidn. Esto lleva al
agotamiento rapido y puede acompafiarse de vomito, cianosis y convulsiones. El coqueluche vy las
complicaciones principales se presentan generalmente en los lactantes; la tos paroxistica predomina en los
nifios mayores y en los adultos. Pocas veces la tos ferina se acompafia de complicaciones graves vy
potencialmente mortales como la encefalitis. Por ultimo, en la fase convaleciente, el paciente se recupera al

disminuir la duracién e intensidad de la tos (31).

Pruebas de diagndstico. El cultivo de muestras nasofaringeas es el “estandar de oro” para la deteccion de B.

pertussis, pero el organismo es fastidioso y de lento crecimiento, haciendo el cultivo un método lento y poco
sensible. De igual manera, la sensibilidad de esta técnica se ve considerablemente afectada por factores como la

progresion de la enfermedad y el incremento en la edad del paciente (31, 32).

Estudios han demostrado que la PCR posee de dos a cuatro veces mas probabilidad de detectar a B. pertussis
de forma rapida y correcta en comparacion que el método por cultivo. Al disefiar un ensayo de PCR, deben
incluirse sensibilizadores tanto para B. pertussis como para B. parapertussis. Entre los blancos gendmicos
empleados para la deteccién de B. pertussis mediante PCR se encuentra la secuencia de insercién /5481, la cual
presenta 238 copias dentro del genoma de B. pertussis y ninguna dentro del genoma de B. parapertussis (31, 33-
36). Sin embargo, esta secuencia de insercion presenta de ocho a diez copias en el genoma de la especie
bacteriana B. holmesii, la cual es un patdgeno respiratorio oportunista en pacientes inmunocomprometidos (31,
37) y en algunos aislados de la especie B. bronchiseptica, que infecta principalmente a animales como perros,
gatos, cerdos, conejos y raramente en seres humanos que presentan condiciones subyacentes como asplenia y

sindrome de inmunodeficiencia adquirida (31, 36, 38).

Epidemiologia. La tos ferina es endémica en casi todas las regiones densamente pobladas del mundo, se
presentan de 20 a 40 millones de casos anualmente y de 200,000 a 400,000 muertes (32, 39) y también se
presenta en forma intermitente en brotes cada tres o cinco afios (31, 39). La fuente de la infeccidn suele ser un

paciente en las primeras etapas catarrales de la enfermedad. Es considerable la contagiosidad y fluctia de 30 a
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90%. Casi todos los casos se presentan en niflos menores de cinco afios; la mayor parte de las muertes (70%)

ocurre durante el primer afio de vida.

El control de la tos ferina se basa principalmente en la inmunizacion activa adecuada de todos los lactantes.
Aunque la incidencia de esta enfermedad ha disminuido gracias a la vacunacidén extensiva a nivel mundial, la tos
ferina ha re-emergido especialmente en niflos menores de cinco meses de edad y también en mayores de 10
afios en la Ultima década. Esto se puede deber a diversos factores, entre los que se encuentran la adaptacién de
distintas cepas de B. pertussis a la inmunidad inducida por las vacunas y una proteccién incompleta debida a la
expansion de cepas que son antigénicamente distintas de aquellas consideradas en el sistema de vacunacion
(cambios alélicos en genes que codifican para factores de virulencia FHA y PT). Ademas, los cambios en la
definicidn del cuadro clinico y el perfeccionamiento en las técnicas de deteccion y reporte de resultados, puede

resultar en una mayor incidencia de infecciones por B. pertussis (35, 36).

El ndmero de casos reportados se ha incrementado en los Estados Unidos desde 1980 y este
comportamiento se ha presentado en otras partes del mundo a pesar de las campafas de vacunacién masivas
(31, 39) La siguiente figura muestra la incidencia por grupo de edad desde el afio 1990 hasta el afio 2099 en
Estados Unidos. Los indices mds altos se presentan en nifios menores de un afio, pero la proporcién de

adolescentes y adultos ha crecido en los ultimos afios.
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Figura 6. Incidencia de casos de B. pertussis en EU desde 1990 en distintos grupos etarios

Modificado de Pertussis: relevant species and diagnostic update, Leber AL.
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3.3.3.2. Bordetella parapertussis

Segunda especie en importancia dentro del género Bordetella sp. Este microorganismo puede producir
enfermedad similar a la tos ferina pero en general es menos grave. La infeccidon suele ser asintomatica y se
presenta en aproximadamente 2-20% de los casos de enfermedad similar a tos ferina (31). B. parapertussis se

multiplica con mayor rapidez que B. pertussis pero no produce la toxina pertussis.

Entre los blancos genédmicos empleados para la deteccidn de B. parapertussis mediante PCR se encuentra la
secuencia de insercién /S1001, la cual cuenta con 22 copias dentro del genoma de B. parapertussis y ninguna
dentro del genoma de B. pertussis (34, 36). Esta secuencia de insercién se presenta también en el genoma de la

especie B. bronchiseptica (31, 36, 38).

3.3.3.3. Chlamydophila pneumoniae

Bacteria gramnegativa perteneciente a la familia Chlamydiaceae. Carece de los mecanismos para la
produccién metabdlica y no pueden sintetizar ATP. Esto la limita a una vida intracelular, multiplicandose en el
citoplasma de las células del hospedero por medio de un ciclo vital caracteristico, donde la célula hospedadora
elabora productos intermedios con abundante energia. Por lo tanto, las “clamidias” son parasitos intracelulares

estrictos.

Ciclo de desarrollo. La particula infecciosa estable en el ambiente es una célula pequefia llamada cuerpo

elemental o EB (elementary body). Mide casi 0.3 um de didmetro y tiene un nucleoide electrodenso. Las
proteinas de la membrana del EB poseen grandes enlaces cruzados. Los EB tienen gran afinidad por las células
epiteliales del hospedero y penetran en ellas con rapidez. Al parecer cuentan con numerosas adhesinas,
receptores y mecanismo de entrada. Entre las adhesinas mds importantes se encuentran la proteina principal de
la membrana externa (MOMP, major outer membrane protein), la MOMP glucosilada y otras proteinas de
superficie. Los mecanismos que se cree median la entrada a la célula del hospedador también son variados. Los
EB por lo general se observan adheridos cerca de la base de las microvellosidades, donde son fagocitados por la
célula hospedera. Al parecer funcionan varios mecanismos: endocitosis mediada por receptores en agujeros
revestidos y pinocitosis a través de agujeros sin revestimiento. La fusidn lisosdmica es inhibida, lo cual crea un
entorno protegido rodeado por la membrana alrededor de la clamidia. Poco después de entrar en la célula

hospedera, los puentes disulfuro de las proteinas de la membrana del EB ya no tienen enlaces cruzados y el EB
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se reorganiza para formar una estructura mas grande llamada cuerpo reticulado o RB (reticulate body), que mide
entre 0.5 y 1 um y carece de un nucleoide electrodenso. Dentro de la vacuola limitada por la membrana, el RB
crece y se divide en repetidas ocasiones por medio de fisién binaria. Finalmente la vacuola se llena de cuerpos
elementales derivados de cuerpos reticulados para formar una inclusién citoplasmatica. Los EB recién formados

abandonan la célula hospedadora e infectan a otras células. El ciclo de desarrollo tarda entre 24 y 48 horas.

Metabolismo. Algunas clamidias tienen metabolismo endégeno como otras bacterias. Liberan CO, a partir de
glucosa, piruvato y glutamato. Ademds contienen deshidrogenasas. Sin embargo, necesitan a la célula
hospedadora para llevar a cabo sus actividades biosintéticas. Numerosos antibacterianos inhiben la proliferacion
de la clamidia. Los inhibidores de la pared celular como penicilinas y cefalosporinas provocan la formacién de
variedades con defectos morfolégicos pero no son eficaces en las enfermedades clinicas. Los inhibidores de la
sintesis de proteinas (tetraciclinas, eritromicina) son efectivos en la mayor parte de las infecciones clinicas. C.
pneumoniae produce inclusiones intracitoplasmaticas que carecen de glucdgeno. Por lo general es resistente a
las sulfonamidas. Genera infecciones respiratorias en los seres humanos, quienes son su Unico hospedador

conocido.

Caracteristicas de la relacidon hospedador-parasito. Una caracteristica biolégica destacada de la clamidosis es

el equilibrio que a menudo alcanzan el hospedador y el parasito, con lo que la infeccidn persiste durante un
tiempo prolongado. En el hospedador natural de estos microorganismos, la regla es la infeccién subclinica y la
excepcion es la enfermedad manifiesta. El hospedador infectado constantemente produce anticuerpos contra
diversos antigenos de las clamidias. Estos anticuerpos tienen un efecto protector minimo contra la reinfeccion.

El microorganismo persiste en presencia de una concentracion elevada de anticuerpos.

Manifestaciones clinicas. La mayor parte de las infecciones por C. pneumoniae es asintomdtica o causa

enfermedad leve, pero también se han publicado algunos casos de enfermedades graves. C. pneumoniae es
capaz de producir pneumonia en humanos. No existen signos o sintomas que permitan distinguir de manera
especifica la infeccién por C. pneumoniae de la que causan muchos otros microorganismos. Se acompana de
problemas en las vias respiratorias tanto superiores como inferiores. Con frecuencia se trata de faringitis. Otras
veces son sinusitis y otitis media acompafiadas de problemas de las vias respiratorias inferiores. La enfermedad
primaria que se diagnostica con mayor frecuencia es una neumonia atipica similar a la que causa Mycoplasma

pneumoniae.
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Diagnéstico. El cultivo y la serologia son los métodos de diagndstico tradicionales para ésta bacteria y cada
método tiene sus limitaciones. El uso de la técnica de cultivo para el aislamiento e identificacién de C.
pneumoniae es lenta, costosa y poco sensible debido a que es necesario que el microorganismo se mantenga
viable para una deteccidn apropiada. Por otro lado, la serologia también es limitada ya que provee Unicamente
un diagndstico retrospectivo al no ser capaz de diferenciar entre una infeccién previa, una aguda o una crdnica
(40). Varios estudios han demostrado que la técnica de PCR es mas rapida, sensible y especifica para detectar a
este microorganismo en muestras respiratorias, biopsias pulmonares y sangre (41). Varios estudios emplean el
gen ompA para la deteccion especifica de esta especie bacteriana, el cual codifica para una proteina de

membrana (major outer membrane protein)(40, 41).

Epidemiologia. La infeccidn por C. pneumoniae es frecuente. Alrededor de 10% de las neumonias adquiridas
en la comunidad en personas jovenes se cree que son causadas por C. pneumoniae, asi como el 5% de los casos
de bronquitis y faringitis. En el mundo, aproximadamente 50% de las personas de 20 afios de edad tiene
anticuerpos contra C. pneumoniae, asi como el 70-80% de las personas de 60-70 afios de edad (41, 42). Muy
pocos niflos pequefios tienen anticuerpos, pero después de los seis a ocho afios, la prevalencia de los
anticuerpos aumenta hasta la madurez. La infeccién es tanto endémica como epidémica y se han atribuido
varios brotes a C. pneumoniae. No se conoce un reservorio animal y se supone que se transmite de persona a

persona, principalmente por via aérea.

3.3.3.4. Chlamydophila psittaci

Es una bacteria muy similar a C. pneumoniae: Gramnegativa, parasito intracelular estricto y con un idéntico
ciclo de desarrollo, metabolismo y caracteristicas de la relacién hospedador-parasito. El término “psitacosis” se
aplica a la enfermedad por C. psittaci en seres humanos adquirida por el contacto con aves y ademas a la
infeccidon psitaciforme (pericos, cacatuas, etc.). En los seres humanos, C. psittaci genera un espectro de
manifestaciones clinicas que varian desde una infeccién leve y asintomdtica hasta neumonia grave con

septicemia y una mortalidad elevada.

Patogenia y patologia. El microorganismo entra a través del aparato respiratorio, aparece en la sangre en las

primeras dos semanas de la enfermedad y en el esputo una vez que penetra en los pulmones. La psitacosis

provoca inflamacidon con forma de placas de los pulmones donde se delimitan las areas consolidadas. Los
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exudados son basicamente mononucleares. En los bronquiolos y bronquios los cambios son minimos. Las

lesiones son similares a las que se observan en la neumonitis causada por ciertos virus y micoplasmas.

Manifestaciones clinicas. La aparicidn repentina de una enfermedad similar a la influenza o a una neumonia

bacteriana en una persona que tiene contacto con aves sugiere la posibilidad de psitacosis. Esta enfermedad se
presenta como una infeccion aguda de las via respiratorias similar a la infeccion por el virus influenza, lo cual
puede ser malinterpretado con consecuencias fatales. El periodo de incubacién es en promedio de 10 dias. El
inicio casi siempre es repentino con malestar general, fiebre, tos seca, anorexia, disfagia, fotobia y cefalea
intensa. En algunos casos la enfermedad no evoluciona y el paciente mejora en unos cuantos dias; en otros,
aparecen signos y sintomas de neumonia bronquial al final de la primera semana. A menudo las manifestaciones
clinicas son similares a la influenza, neumonia no bacteriana o fiebre tifoidea. La mortalidad es de hasta 20% en

los casos que no reciben tratamiento, en especial en ancianos.

Diagnédstico. El cardcter de parasito intracelular obligado de esta bacteria presenta grandes inconvenientes al
intentar detectarla mediante las técnicas tradicionales como cultivo y serologia. Por esta razdén, la
implementacion de métodos moleculares de deteccidon ha ofrecido mejoras significativas para el diagndstico

(43).

Epidemiologia. Los brotes en seres humanos ocurren cuando existe contacto cercano y continuo entre
personas y aves infectadas que excretan o desechan grandes cantidades de microorganismos infecciosos a
través de sus heces. Otro método de infeccién es manejar tejidos infectados y por la inhalacién de un aerosol
infectado. A la fecha se reportan 100 a 200 casos de psitacosis por afio. Algunas cepas de C. psittaci son muy
contagiosas y constituyen un riesgo para personal de laboratorio que procesa muestras para el aislamiento de C.

psittaci. Es poco comun la transmisién de persona a persona.
3.3.3.5. Haemophilus influenzae

Bacteria polimorfa gramnegativa de la familia Pasteurellaceae. Se puede presentar como cocobacilos cortos
(1.5 um) en pares o en cadenas cortas, o bacilos largos, dependiendo de su edad y condiciones de crecimiento.

Las cepas mas virulentas tienen una cdpsula de polisacdrido, mientras que las especies no encapsuladas, no son

virulentas. H. influenzae tipo b (Hib) es un microorganismo patégeno en el ser humano, se detecta en las
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mucosas de las vias respiratorias altas, es una causa importante de meningitis en los nifios y puede causar

infecciones respiratorias en nifios y adultos.

Estructura antigénica. H. influenzae encapsulado puede contener seis serotipos distintos (a-f) con base en el

antigeno capsular de polisacarido. El antigeno capsular de tipo b es un fosfato de polirribosa-ribitol. Los
polisacaridos de superficie estdan sumamente relacionados con la virulencia. Por otro lado, H. influenzae no
encapsulado (por ende, sin posibilidad de tipificacién), no es virulento y sélo puede clasificarse a través de
diversos esquemas de determinacién basados en las proteinas de la membrana externa y otros factores, pero no

tiene asociacion conocida con virulencia.

Patogenia. H. influenzae no produce exotoxinas. El microorganismo no encapsulado es un miembro regular
de la microflora respiratoria normal del ser humano, donde representa alrededor del 10% (44). La adhesion a las
células del epitelio respiratorio estd mediada por los pilis y las proteinas de la membrana externa. Es posible
observar que H. influenzae invade el espacio entre las células del epitelio respiratorio y vive algin tiempo entre y
debajo de ellas. Una vez que atraviesa la barrera de la mucosa, la capsula previene la fagocitosis cuando no hay
anticuerpos anticapsulares especificos. La capsula de fosfato de polirribosa de H. influenzae tipo b es el principal
factor de virulencia. La frecuencia de estado de portador en las vias respiratorias altas para H. influenzae tipo b
es de 2 a 4%. La tasa de portador para H. influenzae no tipificable es 50 a 80% mas alta. H. influenzae tipo b
produce meningitis, neumonia, epiglotitis, celulitis y a veces otras formas de infeccidn invasiva. H. influenzae no
tipificable tiende a producir bronquitis crdnica, otitis media, sinusitis y conjuntivitis después de la destruccion de

los mecanismos de defensa normales del hospedador.

Manifestaciones clinicas. H. influenzae tipo b entra a través del sistema respiratorio. Puede haber una

diseminacion local con afectacion a los senos paranasales o el oido medio. H. influenzae tipo b y los neumococos
son dos de los microorganismos mds frecuentes de otitis media bacteriana y sinusitis aguda. A veces se presenta
una laringotraqueitis obstructiva fulminante en los lactantes que obliga a una traqueostomia inmediata o
intubacién como procedimiento para salvar la vida del paciente. La neumonitis y la epiglotitis por H. influenzae
pueden presentarse después de infecciones respiratorias altas en los nifios pequefios y en personas mayores o

debilitadas. Los adultos pueden tener bronquitis o neumonia a consecuencia de H influenzae.

Epidemiologia. H. influenzae es un patdgeno estrictamente humano y no tiene fuentes animales o

ambientales conocidas. Se le puede encontrar en la flora nasofaringea normal de 20 a 80% de las personas
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sanas, dependiendo de la edad, temporada del afio y otros factores (45). La mayoria de estos bacilos no tienen
capsula, pero las cepas encapsuladas, incluyendo el Hib, no son raras. El contagio ocurre por gotas respiratorias.
Antes de la introduccién de vacunas eficaces, aproximadamente 1 de cada 200 nifos desarrollaba enfermedad
invasiva para la edad de cinco afios, actualmente, la incidencia se ha reducido en 99%. Los casos de epiglotitis y
neumonia tienden a alcanzar un maximo en el grupo etario de dos a cinco afios. Mas del 90% de estos casos se

deben a un solo serotipo, el Hib.

Diagnéstico. Los métodos mdas empleados para la deteccion de H. influenzae, son pruebas seroldgicas que
detectan altas concentraciones de polisacarido especifico de H. influenzae tipo b. Estas pruebas de deteccién de
antigeno por lo general no son mas sensibles que una tincion de Gram. La existencia de cepas multirresistentes
representa también un grave problema de diagndstico para los laboratorios, debido a que el uso indiscriminado
de los antibidticos predispone a la bacteria a sufrir cambios genéticos y estructurales que impiden su
aislamiento en el laboratorio y que, ademas, la llevan a presentar perfiles de multirresistencia generados por la
misma presidn selectiva a la que se somete. El serotipo se identifica mediante coaglutinacion. Sin embargo,
como H. influenzae sufre variacién antigénica, pueden reportarse cepas encapsuladas con fenotipos no
tipificables, debido a que éstas pueden portar los genes para la expresién de la cdpsula pero, bajo alguna
presién ambiental selectiva, este antigeno de superficie no se procesa y no se detecta en la superficie,
escapando a su diagndstico seroldgico (46). Debido a estas razones, la deteccién por PCR ofrece numerosas
ventajas frente a los métodos mencionados. Entre los blancos gendmicos empleados para la deteccidén de esta

bacteria se encuentra el gen pilA (47).

3.3.3.6. Klebsiella pneumoniae

Bacilo gramnegativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae cuyo habitat natural es el intestino del ser
humano y de los animales. Suele comportarse como patdgeno oportunista. Presenta capsula de polisacarido de
gran tamafio y ausencia de motilidad. La resistencia a antibidticos representa un problema serio en esta especie
bacteriana, especialmente la creciente prevalencia de cepas productoras de beta-lactamasas de amplio espectro

(48).

Estructura antigénica. Poseen antigenos somaticos O (lipopolisacaridos) que se encuentran en la parte mas

externa de la pared celular y antigenos capsulares K (polisacaridos) que forman grandes cdpsulas que recubren
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a los antigenos somaticos. Se conocen alrededor de 77 serotipos capsulares (49). Las infecciones del sistema

respiratorio en seres humanos se originan sobre todo por los serotipos capsulares 1y 2.

Patogenia. Esta bacteria se detecta en pequefios nimeros como parte de la microflora normal del sistema
respiratorio superior presentdndose en alrededor del 5% de las personas sanas y por lo general se vuelve
patégena cuando alcanzan a los tejidos fuera de sus zonas normales como microflora. K. pneumoniae produce
una pequefia proporcion (alrededor de 1%) de las neumonias bacterianas, causando una consolidacidn
pulmonar necrosante por hemorragia extensa. A menudo es resistente a multiples farmacos (50). Las variantes
hipervirulentas de K. pneumoniae incluyen predominantemente K1 y en menor medida, K2, K5, K20, K54 y K57,
han emergido a nivel mundial durante las dos ultimas décadas, causando infecciones adquiridas en la
comunidad, invasivas y mortales (incluyendo neumonia) en pacientes sanos. Estas variantes hipervirulentas
producen una mayor cantidad de capsula que les permite escapar de las defensas del hospedero y diseminarse
de forma metastdsica, lo cual es una capacidad inusual para los patdgenos dentro de la familia

Enterobacteriacea en individuos no inmunocomprometidos(49).

Manifestaciones clinicas. La enfermedad respiratoria es tipicamente aguda y severa al inicio, con una

aparicion subita de tos, dolor en el pecho, disnea y fiebre seguida de un proceso inflamatorio necrosante en los

pulmones que produce esputo espeso y sanguinolento (51).

Diagnéstico. La distincidn fenotipica entre especies del género Klebsiella sp. basada en pruebas bioquimicas
no es muy confiable y es lenta y laboriosa (52). El cultivo bacteriano es el método mas frecuentemente usado,
pero es dificil estandarizarlo para diagndstico rutinario en comparacion con los métodos basados en la PCR
debido a que los medios, protocolos o condiciones de cultivo pueden variar significativamente entre
laboratorios. Varios estudios reportan el gen que codifica para la proteina tirosina aminotransferasa (TyrB) como

un blanco genémico especifico y eficaz para la deteccidn de esta bacteria (53, 54).

Epidemiologia. K. pneumoniae es considerado actualmente como uno de los patdégenos oportunistas mas

importantes causantes de infecciones nosocomiales y comunitarias (55). La mortalidad atribuida a infecciones

causadas por cepas resistentes a antibidticos es de 20-30% y alcanza 70% en casos de bacteremia (56).
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3.3.3.7. Legionella pneumophila
Bacteria gramnegativa, bacilo aerébico de hasta 20 um de longitud. Casi no captan el colorante de Gram y no
se les identifica en muestras clinicas tefiidas por él, lo cual dificulta su identificacién. Produce la enfermedad

respiratoria aguda conocida como legionelosis.

Antigenos y productos celulares. La especificidad de L. pneumophila depende de estructuras antigénicas

complejas. Se han identificado como minimo 16 serogrupos de L. pneumophila. Por la técnica de identificacién
seroldgica de grupo es imposible identificar especies de Legionella porque muestran antigenicidad cruzada entre
diferentes especies. Las legionelas sintetizan proteasas, fosfatasa, lipasa DNasa y RNasa. La principal proteina en
la secrecion, que es una metaloproteasa, posee actividad hemolitica y citotéxica; sin embargo, no se ha

demostrado que tal proteina sea un factor de virulencia necesario.

Patogenia. Las legionelas estan distribuidas extensamente en entornos humedos y cdlidos. La infeccién de
seres humanos debilitados o inmunodeficientes suele presentarse después de la inhalacién de bacterias de
aerosoles generados de sistemas contaminados de aire acondicionado, cabezales de regaderas y fuentes
similares. L. pneumophila es notable por su propension para atacar el pulmdn, donde suele ocasionar una
infiltracidn lobular, segmentaria o irregular. L. pneumophila es un patdgeno intracelular facultativo, penetra y
prolifera facilmente en macréfagos y monocitos de alvéolos de seres humanos formando vacuolas fagosémicas y
no es destruida de modo eficaz por los polimorfonucleares. En este proceso, se ayudan por medio de pilosidades
y proteinas de membrana externa (omp), las cuales se unen a componentes del complemento. Otra omp,
denominada potenciador de la invasidn a macrofagos (mip), facilita las etapas iniciales de la entrada de la célula
en la vacuola. Las bacterias se multiplican en el interior de las vacuolas hasta que alcanzan un gran numero,

destruyen las células y son liberadas, y asi se produce la infeccion de otros macréfagos.

Manifestaciones clinicas. La infeccidn asintomatica es frecuente en todos los grupos de edad. La incidencia de

enfermedad clinicamente significativa alcanza su maximo en varones mayores de 55 afios. La legionelosis es una
neumonia toxica grave. La infeccién puede ocasionar un cuadro febril indefinido breve, o un trastorno grave de
evolucién rapida que incluye fiebre alta, escalofrios, malestar general, tos no productiva, hipoxia, diarrea y
delirio. En los casos mas graves, los pacientes empeoran de manera progresiva y ocurre un estado téxico en tres
a seis dias, y la enfermedad termina en estado de choque, insuficiencia respiratoria o ambos. La tasa de

mortalidad general es cercana a 15%, pero puede ser de mas de 50% en algunos brotes epidémicos
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hospitalarios. La mortalidad es particularmente elevada en pacientes con enfermedades graves subyacentes o

con alteracion de la inmunidad celular.

Diagndstico. En las infecciones de seres humanos es posible identificar los microrganismos en material de
esputo, lavado bronquial, liquido pleural, y muestras de biopsia de pulmdn. No es posible identificar legionelas
en extensiones de muestras clinicas tefiidas con técnica de Gram. El diagndstico con serologia es poco sensible y
poco especifico, da resultados positivos en sélo 25-50% de los casos demostrados por cultivo. L. pneumophila es
dificil de cultivar, de lento crecimiento y hay pocas propiedades fenotipicas para utilizaras en su clasificacion
(57). Los métodos de amplificacion como la PCR, han demostrado ser mas rapidos y mucho mas sensibles que
los métodos seroldgicos. Varios protocolos de diagndstico por PCR han empleado el uso de blancos gendmicos

como el gen mip que codifica para el potenciador de la invasidon a macréfagos con buenos resultados (58-60).

Epidemiologia. Las legionelas proliferan mejor en agua tibia y caliente en presencia de amebas y bacterias
acuaticas. Las legionelas pueden existir en biopeliculas y sobreviven a métodos de tratamiento hidrico y cuando
proliferan penetran en pequefas cantidades en los sistemas de distribucién de agua. Las torres de enfriamiento
y los condensadores de evaporacion pueden estar muy contaminados por L. pneumophila. Es posible que los
aerosoles que aparecen en el equipo de ambos tipos propaguen los microorganismos a personas susceptibles. La
mayor parte de los brotes epidémicos ha ocurrido en grandes edificios como hoteles, fabricas y hospitales con
torres de enfriamiento o en alguna parte del sistema de aire acondicionado como vehiculo de diseminacion. L.

pneumophila es el patégeno mds comun, produce cerca del 90% de todos los casos de legionelosis (59).

Las estimaciones basadas en seroconversiones sugieren que en EU ocurren casi 25,000 casos cada afio. La
tasa de infeccion entre los individuos expuestos se calcula en menos de 5% y los casos graves de limitan a
individuos con inmunodepresion con una mortalidad de 30-50% (59, 61). La transmisidon de persona a persona

no se ha documentado y los microorganismos no se han aislado en individuos sanos.

3.3.3.8. Moraxella catarrhalis

Cocobacilo gramnegativo inmovil, aerobio estricto. Patdgeno de las vias respiratorias superiores e inferiores.

Patogenia. Este microorganismo representa una causa frecuente de bronquitis, bronconeumonia, sinusitis y

otitis. Alrededor del 95% de las cepas producen beta-lactamasas. M. catarrhalis posee receptores especificos en
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sus pilosidades que le permiten unirse al epitelio del huésped y a los componentes de la matriz extracelular de la
mucosa. Una vez unida a la superficie de la mucosa, M. catarrhalis tiene la habilidad de interactuar y/o competir
con la flora comensal, es capaz de sobrevivir y multiplicarse bajo condiciones limitantes de nutrientes. De igual
manera, esta bacteria es capaz de invadir las células epiteliales del huésped, la supervivencia intracelular de este
patégeno es un aspecto importante para la evasién del sistema inmune del huésped. La proteina externa de
membrana CopB fue la primera proteina que se relaciond con la resistencia al suero del huésped. Esta proteina
es un blanco importante de la respuesta inmune contra M. catarrhalis y se ha encontrado en todas las cepas

reportadas (62, 63).

Manifestaciones clinicas. M. catarrhalis suele producir otitis media, sinusitis e infecciones en el sistema

respiratorio inferior en nifios; mientras que en adultos produce principalmente laringitis, bronquitis y neumonia.
Asimismo es una importante causa de exacerbaciones en pacientes adultos con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica. La tipica presentacién clinica de la infeccidn respiratoria por M. catarrhalis es similar al

cuadro de una traqueobronquitis, presenta tos y produccién de esputo purulento.

Diagnéstico. El cultivo de M. catarrhalis a partir de muestras clinicas suele ser complicado debido a la
presencia de otras bacterias de la microflora. Asimismo, se requieren numerosas pruebas bioquimicas para
establecer un diagnéstico, lo cual requiere mucho tiempo. El desarrollo de técnicas de deteccion mediante
pruebas moleculares como la PCR ha producido diagndsticos mas rapidos y especificos (63). Varios estudios han

empleado el gen copB como un blanco gendmico especifico para la deteccion de M. catarrhalis (62, 64).

Epidemiologia. Debido a que antes se consideraba a M. catarrhalis como parte de la flora comensal del
aparato respiratorio superior y a que las pruebas de deteccién tradicionales no producian resultados confiables,
es hasta estos afos cuando se realizé un estudio mas profundo sobre la epidemiologia de esta bacteria (64). El
desarrollo y empleo de las nuevas técnicas moleculares han permitido la obtencidon de datos epidemioldgicos
gue antes se desconocian. Ademas el interés clinico por este patdgeno es reciente y muchos laboratorios no lo
reportan (63). M. catarrhalis solamente infecta seres humanos y es principalmente importante en nifios, adultos
con enfermedad pulmonar obstructiva crénica y sujetos inmunodeficientes. La otitis media es la enfermedad por
infeccidn bacteriana mds comun en nifios y esta bacteria es su tercera causa, produciendo aproximadamente
20% de todos los casos (65). M. catarrhalis es detectada principalmente en otofio e invierno y es la principal

causa de laringitis en adultos (62).
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3.3.3.9. Complejo MTB

Mycobacterium, es un género de bacilos grampositivos con caracteristicas dcido-resistentes durante la
tincion. Su especie mds importante, Mycobacterium tuberculosis, es el agente etioldgico de la tuberculosis, que
actualmente sigue siendo una de las principales causas de muerte por infeccion en todo el mundo. Las
micobacterias son bacilos delgados, aerobios obligados y sin motilidad que no forman esporas. El complejo MTB
contiene a las especies M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M. pinnipedii, M. caprae y M.

canetti.

La pared celular de las micobacterias contiene peptidoglucano similar al de otros organismos grampositivos
al que se adhieren muchos polisacdridos de cadena ramificada, proteinas y lipidos. A lo largo de toda la pared
celular se encuentran porinas y otras proteinas. De particular importancia es la presencia de acidos grasos de
cadena larga llamados acidos micdlicos (por los cuales reciben el nombre de micobacterias) vy
lipoarabinomanano (LAM), un complejo lipido-polisacarido que se extiende de la membrana plasmatica a la
superficie. El LAM es andlogo en sentido estructural y funcional al lipopolisacdrido de las bacterias
gramnegativas. Estos elementos dan a la micobacteria una pared celular con un contenido inusualmente
elevado de lipidos (mas de 60% de la masa total de la pared celular), lo cual explica muchas de sus
caracteristicas bioldgicas. Podria considerarse como una capa de cera que las hace mas resistentes,
impenetrables e hidrofdbicas. La caracteristica de acido-resistencia de la tincién es una de estas propiedades
gue se observa con mas frecuencia. Las micobacterias crecen mas lentamente que la mayoria de las bacterias
patégenas de los humanos debido a su superficie celular hidrofébica, lo cual provoca que se aglomeren y limita

la permeabilidad de los nutrientes dentro de la célula.

A continuacidn se mencionaran las principales caracteristicas de M. tuberculosis debido a que es la especie

mas representativa y de mayor importancia clinica dentro del complejo MTB.

El desarrollo de M. tuberculosis es muy lento, con un tiempo promedio de generacidn de 12 a 24 horas. Las
colonias en medios complejos aparecen en general después de tres a seis semanas de incubacion. Debido a su
superficie lipida hidrofébica, es inusualmente resistente al secado, a la mayoria de los desinfectantes y a los
acidos y dlcalis. La composicidn de antigenos de la pared celular de M. tuberculosis incluye muchas proteinas y

polisacaridos, entre los que la tuberculina es la que mas se ha estudiado. Un derivado proteico purificado (PPD)
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de la tuberculina se emplea para pruebas cutaneas de hipersensibilidad y esta estandarizado en unidades de

tuberculina segun la actividad mostrada en la prueba cutanea.

Epidemiologia. La morbilidad y mortalidad de la infeccidn por M. tuberculosis es alta en paises en desarrollo.
A nivel mundial se presentan alrededor de 50,000 muertes cada semana. La pandemia de SIDA y la propagacion
de cepas de M. tuberculosis resistentes a multiples farmacos agravan el problema que representa la
tuberculosis. A nivel global, un tercio de la poblacién mundial estd infectada y 30 millones de personas tienen

enfermedad activa.

Patogénesis. La mayoria de las infecciones de tuberculosis se contraen por inhalacion de diminutas gotas que
transportan al organismo causante. Se ha estimado que un solo acceso de tos puede generar hasta 3,000
diminutas gotas infectadas y que menos de diez bacilos pueden iniciar una infecciéon pulmonar en un individuo
susceptible. Por otro lado, se ha visto que se requieren grandes dosis o exposicion prolongada a dosis infecciosas

mds pequefias para iniciar la infeccidén en sujetos sanos.

M. tuberculosis es un patdgeno intracelular y no produce exotoxinas o endotoxinas. La infeccién primaria por
lo general se presenta cuando se inhalan las gotas infectadas con bacilos, éstos se depositan en los alvéolos y los
macrdéfagos los reconocen y fagocitan. M. tuberculosis puede alterar los mecanismos digestivos del fagolisosoma
interfiriendo con la acidificacion del fagosoma, provocando que las enzimas lisosémicas (que requieren un pH
acido) sean menos eficientes. Esto permite que los organismos se multipliquen libremente en el macréfago
inactivo. Por otro lado, se pueden presentar las respuestas inmunitarias que comienzan con la digestidn y
presentacion en superficie de los componentes de la micobacteria y concluyen con la activacién de las citocinas
de los macrdéfagos. Los resultados de la infeccidn a corto y largo plazos dependen de la capacidad del proceso de
activacion del macréfago para superar la ventaja intracelular que tiene M. tuberculosis como resultado de su
capacidad para bloquear la acidificacidn del fagosoma. Los macréfagos infectados con M. tuberculosis pueden
diseminar la infeccién a otras partes del pulmén y producir una infeccién primaria o mantener a los bacilos en

un estado de latencia durante afios o décadas hasta su reactivacion.

Manifestaciones clinicas. La tuberculosis primaria por lo general es asintomatica o se manifiesta sélo por

fiebre y malestar general. En cerca de 5% de los pacientes, la enfermedad primaria no se controla y se produce
una tuberculosis grave que puede diseminarse a otros érganos. Aproximadamente 10% de las personas que se

recuperan de una infeccion primaria desarrollan enfermedad clinica en algin momento durante su vida. La
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reactivacion se asocia con un periodo de inmunodepresidn. La tos es el sintoma universal de la tuberculosis. De
inicio es seca, pero a medida que progresa la enfermedad se produce esputo que incluso puede mezclarse
después con sangre (hemonptisis). La fiebre, malestar general, fatiga, sudoracién y pérdida de peso progresan a

medida que avanza la enfermedad.

Diagnéstico. La prueba cutdnea de la tuberculina es cominmente empleada e indica una infeccion previa o
actual, mas no precisa una enfermedad activa. Ademds puede presentarse un resultado positivo ante la
infeccidn de otra micobacteria dentro del complejo MTB. Otro método comun es el frotis dcido-resistente que
emplea muestras clinicas obtenidas de esputo, sin embargo, incluso con los mejores métodos de tincidn, poco
mas de la mitad (alrededor de 65%) de los cultivos positivos de muestras de esputo produce frotis positivos. Por
otro lado, los cultivos en medios sdélidos requieren por lo general de tres 0 mas semanas para mostrar colonias
visibles. La identificacidn de la micobacteria aislada se logra con varias pruebas bioquimicas o de cultivo, pero el
proceso requiere mas semanas. En el caso de ésta bacteria, la deteccién mediante pruebas moleculares ha
presentado enormes ventajas respecto a los métodos mencionados. El tiempo se ha visto considerablemente
reducido y la facilidad de la prueba ha mejorado al detectar una regidon de insercidn repetitiva dentro del
genoma de M. tuberculosis. La region 156110, se ha vuelto un blanco empleado en distintos estudios actuales

para la identificacidn de esta bacteria (66-70).

3.3.3.10. Mycoplasma pneumoniae

M. pneumoniae es causa importante de neumonia, en particular en personas de cinco a 20 afios de edad. Los
micoplasmas pertenecen a la familia Mycoplasmataceae y son los microorganismos de menor tamafio que
pueden vivir libres en la naturaleza y replicarse por si mismos. Los mas pequefios tienen de 125 a 250 nm de
tamafio, son muy pleomérficos porque no tienen una pared rigida y en vez de ella estan circundados por una
membrana unitaria de tres capas que contiene esterol, se reproducen en medios complejos acelulares y
muestran afinidad por membranas de células de mamiferos. Es imposible estudiar los micoplasmas por los
métodos bacterioldgicos usuales, por la pequefiez de sus colonias, y la plasticidad y fragilidad de sus células
individuales. El tamafio, morfologia y tipo de crecimiento dependen de su ambiente. Su genoma de ADN es
pequefio, tal vez por la falta de genes que codifican una pared celular compleja, cuenta con 816,394 pb con 687

genes codificantes (alrededor de un sexto del tamafio de Escherichia coli) (71).
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Patogenia. La infecciéon por M. pneumoniae afecta la traquea, bronquios, bronquiolos y puede extenderse
hacia alveolos y paredes alveolares. Muchos micoplasmas patdgenos poseen filamentos y estructuras polares
gue median su adherencia a las células del hospedador. Dichas estructuras constituyen un grupo complejo de
proteinas interactivas, adhesinas y proteinas accesorias de adherencia. Al inicio, el microorganismo se une a los
cilios y microvellosidades de las células que recubren el epitelio bronquial. La unién estd mediada por una
proteina micopldsmica citadhesina (P1) (71) que se une a los oligosacaridos complejos que contienen acido
sidlico y que se encuentran en las regiones apicales de las células del epitelio bronquial. Esta proteina es el
principal factor de virulencia de M. pneumoniae (72). El microorganismo interfiere con la accidn ciliar e inicia un
proceso que conduce a la descamacidn de la mucosa afectada y mds tarde a reaccidn inflamatoria. La respuesta
inflamatoria es al inicio mds pronunciada en el tejido bronquial y peribronquial y estd compuesta por linfocitos,
células plasmaticas y macréfagos que pueden infiltrar y ocasionar engrosamiento de las paredes de bronquiolos
y alvéolos. Los microorganismos se diseminan en las secreciones de vias respiratorias altas por dos a ocho dias

antes del inicio de los sintomas y la diseminacidn continda hasta por 14 semanas después de la infeccidn.

Inmunidad. Ocurren respuestas inmunitarias especificas locales o sistémicas, las cuales parecen ser mas
eficaces en la prevencion de la reinfeccién. También, a menudo se desarrolla una respuesta inmunitaria
inespecifica contra los glucolipidos de la membrana externa del microorganismo, lo cual puede ser nocivo para
el hospedador. La inmunidad no es completa y puede ocurrir reinfeccién con M. pneumoniae. La enfermedad
clinica parece ser mas intensa en personas de edad avanzada en comparacion con nifios pequenos, lo que ha
llevado a sugerir que muchas de las manifestaciones clinicas de la enfermedad son consecuencia de la respuesta

inmunitaria mas que de la invasion por el microorganismo.

Manifestaciones clinicas. La neumonia por micoplasmas por lo comun es de poca intensidad y benigna. El

aspecto clinico de la infeccidn por M. pneumoniae varia desde un estado asintomatico hasta neumonitis grave,
con ataque ocasional del sistema nervioso y la sangre. El periodo de incubacién varia de una a tres semanas. El
comienzo por lo comun es insidioso y la persona muestra astenia, fiebre, cefalea, faringitis y tos. En los
comienzos de la evolucién, el ataque general es moderado y suelen ser poco intensos los signos fisicos de
consolidacion pulmonar, en comparacion con la consolidacidn extraordinaria que se identifica en las
radiografias. Mas adelante, cuando llega a su mdaximo la infiltracién, la enfermedad puede ser grave.
Lentamente en el curso de una a cuatro semanas, el infiltrado pulmonar muestra resolucién y hay mejoria

clinica. La evolucidn del trastorno es muy variable, pero muy pocas veces el paciente muere, situaciéon que suele
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atribuirse a insuficiencia cardiaca. Los signos patologicos mas frecuentes son neumonitis intersticial y

peribronquial y bronquiolitis necrosante.

Diagndstico. El diagndstico de neumonia por M. pneumoniae se hace en gran medida por la identificacién
clinica del sindrome, y los métodos usuales de laboratorio tienen utilidad secundaria. Los micoplasmas causales
se identifican por cultivo en material de la faringe y del esputo, pero la prueba mencionada es muy especializada
y lenta por lo que casi nunca se practica. No es posible identificar a M. pneumoniae por tinciéon de Gram debido
a su ausencia de pared celular. Las técnicas seroldgicas son los métodos mas cominmente empleados para la
deteccion de M. pneumoniae, aunque presentan multiples inconvenientes en la practica. EI método de
deteccion por PCR ha demostrado ser mds exacto, especifico y eficiente en comparacion con los métodos
tradicionales (73, 74). El gen P1 que codifica para la proteina P1 ha sido uno de los blancos gendmicos mas

empleados para la deteccion especifica de M. pneumoniae (71, 72, 75-78).

Epidemiologia. M. pneumoniae constituye del 10 al 20% de todos los casos de neumonia adquirida en la
comunidad (73, 75). Las infecciones por M. pneumoniae son endémicas en todo el mundo. Las poblaciones de
nifos y adultos jovenes en que prevalece el contacto muy cercano y en familias, la cifra de infeccion puede ser
grande (50 a 90%), pero la incidencia de neumonia es variable (3 a 30%). Las infecciones en nifios menores de
seis meses de edad son poco comunes. Al parecer M. pneumoniae se transmite de manera predominante por
contacto directo en que participan secreciones de vias respiratorias. La exposicién experimental indica que la
dosis infecciosa en humanos es muy baja, tal vez inferior a 100 unidades formadoras de colonias. Los segundos

ataques son poco frecuentes.

3.3.3.11. Pseudomonas aeruginosa

Bacilo aerobio, mdvil y gramnegativo. Muestra resistencia a los antimicrobianos de manera mas consistente

que todas las demas bacterias de importancia clinica. Es muy versatil en cuanto a sus necesidades energéticas y

de crecimiento.

Estructura antigénica. Los lipopolisacaridos estdn presentes en la membrana externa como proteinas de

porina, que pueden diferir de otras de la familia de las enterobacterias, pues ofrecen menos permeabilidad a
una amplia variedad de moléculas, lo que incluye antibidticos. Las pilosidades estan compuestas por

mondmeros repetidos de subunidades estructurales de pilina que se extienden desde la superficie celular. Un
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flagelo polar Unico impulsa con rapidez al microorganismo y facilita la fijacion a los tejidos del hospedador. La
mayor parte de las cepas de P. aeruginosa produce multiples productos extracelulares: la exotoxina A
interrumpe la traduccién, lo que conduce a la detencidn de sintesis de proteinas y muerte celular. La exoenzima
S y otras exoenzimas se transportan directamente a las células del hospedador por un sistema de secrecién por
inyeccion. En el interior de la célula, la exoenzima S afecta el citoesqueleto, las vias de sefializacion e induce la

apoptosis.

Patogenia. P. aeruginosa es un patdgeno oportunista que por lo comun requiere de una alteracion
significativa en las lineas de defensa primarias (p. e]., una herida) o un via para esquivarlas (p. ej., una solucidn
contaminada o una sonda) e iniciar la infeccidn. La unién a las células epiteliales es el primer paso en la infeccién
y probablemente esté mediada por pilosidades, flagelos y una cubierta de polisacaridos extracelulares. Una vez
establecida, P. ageruginosa es altamente virulenta dada la gran cantidad de enzimas y otros factores. La elastasa
y fosfolipasa son proteinas que desdoblan proteinas y lipidos, respectivamente, lo que permite que el
microorganismo adquiera nutrientes del hospedador y se disemine a partir del sitio local. Muchos sustratos de
importancia bioldgica de la elastasa hacen evidente su importancia, en particular el que le da su nombre,
elastina. La elastina se encuentra en algunos sitos con ataque preferente por P. aeruginosa, como los pulmones
y vasos sanguineos. Asimismo, esta bacteria produce un pigmento llamado piocianina, que parece tener efectos

toxicos en la funcion de las células ciliares respiratorias.

Manifestaciones clinicas. La neumonia por P. aeruginosa es una infeccidon particularmente rdpida y

destructiva. Se asocia con necrosis alveolar, invasion vascular y bacteremia.

Diagnéstico. Este patdgeno suele identificarse mediante cultivo, tincién y pruebas bioquimicas. Al emplear
estas pruebas, los resultados pueden ser poco especificos por la presencia de reacciones cruzadas con otras
bacterias gramnegativas y diversos factores limitantes entre las distintas cepas existentes (79, 80). Se han
desarrollado multiples pruebas moleculares que emplean el gen gyrB como blanco gendmico para la deteccion
de P. aeruginosa (79, 81-84). Esta proteina es una topoisomerasa procariota que corta ambas cadenas del ADN

simultdaneamente con el fin de evitar enrollamientos (85).

Epidemiologia. El habitat primario de P. aeruginosa es el medio ambiente. Se ha aislado de faringe y heces en
2 a 10% de las personas sanas. Las tasas de colonizacién son mucho mds elevadas en individuos hospitalizados.

Esta bacteria es una de las causas mds importantes de infeccién invasora en pacientes hospitalizados con
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enfermedades subyacentes. La inhalacion de aerosoles contaminados puede evadir los mecanismos de defensa

normales del aparato respiratorio.

3.3.3.12. Staphylococcus aureus

Los estafilococos son células esféricas grampositivas de aproximadamente 1 um por lo general dispuestas en
racimos irregulares parecidos a las uvas. No son méviles y no forman esporas. Algunos son miembros de la
microflora normal de la piel y las mucosas del ser humano. Los estafilococos desarrollan con rapidez resistencia
a muchos antimicrobianos y pueden plantear problemas terapéuticos importantes. S. aureus es un patégeno
importante en el ser humano, casi todas las personas presentaran algun tipo de infeccidn por S. aureus durante

su vida.

Estructura antigénica. Los estafilococos contienen polisacdridos y proteinas antigénicas asi como otras
sustancias importantes en la estructura de su pared celular. El peptidoglucano, un polimero de polisacédrido que
contiene subunidades ligadas, proporciona el exoesqueleto rigido de la pared celular. Este componente es
importante en la patogenia de la infecciéon: desencadena la produccidon de interleucina-1 y anticuerpos
opsonizantes para los monocitos y puede ser quimioatrayente para los leucocitos polimorfonucleares, tiene
actividad endotodxica y activa el complemento. Los acidos teicoicos estdn vinculados al peptidoglucano y pueden
ser antigénicos. La proteina A es un componente de la pared celular de las cepas de S. aureus y es una adhesina
gue permite la unién a las células anfitrionas. Algunas cepas de S. aureus tienen capsulas, que inhiben la

fagocitosis por los leucocitos polimorfonucleares a menos que haya anticuerpos especificos presentes.

Enzimas y toxinas. Los estafilococos pueden producir enfermedad a través de su capacidad para multiplicarse

y diseminarse ampliamente en los tejidos y a través de su produccién de muchas sustancias extracelulares.
Algunas de estas sustancias son enzimas; otras se consideran toxinas, aunque pueden funcionar como enzimas.
Muchas de las toxinas estan sujetas al control genético de los plasmidos y algunas pueden estar sujetas a control
cromosémico y extracromosémico. Entre las mds importantes se encuentran: catalasa, coagulasa, factor de
aglutinacidn, hialurodinasa, exotoxinas formadoras de poros (a, B, 6 y y), exfoliatina, toxina del sindrome de

choque téxico y enterotoxinas.

Patogenia. Los estafilococos son miembros de la microflora normal del sistema respiratorio. 20-50% de los

seres humanos son portadores nasales de S. aureus Las etapas iniciales de adherencia por S. aureus se
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encuentran mediadas por una variedad de proteinas de superficie que se enlazan a células hospedadoras o a
elementos sobre sus superficies. Una vez fija a las mucosas, S. aureus persiste y produce toxina a y otras
citolisinas que dafian a las células. A medida que las lesiones se vuelven destructivas y se extienden por debajo
de la superficie, otras proteinas limitan la efectividad de los fagocitos del hospedador, lo que permite que los
estafilococos se multipliquen y que la lesién se expanda. Tras esta extension, el proceso forma una multitud de
compartimentos. En el pulmadn, el proceso puede seguir extendiéndose con focos alternativos y compromiso de
partes amplias. La accidn de las citotoxinas es altamente destructiva y crea cavidades y necrosis masivas con
poco respeto por los limites anatdmicos. S. aureus puede diseminarse, sobrevenir en bacteremia y causar
neumonia, meningitis y otras infecciones con formacién de pus en cualquier érgano. La historia natural de las

infecciones estafilocdcicas indica que la inmunidad es corta e incompleta (86).

Diagnéstico. Pueden emplearse diversas muestras dependiendo del érgano afectado, en el caso de infeccidn
respiratoria se emplean aspirados traqueales. La detecciéon de esta bacteria suele realizarse mediante frotis,
cultivo, pruebas bioquimicas y serologia. Le deteccién por PCR ha mostrado resultados confiables y obtenidos en
poco tiempo. Diversos estudios emplean el gen nuc como un blanco gendmico especifico para su deteccidn. Este

gen codifica para una nucleasa extracelular termoestable que S. aureus produce con alta frecuencia (87).

Epidemiologia. Los estafilococos son parasitos humanos generalmente ubicuos. El habitat humano basico de
S. aureus son las narinas anteriores. Entre 10 y 30% de la poblacién porta este organismo en dicha localizacion
en un momento dado. La mayoria de las infecciones por S. aureus adquiridas en la comunidad son
autoinfecciones con cepas que el individuo ha estado transportando en las narinas anteriores, en la piel, o en
ambas y se transmiten por fomites de individuo a individuo. Por lo general, los brotes comunitarios se asocian
con una higiene deficiente. A nivel mundial, S. aureus es una de las causas mdas comunes de infecciones

purulentas agudas adquiridas en la comunidad o de manera nosocomial.

3.3.3.13. Streptococcus pneumoniae

Los neumococos (S. pneumoniae) son diplococos grampositivos, a menudo en forma de lancetas o dispuestos
en cadenas. Todas las cepas virulentas poseen una capsula de polisacarido de alto peso molecular que permite
la tipificacién con antisueros especificos. Los neumococos rapidamente experimentan lisis por compuestos con
actividad en la superficie, lo cual probablemente elimina o inactiva a los inhibidores de las autolisinas de la

pared celular. Los neumococos son residentes normales de las vias respiratorias altas de 5 a 40% de los seres
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humanos y pueden causar neumonia, sinusitis, otitis, bronquitis, bacteriemia, meningitis y otros procesos

infecciosos.

Estructura antigénica. La pared celular del neumococo tiene peptidoglucano y acido teicoico, al igual que

otros estreptococos. El polisacdrido capsular se une en forma covalente con el peptidoglucano y con el
polisacarido de la pared celular. El polisacarido capsular es inmunitariamente distinto para cada uno de los mas

de 90 tipos.

Patogenia. En los adultos, los tipos 1 a 8 son causa de casi 75% de los casos de neumonia neumocdcica. La
adherencia del neumococo a las células nasofaringeas implica multiples factores. La principal relacién es el
efecto comunicante formado por la adhesién de las proteinas fijadoras de colina a las colinas de la pared celular
y a los carbohidratos que cubren o estdn expuestos en la superficie de las células epiteliales del hospedador. La
aspiracién de secreciones respiratorias que contengan estos neumococos es el primer paso que conduce a la
neumonia. Normalmente, los organismos aspirados se eliminan con rapidez gracias a los mecanismos de
defensa de las vias respiratorias inferiores, incluyendo la tos y los reflejos de la epiglotis, la capa mucociliar y la
fagocitosis de los macréfagos alveolares. Los factores del hospedador que alteran la eficiencia combinada de
estas defensas permiten que los neumococos lleguen a los alvéolos y se multipliquen alli; entre ellos se incluyen
enfermedades pulmonares crénicas, dafio del epitelio bronquial por tabaquismo o contaminacién ambiental y

disfuncién respiratoria debida a alcoholismo, uso de drogas o traumatismo.

Cuando los organismos llegan al alvéolo, los factores de virulencia del neumococo operan en dos etapas. La
primera ocurre al principio de la infeccién, cuando la capsula superficial de los organismos intactos actla para
bloquear la fagocitosis por medio de inhibicion del complemento. Esto permite que los organismos se
multipliquen y propaguen a pesar de una respuesta inflamatoria aguda. La segunda etapa ocurre cundo los
organismos comienzan a desintegrarse y liberan varios factores, ya sean sintetizados por el neumococo o que
forman parte de su estructura, lo cual produce dafio. Estos incluyen a la neumolisina, autolisina y componentes

de la pared celular.

Manifestaciones clinicas. El inicio de la neumonia neumocécica suele ser subito con fiebre, escalofrios y un

dolor pleural intenso. En las primeras etapas de la enfermedad, cuando la fiebre es alta, se presenta bacteriemia
en 10 a 20% de los casos. Con el tratamiento antimicrobiano adecuado, la enfermedad suele terminar

rapidamente; si se administran farmacos en las primeras etapas, se interrumpe el desarrollo de la consolidacion.
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Desde el aparato respiratorio, los neumococos pueden llegar a otros lugares, los senos paranasales y el oido
medio son los que resultan mas afectados. La infeccién puede extenderse hasta las meninges. La bacteriemia

por neumonia se manifiesta por una triada de complicaciones graves: meningitis, endocarditis y artritis séptica.

Diagnéstico. Los métodos convencionales emplean sangre o esputo para su analisis mediante frotis tefiidos
y/o cultivo. Sin embargo, varios estudios recientes emplean técnicas moleculares mas sensibles, especificos y
rapidos. El gen IlytA que codifica para una autolisina, se ha empleado como marcador de la especie S.

pneumoniae con gran éxito (88, 89).

Epidemiologia. La neumonia neumocécica constituye casi 60% de todas las neumonias bacterianas. S.
pneumoniae es la principal causa de neumonia, meningitis purulenta aguda, bacteriemia y otras infecciones
invasivas. En todo el mundo mads de cinco millones de nifilos mueren cada afio por enfermedad asociada con
neumococo. S. pneumoniae también es la causa mas comun de otitis media, enfermedad casi universal de la
infancia con millones de casos cada afo. Las infecciones por neumococo ocurren durante toda la vida, pero son
mas comunes en los nifios pequefios (menores de dos afos) y en adultos mayores (mayores de 60 afos). El
alcoholismo, diabetes mellitus, enfermedad renal crénica, asplenia y algunos canceres se asocian con infeccion

mas frecuente y grave por neumococo.

Las infecciones se derivan de colonizacién nasofaringea, donde el neumococo se puede encontrar en 5-40%
de las personas sanas dependiendo de las edad, temporada del afio y otros factores. Las tasas mas elevadas se
encuentran en nifos durante invierno. Las secreciones respiratorias que contienen neumococos pueden
transmitirse de una persona a otra por contacto directo o por microaerosoles creados por toser o estornudar.
Como ocurre con otras neumonias bacterianas, la infecciéon respiratoria virica y la enfermedad cronica
subyacente son importantes factores predisponentes. Los datos de vigilancia epidemioldgica muestran que sélo

un poco mas de 20 de los 09 serotipos de neumococos producen enfermedad con mas frecuencia.

3.4.Diagndstico de agentes causantes de IRAs

La infeccidn del tracto respiratorio por algunos agentes patdgenos suele producir signos y sintomas clinicos
facilmente discernibles e incluso caracteristicos, pero en muchas ocasiones estos signos y sintomas se
comparten y es practicamente imposible un diagndstico certero basado Unicamente en las interpretaciones

clinicas. Un ejemplo de esto se refleja en el estudio realizado por Poehling et al, el cual revelé que los médicos
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que emplearon Unicamente los signos clinicos, identificaron la infeccién por influenza virus en tan sélo 28% de
nifos hospitalizados y en 17% de nifos no hospitalizados que fueron diagnosticados positivamente con influenza
en el laboratorio (90). Por lo anterior, existen métodos de diagndstico como el cultivo, la microscopia, la
serologia y pruebas moleculares como la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) que

permiten un diagndstico mds preciso.

El cultivo y la microscopia empleando la tincidon de Gram para el diagndstico de muestras respiratorias, son
métodos tradicionales que tras muchas décadas siguen realizdndose de forma casi inalterable en la mayoria de
los centros de diagnéstico de infecciones respiratorias y ambos son los métodos microbiolégicos predominantes
para detectar patégenos bacterianos. Aunque otras areas de la medicina han realizado enormes avances en su
sofisticacion tecnoldgica, ha habido un pequeiio impetu para hacerlo de la misma forma para el diagndstico
microbioldgico. Ademas, debido a que el tratamiento antibacteriano empirico es capaz de cubrir ampliamente
los patdgenos mas relevantes y los estudios radiograficos se han vuelto mas sofisticados, el interés por
establecer la etiologia microbiana de las IRAs ha disminuido. Este bajo interés se opone a la importante funcion

de mantener una adecuada vigilancia epidemiolégica en la sociedad (91).

El método semi-cuantitativo de cultivo en agar usado para el analisis de muestras de expectoracién de
pacientes con neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es lento y los resultados, engafiosos, particularmente
si no se lleva a cabo una tincion de Gram en paralelo para verificar la calidad del espécimen
(desafortunadamente, Unicamente del 32-76% de las muestras de expectoraciéon obtenidas de pacientes
hospitalizados con sospecha de NAC presentan una calidad adecuada). Los resultados que poseen una relativa
confianza, son aquellos que tras el analisis de las tinciones apropiadas, arrojan la identificacidon inequivoca de
una especie bacteriana especifica, y de igual forma, su cultivo produce un crecimiento predominante del
patégeno bacteriano correspondiente a la misma especie bacteriana. Desgraciadamente, tal concordancia, asi
como la eficiencia de la prueba, disminuye rdpidamente cuando los especimenes son recolectados después del
inicio del tratamiento antimicrobiano o cuando su arribo al laboratorio para su analisis es significativamente

tardio (92).

Otro aspecto que impacta gravemente el diagndstico y tratamiento del paciente, es el largo tiempo que
ocupan las pruebas tradicionales, las cuales requieren de dias e incluso semanas para la obtencidn de
resultados, y muchas veces estos no logran ser definitivos. Cuando se incluyen pruebas de drogo-resistencia, los

métodos de cultivo requieren un minimo de 48 horas para completarse, lo cual es demasiado tiempo para llevar
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a cabo un tratamiento antimicrobiano adecuado para el cuidado éptimo del paciente, especialmente cuando la
bacteria patdgena es multidrogo-resistente (ej. K. pneumoniae y P. aeruginosa) (92). Incluso en los estudios mas
rigurosos no es posible establecer el diagndstico del agente etioldgico en aproximadamente 50% de los casos de

NAC mediante técnicas tradicionales (93, 94).

Ademas de las desventajas mencionadas (lentitud, importante alteracidn causada por tratamiento
antibidtico previo y baja sensibilidad), las técnicas de diagndstico habituales cuentan con otros serios problemas
como son su baja especificidad, la subjetividad en la interpretacidon de los resultados y su baja eficiencia al

trabajar con un gran nimero de muestras clinicas.

La mayoria de los diagndsticos de enfermedades infecciosas siguen un proceso en el cual se asume un
agente etioldgico Unico. Esta suposicion suele darse por valida al seguir el proceso de diagndstico hasta finalizar
con la deteccion del primer patégeno de relevancia. Aunque la probabilidad de co-infecciones suele ser
considerada mads frecuentemente en las infecciones respiratorias que en otras afecciones, el diagndstico basado
en un unico agente etioldgico y el respectivo tratamiento subsecuente, siguen siendo prevalentes hoy en dia

(95).

Ante lo anterior, es imperativo el desarrollo y empleo de nuevos métodos de diagndstico microbioldgico,
con el fin de detectar y caracterizar el agente etioldgico, permitir una terapia especifica dirigida al patégeno
causante, y de esta forma promover un uso mas razonable de antibidticos, asi como obtener informacion

epidemioldgica importante (91).

El uso de métodos moleculares para la deteccién, identificacién y caracterizacion de agentes infecciosos,
estd ganando importancia en los laboratorios de microbiologia clinica. Los acercamientos moleculares para la
deteccion de patdgenos bacterianos evolucionan constantemente, y aunque existen laboratorios que emplean
novedosos ensayos moleculares para la deteccién de éstos, la mayoria de los laboratorios de atencién primaria
siguen basando su diagndstico en los métodos convencionales a pesar de sus considerables desventajas. Por lo
general, se recurre a los diagndsticos moleculares para confirmar los resultados obtenidos por los métodos

tradicionales (96).

Los recientes avances en la tecnologia de diagndstico molecular han mejorado la habilidad para determinar

rapidamente la etiologia de las IRAs. El desarrollo e implementacion de técnicas de diagndstico moleculares
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como la PCR en sus multiples variantes, los microarreglos o la secuenciacidn de nueva generacion, presentan
grandes ventajas y una amplia gama de aplicaciones frente a los métodos tradicionales. De las técnicas
moleculares mencionadas, la PCR es la mas ampliamente empleada como herramienta para el diagndstico de

patégenos respiratorios (93).

3.4.1. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

El desarrollo de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase chain reaction) por Kary Mullis y sus
colaboradores en 1985 ha revolucionado campos como la biologia molecular, la genética humana, la evolucion,
la medicina forense, entre muchos otros. La reaccidn en cadena de la polimerasa es una técnica in vitro utilizada
para amplificar enzimaticamente una regién determinada de ADN situada entre dos regiones de ADN cuya
secuencia se conoce. Mientras que antes solo podian obtenerse cantidades minimas de un gen especifico, en la
actualidad, empleando la PCR, incluso un Unico ejemplar de un gen puede amplificarse y producir millones de
ejemplares idénticos en tan solo unas pocas horas. Las técnicas de PCR se han hecho indispensables para
muchos procedimientos comunes, como la clonacién de fragmentos especificos de ADN, la deteccién e
identificacion de genes para diagndstico y medicina legal y en la investigacién de modelos de expresidn de los

genes (97).

Copiando una secuencia especifica de ADN mediante una serie de reacciones in vitro, la reaccién de PCR
puede amplificar secuencias de ADN presentes inicialmente en cantidades muy pequefias, para obtener una alta
cantidad de moléculas de ADN. El ADN blanco de doble cadena que se quiere amplificar se coloca en un tubo
con la enzima ADN polimerasa, Mg® (un importante cofactor para la ADN polimerasa) y los cuatro
desoxiribonucledsidos trifosfatados. Ademds, como pre-requisito para la PCR hace falta disponer de algo de
informacidn acerca de la secuencia nucleotidica del ADN diana. Esta informacion sobre la secuencia se utiliza
para sintetizar dos oligonucledtidos llamados cebadores o iniciadores: secuencias de ADN de cadena sencilla
cortas (normalmente de unos 20 nucleétidos de longitud), uno de ellos complementario al extremo 5’ de una
cadena del ADN blanco que hay que amplificar y el otro complementario al extremo 3’ de la cadena opuesta de
ADN blanco. Cuando se los aflade a una muestra de ADN de doble de doble cadena que se ha desnaturalizado
para obtener cadenas sencillas, los iniciadores se unen a los nucleétidos complementarios que flanquean la
secuencia que hay que clonar. La ADN polimerasa puede entonces extender el extremo 3’ de cada iniciador para

sintetizar una segunda cadena del ADN diana. Por tanto, cada proceso completo de reaccién, denominado ciclo,
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duplica el nimero de moléculas de ADN presentes en la reaccién (figura 7). La repeticién del proceso produce

muy rdpidamente una gran cantidad de nimero de copias del ADN.

La cantidad de ADN amplificado que se produce esta solo limitada, teéricamente, por el nimero de veces
qgue repitamos estos ciclos, aunque hay varios factores que impiden que las reacciones de PCR amplifiquen
segmentos muy largos de ADN o amplifiquen el ADN de forma indefinida. La mayoria de las aplicaciones de PCR

rutinarias implican una serie de tres pasos por cada ciclo de reaccidn, que son los siguientes:

1. Desnaturalizacién. El ADN de doble cadena que hay que clonar se desnaturaliza para obtener cadenas
sencillas. El calentamiento a 92-95°C durante aproximadamente un minuto desnaturaliza el ADN de doble

cadena.

2. Alineacion. La temperatura de la reaccién se reduce hasta dejarla entre 45-65°C, lo que provoca la union
de los iniciadores, también llamada alineacion, con el ADN de cadena sencilla desnaturalizado. Como hemos
descrito anteriormente, los iniciadores son oligonucledtidos cortos complementarios a las secuencias que
flanquean el ADN diana. Los iniciadores sirven como punto de partida para que la ADN polimerasa sintetice
nuevas cadenas de ADN complementarias al ADN diana. Factores tales como la longitud del iniciador, la
composicion de las bases de los iniciadores (los iniciadores ricos en GC son térmicamente mas estables que los
cebadores ricos en AT) y si todas las bases de un iniciador son complementarias a las bases o no, son algunas de
las consideraciones principales que hay que tener en cuenta a la hora de seleccionar la temperatura de

hibridacidn para un experimento.

3. Extensidn. La temperatura de la reaccidn se ajusta, entre 65-75°C, y la ADN polimerasa utiliza los

iniciadores como punto de partida para sintetizar nuevas cadenas de ADN, afiadiendo nucleétidos a los

extremos de los iniciadores en una direccion 5’ a 3’.
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Figura 7. Representacion esquematica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Fuente: Klug, W.S. Conceptos de genética.

La PCR es una reaccién en cadena, porque el nimero de nuevas cadenas de ADN se duplica en cada ciclo, y

las nuevas cadenas, junto con las antiguas, sirven como moldes para el ciclo siguiente. Cada ciclo tarda entre dos

y cinco minutos y puede repetirse de manera inmediata, asi que en menos de un par de horas se pueden realizar

entre 25 y 30 ciclos, lo que da como resultado la multiplicacién por un millén de la cantidad de ADN. Este

proceso se automatiza mediante equipos denominados termocicladores, que pueden programarse para llevar a

cabo un numero predeterminado de ciclos. Como resultado, se generan grandes cantidades de una secuencia de

ADN especifica, las cuales pueden utilizarse para muchos propésitos.

A continuacidn se presentan las principales ventajas y desventajas de la PCR:
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Ventajas (91, 94, 96, 98)

e Rapidez. Se requieren Unicamente algunas horas para la identificacion de practicamente cualquier agente
patdégeno, lo cual constituye un tiempo muy corto en comparacién con los métodos tradicionales que suelen
necesitar de dias e incluso semanas para la obtencidn de un resultado presuntivo, especialmente al tratarse de
organismos de dificil o peligroso cultivo o aquellos de lento crecimiento. Asimismo, la oportunidad de realizar
detecciones multiples (deteccion de distintos microorganismos a la vez en una o varias muestras) y la capacidad
de automatizacién de los distintos procesos, aumenta considerablemente la eficiencia de los métodos

moleculares.

e Especificidad. El empleo de blancos gendmicos adecuados y especificos (genes, inserciones gendmicas,
etc.) para la deteccién de los microorganismos de interés, permite la obtencién de resultados exactos y
confiables, sin dar lugar a interpretaciones subjetivas o resultados parciales. Estos métodos son altamente

especificos al compararlos con los métodos convencionales.

e Sensibilidad. Las pruebas de amplificacién de acidos nucleicos poseen una sensibilidad extraordinaria al
ser capaces de detectar cantidades minimas de material genético de practicamente cualquier patdgeno
respiratorio permitiendo la obtencidén de resultados positivos incluso en etapas tempranas de la infeccion, sin
importar la viabilidad del microorganismo y de igual manera, se ven menos afectadas por alguna terapia
antimicrobiana previa o por la respuesta inmune del huésped en comparacion con las pruebas basadas en
cultivo. Estas pruebas tienen una particular importancia en el diagndstico de infecciones que son muy dificiles o

incluso imposibles de diagnosticar rdpidamente por otros métodos.

e Versatilidad. La existencia de numerosas variantes y plataformas de PCR permite la adecuacién de esta
técnica para muchos ensayos distintos de la manera mds conveniente. De igual forma, se pueden emplear
distintos tipos de muestras clinicas; para el caso especifico de la deteccidon de agentes bacterianos causantes de
IRAs, se pueden emplear hisopados nasofaringeos, esputo de expectoracidn, lavados broncoalveolares,
cepillados bronquiales protegidos y aspirados endotraqueales. Otros aspectos importantes que demuestran la

versatilidad de las técnicas moleculares son su facilidad de estandarizacion, automatizacién y operacion.

e Eficiencia en costos. Aunque el costo de las pruebas moleculares varia ampliamente, su uso adecuado

puede traer grandes beneficios a los centros de salud que los emplean. Los beneficios relacionados a los costos
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al ocupar estas pruebas se reflejan en aspectos como los siguientes: al ser capaces de realizar una deteccion
rapida y altamente especifica de los agentes etioldgicos, es posible brindar al paciente el tratamiento antibidtico
correcto en etapas tempranas de la infeccién, lo cual minimiza el uso indiscriminado de antibiéticos de amplio
espectro y reduce la duracion del tratamiento. De igual manera, al brindarle el tratamiento adecuado, es posible
reducir su estancia hospitalaria, lo cual permite la disminucién de gastos por parte del centro de salud, asi como

evitar el uso de pruebas adicionales para el diagndstico.

Otras ventajas importantes son: obtencién de datos epidemiolégicos, mayor seguridad para los realizadores
de las pruebas (no hay necesidad de cultivar organismos peligrosos), disminucién del uso de antibidticos para
combatir la adquisicion de resistencia por parte de los microorganismos (se estima que alrededor del 55% de las
prescripciones de antibidticos para ARIs se otorgaron en casos con etiologia no bacteriana), identificacion de
organismos nuevos, o no-cultivables, determinacidn de susceptibilidad antimicrobiana y cuantificacién de cargas

virales o bacterianas para un tratamiento adecuado (15, 96, 99).

Por otro lado, algunas de las desventajas de la PCR es la probabilidad de deteccidon de organismos no viables,
la poca disponibilidad de protocolos de diagndstico aprobados por los organismos sanitarios y los costos
relativamente altos (15, 91, 92). Por estas razones, es necesario disefiar protocolos que permitan diferenciar
entre colonizacidn e infeccidon y establecer adecuadamente los criterios de infeccion positiva para cada bacteria,
especialmente para aquellas especies que pueden tanto colonizar como infectar el tracto respiratorio. Se
requiere también disefiar y estandarizar métodos amplios, confiables y al alcance de los distintos niveles de
atencién sanitaria. De igual manera, se deben considerar las numerosas ventajas costo-efectivas de las pruebas
moleculares mencionadas con anterioridad para alcanzar un balance que permita generar ganancias
importantes en la salud publica a corto y largo plazo. Una clara estrategia es implementar un método de
diagndstico molecular especifico de acuerdo a las necesidades de atencién del centro de salud, especialmente

considerando la cantidad y condiciones sanitarias de los pacientes.

3.4.2. PCR tiempo real (QPCR)

En el transcurso del tiempo y gracias la enorme adquisicion de conocimientos e importantes avances

tecnoldgicos en el campo de la genética y la biologia molecular, se han desarrollado numerosas variantes de la

PCR convencional o PCR punto final (descrita en la seccidén anterior). En el caso especifico de este proyecto, sélo
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se describird una destacada variante de la PCR, denominada PCR tiempo real o PCR cuantitativa (gPCR,

quantification PCR).

En la PCR tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccién se producen de manera simultdanea en el
mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior. Ademas, mediante deteccién por fluorescencia
se puede medir durante la amplificacién la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emisién de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y
registrar en todo momento la cinética de la reaccién de amplificacidn. Los termocicladores para llevar a cabo la
gPCR incorporan un lector de fluorescencia y estdn disefiados para poder medir, en cualquier momento, la
fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la amplificacidn. Los sistemas de deteccidn por
fluorescencia empleados en la gPCR pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas

marcadas con fluorocromos, disefiadas de manera especial.

Agentes intercalantes. Son fluorocromos que aumentan notablemente su emision de fluorescencia cuando
se unen a ADN de doble hélice. El mas empleado en PCR tiempo real es el SYBR Green. El incremento de ADN en
cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Este sistema de deteccién tiene la
ventaja de que la optimizacién de las condiciones de la reaccion es muy facil y ademads, es mas barato que las
sondas especificas. El principal inconveniente de los agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a que
se unen de manera indistinta a productos generados inespecificamente o a dimeros de iniciadores, muy
frecuentes en la PCR. Para mejorar la especificidad se deben emplear condiciones de reaccidon dptimas y una
seleccion cuidadosa de los iniciadores para disminuir el riesgo de formacién de dimeros. Ademds, es
recomendable iniciar la reaccion de sintesis de ADN a temperaturas elevadas (hot start PCR), lo cual disminuye
de forma notable el riesgo de amplificaciones inespecificas. Para ello se pueden usar polimerasas recombinantes
modificadas que sdélo funcionan después de ser activadas a temperaturas elevadas o anticuerpos que bloquean
el centro activo de la polimerasa hasta que la reaccidn alcanza temperaturas altas en las que el anticuerpo se

desnaturaliza liberando la polimerasa y permitiendo su actividad.

Sondas de hibridacion especificas. Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un

aceptor. Las mas utilizadas son las sondas de hidrélisis, denominadas también sondas TagMan y las sondas

denominadas molecular beacons.
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e Sondas de hidrdélisis. Son oligonucledtidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5 que
emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el
donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben estar espacialmente préximas.
Ademas, el espectro de emisidn de la primera se ha de solapar con el espectro de absorcién de la segunda.
Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin embargo,
durante la amplificacién de ADN blanco, la sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo
largo de la cadena, en su accidén de sintesis, la ADN polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5’
exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5 de la sonda, produciéndose la liberacién del fluorocromo donador.

Como donador y aceptor estan, ahora, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es

captada por el lector (figura 8).
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Figura 8. Funcion general de las sondas de hidrdlisis

e Molecular beacons. Son sondas parecidas a las anteriores. Tienen una molécula donadora en el extremo 5’
y una aceptora en el extremo 3’ pero, ademas, presentan una estructura secundaria en forma de asa, en la que
reside la secuencia de unidn especifica con el ADN blanco. Los extremos permanecen plegados cuando la sonda
no esta hibridada, lo que conlleva que donador y aceptor estén muy cerca uno de otro. En esta conformacion la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor y no es captada por el lector del equipo. Sin
embargo, al hibridar con el ADN blanco la sonda se abre, alejdndose donador y aceptor, pudiendo ser detectada

la fluorescencia emitida por el primero (figura 9).
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Figura 9. Funcion general de las Molecular beacons

En ambos sistemas, el incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridacién de
las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcién de fluorescencia emitida. El empleo de sondas
garantiza la especificidad de la deteccidn y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales, pero su

coste es mas elevado que el SYBR Green y la optimizacidén de las condiciones de la reaccién resulta mas dificil.

Los equipos para PCR tiempo real estdn compuestos por un termociclador y por un lector de fluorescencia y
disefiados para poder efectuar la lectura de la fluorescencia emitida en cada uno de los viales usados y en
cualquier momento de la reaccidn. El nimero de canales de lectura que presentan los equipos también es
importante. Disponer de varios canales de lectura permite detectar la emisiéon de distintos fluorocromos a la
vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos, para identificar
diferentes tipos de ADN diana en la misma reaccion (PCR multiple) o incorporar controles internos a la reaccion,

para detectar la presencia de inhibidores.

El ADN o ARN inicial en la muestra se puede cuantificar de manera muy sencilla, afadiendo simplemente
controles externos con concentraciones conocidas y crecientes de ADN blanco (curva estandar) en el proceso de
amplificacién. En la PCR tiempo real el programa informdatico va registrando el incremento de fluorescencia
(proporcional al aumento de ADN) en cada ciclo, y esta informacion se refleja graficamente en curvas de cinética

de la reaccion para cada una de las muestras y controles (figura 10). Por tanto, se puede controlar la
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amplificacion en las fases iniciales, cuando la concentracién de los reactivos todavia no es limitante y el efecto
de la variabilidad en la eficiencia de amplificacion es menos importante. Para cada muestra el programa
informatico calcula el numero de ciclo en el que el lector empieza a detectar un incremento de fluorescencia
significativo, con respecto a la sefial de base. El ciclo en el que se empieza a detectar el aumento de
fluorescencia se denomina punto de corte (Cp, crossing point) o ciclo umbral (Ct, threshold cycle) y es
inversamente proporcional a la concentraciéon inicial de ADN diana presente en la muestra. Con las
concentraciones previamente conocidas de los controles externos y sus Ct correspondientes se dibuja una curva
patrén. Interpolando en ella los valores de los Ct de cada muestra problema se puede inferir su concentracion

de ADN inicial.
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Figura 10. Vista general de curva estandar por gPCR

Una herramienta muy util para la caracterizacién de los productos de PCR es el analisis de curvas de
disociacion mediante “fusién de alta resolucién” (HRM, High Resolution Melting). Esta técnica se basa en la
aplicacion de un gradiente de temperaturas creciente después de la PCR para monitorizar la cinética de
disociacion de los fragmentos amplificados. Mediante esta aplicacién se puede determinar la Tm (temperatura a
la que el 50% del ADN de la molécula esta desnaturalizado) de los amplicones para comprobar su especificidad
(figura 11). Cada fragmento amplificado tiene una Tm caracteristica, que depende sobre todo de su longitud y
de la composicion de sus bases. Esta aplicaciéon permite comprobar, aunque no siempre con absoluta garantia, la

especificidad de los fragmentos detectados en la PCR.
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Figura 11. Comparacién de mutacién por HRM

3.4.2.1. Ventajas de la qPCR

La primera gran ventaja de la gPCR es su rapidez, puesto que no se necesita ningln proceso adicional de
deteccion, pudiéndose completar el proceso de amplificacion y deteccién en 30-40 minutos. Ademas, gracias a
su rapidez, estos equipos se pueden rentabilizar al maximo, permitiendo un flujo mucho mayor de muestras y de
ensayos. Otra ventaja muy importante de la gqPCR es que al utilizar sistemas cerrados, el riesgo de
contaminacion disminuye de forma muy importante. Los sistemas en tiempo real permiten cuantificar la
concentracién inicial de acido nucleico presente en las muestras de manera mucho mas sencilla, mas precisa y
sobre todo en un rango mucho mayor que en los procedimientos convencionales. Los equipos para qPCR tienen
una capacidad muy elevada ya que en el mismo instrumento se pueden llevar a cabo ensayos cualitativos,
cuantitativos, determinacién de mutaciones, PCR multiple, etc., mientras que para los procedimientos

convencionales se requieren multiples equipos (100).

3.4.2.2. Aplicaciones de la qPCR en microbiologia clinica

Las aplicaciones de la gPCR en el campo de la microbiologia clinica son numerosas gracias a sus indudables
ventajas y a la sencillez de su empleo, lo cual ha ido produciendo que la gPCR vaya reemplazando la PCR clasica,
y que su aplicaciéon se extienda a un numero cada vez mayor de agentes infecciosos, implementandose

progresivamente en la rutina asistencial. Algunas empresas de diagndstico han hecho ya una apuesta decidida
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por la nueva tecnologia y tienen disponibles kits para el diagndstico de los agentes infecciosos de mayor interés
comercial mediante sistemas de gPCR (VIH, VHB, VHC, citomegalovirus, etc.). Sin embargo, hay muchas
enfermedades infecciosas, con menor interés comercial, en las que el uso de métodos moleculares de
diagndstico aporta indudables ventajas. La qPCR, combinada con los nuevos sistemas automaticos para la
preparacion de las muestras, ofrece una plataforma ideal para el desarrollo de una gran variedad de pruebas
moleculares para la identificacién o cuantificacion de esos agentes infecciosos. Otro campo potencial de
aplicacion de la gPCR es en la identificacion de organismos dificilmente cultivables, cuya deteccién rapida sea
beneficiosa por algun motivo. El éxito de un tratamiento no sélo se basa en un diagndstico etiolégico temprano,
sino que en muchas ocasiones la determinacién rdpida de la sensibilidad del agente causal a los farmacos
antimicrobianos puede ser determinante. Hoy dia ya estdn disponibles kits comerciales para algunas
aplicaciones comentadas en este apartado y en el futuro irdn apareciendo muchos otros. Incluso para las
enfermedades infecciosas menos frecuentes estan, o estaran disponibles, protocolos bien optimizados, sencillos

y rdpidos para que puedan ser implementados en la rutina asistencial.

3.4.3. qPCR empleando la tecnologia de arreglos dindmicos de nanofluidos

El equipo BioMark™ (Fluidigm, California, EU. Figura 12) es una plataforma innovadora que permite disefiar
experimentos dentro de un amplio rango de aplicaciones gendmicas (qPCR digital, expresiéon génica,
genotipificacidn, etc.) con una alta capacidad para el procesamiento de un gran nimero de muestras de forma

rapida y eficiente.

Figura 12. Equipo Biomark™
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Esta plataforma se basa en el uso de la tecnologia de arreglos dindmicos de nanofluidos, la cual se refiere al
uso de dispositivos conocidos como Circuitos de Fluidos Integrados (IFC, por sus siglas en inglés) que emplean
cantidades minimas (nanolitros) de reactivos y muestras por reaccion. Estos dispositivos se encuentran en dos
presentaciones basicas: 48.48 IFC y 96.96 IFC (figural3). La primera puede analizar simultdneamente 48
muestras clinicas distintas con 48 ensayos gendmicos diferentes, lo cual significa 2,304 reacciones por separado
en una sola corrida; mientras que la segunda tiene la capacidad de analizar 96 muestras clinicas con 96 ensayos

gendmicos, esto quiere decir, 9216 reacciones en la misma prueba.
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Figura 13. IFCs. Circuitos de Fluidos Integrados

Entre las caracteristicas destacables de esta plataforma se encuentran las siguientes:

o Flexibilidad para el disefio de experimentos con diversas aplicaciones gendmicas.

e (Capacidad para trabajar con un gran nimero de muestras clinicas y ensayos genémicos.

e Alta eficiencia y rapidez. En general, se requieren solamente algunas horas para llevar a cabo una corrida
completa que consiste en 2,304 0 9,216 reacciones individuales dependiendo del IFC empeado.

e Uso de cantidades muy pequefias de muestras y reactivos con la consecuente disminucion de gastos.

e Alta sensibilidad y reproducibilidad. Facilidad en la interpretacion y analisis de resultados.

e Capacidad de realizar pruebas de HRM con un intervalo de calentamiento de 5°C/segundo.

e Cuenta con fotodocumentador capaz de detectar distintos colorantes en un amplio espectro de absorcion

y emision.
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4. JUSTIFICACION

En el INER, asi como en la mayoria de los centros de salud en el pais, se siguen empleando los métodos
convencionales de cultivo, microscopia y serologia para la deteccidn de las principales bacterias respiratorias de
importancia médica, a pesar de sus numerosas e importantes desventajas. El uso de estas técnicas deriva en la
obtencién de resultados tardios, poco especificos, con baja sensibilidad y con un reducido nimero de datos con

relevancia epidemioldgica; lo cual dificulta un tratamiento oportuno y adecuado del paciente infectado.

Este proyecto tiene su justificacidn en la necesidad de disefiar y estandarizar un nuevo y mejor método para
la deteccién adecuada y oportuna de las principales bacterias que causan infecciones respiratorias agudas. Es
necesario el desarrollo de una técnica rapida, especifica, sensible y costo-efectiva, capaz de detectar los

patdgenos bacterianos respiratorios mas importantes y de generar datos epidemiolégicos relevantes.
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5. OBIJETIVOS

5.1. Objetivo general

Disefiar y estandarizar un ensayo de gPCR multiple para la deteccién de las principales bacterias de

importancia respiratoria, empleando la tecnologia de arreglos dinamicos de nanofluidos

5.2. Objetivos especificos

e Disefar iniciadores que permitan la amplificacién de blancos gendmicos especificos para la deteccién de
patégenos bacterianos respiratorios con alta especificidad y sensibilidad, y que puedan ser empleados en

distintas plataformas y metodologias de PCR.

e Estandarizar las condiciones éptimas de amplificacion de cada par de iniciadores disefiados empleando

ADN de controles bacterianos y ADN de muestras clinicas ya tipificadas.

o Adecuar las condiciones de amplificacion para la deteccidn bacteriana mediante gPCR multiple

empleando la tecnologia de arreglos dinamicos de nanofluidos.

e Detectar las principales bacterias de importancia respiratoria en distintos grupos de pacientes con

enfermedad respiratoria aguda.

e Comprobar los resultados obtenidos mediante caracterizacién gendmica de las bacterias detectadas por

medio de secuenciacién convencional Sanger.

e Determinar la frecuencia de las bacterias patdgenas respiratorias, asi como el tipo y frecuencia de co-
infecciones bacterianas y co-infecciones bacterianas/virales presentes en los distintos grupos de pacientes

estudiados.

e Proponer una metodologia eficiente que sea capaz de detectar un gran numero de patdgenos
respiratorios en una cantidad elevada de pacientes de forma rapida y a bajo costo, de esta forma cubrir las

necesidades de diagndstico en un centro de atencion especializado como el INER.
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6. TIPO DE ESTUDIO

Experimental, descriptivo, transversal, prospectivo.

7. MATERIAL

7.1. Material biolégico

-Hisopados nasofaringeos de 100 sujetos diagnosticados con IRA

-Cultivos de controles bacterianos:

K. pneumoniae BH1
e K. oxytoca ATCC 700324
e P.ageruginosa ATCC 27853
e S. aureus ATCC 6538
e M. tuberculosis H37Ra
7.2. Reactivos y soluciones
-Medio de transporte: 5% de albumina bovina, gentamicina (4mg/mL), penicilina/estreptomicina (50,000
U/50,000 pg), fungizona (1mg/mL), NaHCO; al 7.5% y solucidn balanceada de Hank’s. Este medio fue ajustado a
pH 7-7.2, filtrado y esterilizado.
-Kit de extraccidon de ADN bacteriano QlAamp® cador® Pathogen (Qiagen, Hilden, Alemania)
-Colorante EvaGreen® (Biotium, California, EU)

-Colorante GelRed® (Biotium, California, EU)

-Kit de PCR TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, California, EU)
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-Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, Alemania)

-Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, California, EU)

-Kit de PCR SsoFast™ EvaGreen® Supermix with Low Rox (Bio-Rad, California, EU)

-Buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 8)

-2.5X Ready Reaction Premix

-5X BigDye Terminator v3.1 Sequencing Buffer

-Polimero POP-6™ (Applied Biosystems, EU)

-EtOH al 100%

-CH;COONa 3M a pH=5.2

7.3.Equipos

-Epoch (BioTek, Vermont, EU)

-Rotor-Gene (Qiagen, Hilden, Alemania)

-Equipo EC3 Imaging System (Ultra-Violet Products, Cambridge, Reino Unido).

-Veriti™ (Applied Biosystems, California, EU)

-BioMark™ (Fluidigm, California, EU)

-ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EU)
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8. METODOLOGIA

8.1.Diseio de iniciadores

Se disefiaron iniciadores especificos para la identificacion de las principales bacterias que causan IRAs. Se
disefid un par de iniciadores (Forward y Reverse) para el nivel de especie y un par extra para el nivel de género
en aquellos casos en los que era necesaria una identificacidon presuntiva (géneros bacterianos donde dos o mas

especies son capaces de producir IRAs).

El primer paso para el disefio de los iniciadores fue realizar una blsqueda completa en la literatura para
conocer blancos gendmicos ya reportados para la identificacidn de cada una de las bacterias de interés. La gran
mayoria de los blancos encontrados fueron genes que codifican para una proteina especifica de cada especie
bacteriana. En otros casos, se encontraron reportadas inserciones gendmicas caracteristicas de algunas

especies bacterianas que permiten su identificacion.

Una vez seleccionado el blanco gendmico mas adecuado (gen o insercidn especifica), se obtuvieron todas sus
secuencias gendmicas disponibles en la base de datos GenBank de la pagina web del Centro Nacional para la
Informacién en Biotecnologia (NCBI, EU), las cuales correspondieron a secuencias parciales o completas, asi
como secuencias del genoma completo de las distintas cepas disponibles de la bacteria correspondiente. En el
caso de los genomas completos, se encontraron las secuencias de interés dentro de éstos y se trabajaron

individualmente.

Todas las secuencias obtenidas se trabajaron en formato “fasta” y haciendo uso del software MEGA 5.1, se
alinearon aquellas correspondientes al mismo gen, con el fin de visualizar la regidn de interés de cada bacteria y

obtener informacién sobre la composicién y propiedades de ésta.

Una vez recolectada la informacién necesaria, se disefiaron los iniciadores especificos. Empleando el
software gratuito Primer-BLAST disponible dentro de la pagina web del NCBI, se obtuvieron distintas opciones
de iniciadores para cada blanco gendmico de interés. Los parametros que se delimitaron para el disefio de los

iniciadores fueron los siguientes:
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e Tamafo de 18 a 22 nucleoétidos

e 40a60%de G+C

e Repeticiones consecutivas no mayores a 3 nucleétidos

e Tm de 57 a 63°C, con una diferencia no mayor a 3°C entre los iniciadores dentro del par
e Tamano del producto de amplificacién entre 150 y 250 pb

e Baja probabilidad de formacidn de estructuras secundarias de cada iniciador

e Baja probabilidad de formacidn de dimeros entre ambos iniciadores dentro del par

Los iniciadores resultantes se situaron dentro de las alineaciones previamente elaboradas con el fin de
conocer su capacidad para identificar a todos los aislados bacterianos disponibles o la mayor cantidad posible de
éstos. De igual forma, cada iniciador obtenido se analizd con la herramienta digital BLAST dentro de la misma
pagina del NCBI con el fin de conocer la especificidad de los iniciadores y su capacidad de identificar Unica y

exclusivamente los blancos gendmicos de interés y asi evitar la probabilidad de obtener falsos positivos.

En aquellos casos donde no se obtuvieron iniciadores con los pardmetros deseados o con baja especificidad
usando Primer-BLAST, se procedié a disefarlos de forma manual, empleando el software MEGA 5.1 y las
alineaciones previamente realizadas. Se localizaron de forma visual sitios conservados dentro de la secuencia de
interés y dentro de éstos se situaron ambos iniciadores, procurando que cumplieran los parametros
mencionados con anterioridad. Los iniciadores obtenidos se sometieron al mismo analisis de especificidad

empleando BLAST.

Se disefaron un total de 38 iniciadores para la deteccién de las principales bacterias respiratorias y se
sintetizaron a través de la empresa Invitrogen (California, EU). Cada iniciador se resuspendio, se llevd a una

concentracién 200 uM y se almacend a -20°C.
8.2.Delimitacidén de grupos de estudio

En este proyecto se incluyeron 100 pacientes ingresados en el INER. El criterio de inclusidn fue el diagndstico
clinico de enfermedad respiratoria aguda (neumonia adquirida en la comunidad, sospecha de influenza, crisis

asmatica y/o bronquiolitis) al momento de ingreso al instituto. Los pacientes seleccionados se dividieron en

cuatro grupos segun la siguiente clasificacién:
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Grupo A: 25 pacientes <15 afios con reporte positivo a virus respiratorios
Grupo B: 25 pacientes <15 afios con reporte negativo a virus respiratorios
Grupo C: 25 pacientes 215 afios con reporte positivo a virus respiratorios

Grupo D: 25 pacientes 215 afios con reporte negativo a virus respiratorios

Los datos correspondientes a virus respiratorios en todos los pacientes incluidos en este proyecto se

obtuvieron previamente en el Departamento de Virologia y Micologia en el INER.

No fueron incluidos en este proyecto pacientes ambulatorios, pacientes positivos al Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), ni aquellos con comorbilidades importantes como la Enfermedad Pulmonar

Obstructiva Crénica (EPOC).

8.3.0btencidon de muestra

Se obtuvieron hisopados nasofaringeos de los 100 pacientes y se almacenaron temporalmente en medio de
transporte con la siguiente composicion: 5% de albumina bovina, gentamicina (4mg/mL),
penicilina/estreptomicina (50,000 U/50,000 pg), fungizona (1mg/mL), NaHCO; al 7.5% y solucion balanceada de

Hank’s. Este medio fue ajustado a pH 7-7.2, filtrado y esterilizado.

Se realizaron alicuotas de 0.5 mL de cada muestra y se almacenaron en viales a -80°C.

8.4.Extraccion de acidos nucleicos

La extraccidn de acidos nucleicos totales de los 100 hisopados nasofaringeos se llevé a cabo de forma manual
empleando el kit QlAamp® cador® Pathogen (Qiagen, Hilden, Alemania). Se eligié este kit por su capacidad de
extraer acidos nucleicos patégenos (ARN y ADN viral y ADN bacteriano) a partir de muestras clinicas, asegurando
qgue los acidos nucleicos extraidos se encuentren libres de proteinas, nucleasas y otras impurezas para su uso
inmediato en aplicaciones subsecuentes tales como la identificacidon de patégenos mediante PCR. El principio de

la técnica y su procedimiento fue el siguiente:

Se emplearon 200 plL de cada uno de los hisopados nasofaringeos obtenidos. Estas muestras se sometieron a

un proceso de lisis bajo condiciones altamente desnaturalizantes a temperatura ambiente (15-25°C) en
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presencia de proteinasa K y buffer de lisis, los cuales en conjunto también aseguran la inactivacion de nucleasas.
Posteriormente, el buffer de unién provisto en el kit ajustd las condiciones fisicoquimicas del ADN presente para
su purificacién. El lisado obtenido se transfiridé a una columna QlAamp Mini. Se centrifugd esta solucidn, los
acidos nucleicos se adsorbieron en una membrana de silice, mientras que las impurezas y contaminantes
pasaron a través de ella. Dos lavados eficientes eliminaron los contaminantes restantes asi como enzimas

inhibidoras. Los 4cidos nucleicos purificados se recuperaron en 50 uL de buffer de elucion.

Los acidos nucleicos obtenidos se cuantificaron a 260 nm (absorbancia maxima del ADN) con el equipo Epoch
(BioTek, Vermont, EU) y su pureza se determind con el cociente 260/280. Los acidos nucleicos extraidos se
almacenaron a -80°C.

8.5. Evaluacidn de especificidad de los iniciadores disefiados

La estandarizacidn y obtencién de las condiciones éptimas para la qPCR multiple se llevé a cabo empleando

. . * . e b . e ks . . . .
cultivos bacterianos control , sembrados en medios sélidos y semisdlidos de los siguientes microorganismos:

K. pneumoniae BH1

K. oxytoca ATCC 700324

e P.ageruginosa ATCC 27853
e S. aureus ATCC 6538

M. tuberculosis H37Ra

De igual manera, se utilizaron muestras de pacientes ingresados en el INER con resultado positivo a las

siguientes bacterias respiratorias:

e S.aureus

e M. pneumoniae

H. influenzae

e P. ageruginosa

" Todos los cultivos se obtuvieron del cepario de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México,
con excepcion del cultivo de M. tuberculosis, el cual se obtuvo del departamento de Microbiologia del INER.
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El primer paso para la estandarizacidn, fue la extraccidn y cuantificacion de los acidos nucleicos totales a
partir de los cultivos control y las muestras de referencia (véase técnica en “Extraccidon de acidos nucleicos”,
seccion 8.4.). A continuacién, todos los iniciadores sintetizados (200 uM) se diluyeron a una concentracion de

trabajo 20 uM.

Posteriormente se llevé a cabo la amplificacion por separado de cada control o muestra de referencia con sus
iniciadores correspondientes. Estas pruebas se realizaron en el equipo Rotor-Gene (Qiagen, Hilden, Alemania),
empleando el kit de amplificacion TagMan® Gene Expression Master Mix' (Applied Biosystems, California, EU) y
el colorante de unién a ADN de nueva generacién EvaGreen® (Biotium, California, EU) con el siguiente protocolo

general:

. Volumen para una Concentracion
Reactivo ., .
reaccién final
2X TagMan® Gene Expression Master
_ 10 pL 1X
Mix
20X EvaGreen 1pL 1X
Iniciador Forward 0.5 uL 10 um
Iniciador Reverse 0.5 uL 10 um
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Volumen final 20 uL -

Para este protocolo se empleé una cantidad constante de 100 ng de ADN de cada muestra y control, por lo
gue se ajusto la cantidad de agua en cada reaccidn para obtener un volumen final de 20 pL. Asimismo, se incluyd

un control negativo y un control de reactivos en cada prueba.

El proceso de amplificacion se llevé a cabo con las condiciones que a continuacidn se presentan:

" El kit de amplificacién utilizado contiene polimerasa de ADN AmpliTag Gold® UP (Ultra pura), Uracil-DNA Glicosilasa
(UDG), deoxynucleétidos trifosfatados (ANTPs) con deoxyuridina trifosfatada (dUTP), ROX™ como referencia pasiva, y los
componentes optimizados del buffer.

66



Condiciones de amplificacion

Activacion de
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2 min ' ' :

1 1 \

1 : .

1

! ! PCR: 40 ciclos '

1

1 1 :

1 1 .

Tiempo

El equipo Rotor-Gene ademas de llevar a cabo los ciclos de amplificacién en tiempo real mediante
calentamiento y enfriamiento por conveccién, tiene la capacidad de realizar pruebas de HRM (High Resolution
Melting o Fusidn de Alta Resolucién), permitiendo incrementos de temperatura de incluso 0.1°C cada segundo.
Empleando ésta atil herramienta, se determind la Tm (temperatura de desnaturalizacién) especifica de los
productos amplificados en cada prueba, programando una rampa de HRM desde 75°C hasta 90°C con un

aumento de 0.1°C/segundo después del proceso de los ciclos de amplificacidn.

El siguiente paso dentro de la estandarizacidn, fue realizar electroforesis en geles de agarosa de los
productos obtenidos de la amplificacién con el fin de analizar su tamafio y pureza, asi como contar con otro
parametro para evaluar la especificidad de cada par de iniciadores utilizados. En estas pruebas se incluyeron los

controles negativos y los controles de reactivos correspondientes de cada reaccion como referencia.

Para este paso, se prepararon geles de agarosa ultra pura con concentraciones de 1.5% o 2% dependiendo
del tamanfio esperado del producto de amplificacion y se utilizé como colorante GelRed® (Biotium, California,

EU), reemplazando la técnica tradicional que emplea bromuro de etidio debido a sus caracteristicas citotdxicas y

mutagénicas.
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Las cantidades empleadas para la carga de los geles fue la siguiente:

e Muestras: 1 pL de GelRed 200X, 5 uL de buffer de carga y 10 pL del producto de amplificacién.
e Marcador de peso molecular (1 Kpb): 1 uL de GelRed® 200X, 5 uL de buffer de carga y 2 uL del marcador

de peso molecular.

Se utilizé buffer TBE para el llenado de la cdmara y se llevd a cabo la electroforesis a 100 V durante 40
minutos. Los geles se analizaron con el software VisionWorks®LS Version 7.1 (Ultra-Violet Products, Cambridge,
Reino Unido) del equipo EC3 Imaging System (Ultra-Violet Products, Cambridge, Reino Unido). Se analizo el

tamariio de los productos de amplificacidn obtenidos y se compararon con los controles respectivos.

Mediante las reacciones de amplificacién en tiempo real y la rampa de HRM, se obtuvieron el Ct (Crossing
Treshold) y la Tm de cada producto de amplificacion respectivamente, mientras que las pruebas de
electroforesis permitieron comparar su tamano en relacién al esperado. Estos datos permitieron evaluar la
especificidad y eficiencia de los iniciadores disefiados, asi como observar el comportamiento de amplificacién en
tiempo real de los controles y muestras de referencia, permitiendo la obtencién de condiciones 6ptimas

consenso a considerar en las pruebas posteriores.

De los 38 iniciadores disefiados inicialmente, se descartaron 6 por no presentar una especificidad adecuada y

los 32 restantes se emplearon para las pruebas posteriores de estandarizacion y deteccion.
8.6.Estandarizacion de condiciones de la qPCR muiltiple. Evaluacion de pool de iniciadores.
8.6.1. Pre-amplificacion y amplificacion en tiempo real de controles bacterianos

La deteccidén en el equipo BioMark™, el cual posee la tecnologia de arreglos dindmicos de nanofluidos,
requiere de un paso previo de amplificacion empleando la mezcla (pool) de todos los iniciadores a emplear con
el fin de llevar a cabo una amplificacién de los blancos genémicos presentes en las muestras, que permita

obtener una cantidad adecuada de material genético para los pasos posteriores. Esta mezcla se denomina STA

(Specific Target Amplification) y se preparé cdmo se menciona continuacion:
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A partir de las soluciones iniciales de los iniciadores sintetizados 200 pM (200 pmol/uL), se prepararon 100 pL
de cada iniciador a una concentracion 40 pM (40 pmol/uL). Posteriormente se tomaron 0.5 pL de cada solucidn
40 uM, se mezclaron en un mismo tubo y se llevé a un volumen final de 100 pL empleando buffer TE (Tris 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8), obteniendo asi una concentracién final 200 nM (200 nmol/pL) de cada iniciador dentro

de la mezcla. El pool de iniciadores 200 STA obtenido se almacené a -20°C.

De igual manera, a partir de la solucién inicial 200 uM de los iniciadores, se tomaron 0.5 uL (100 pmol) de
cada uno, se mezclaron en un mismo tubo y se llevé a un volumen final de 200 puL empleando buffer TE para asi
obtener una solucién con una concentracion final 500 nM (500 nmol/uL) de cada iniciador dentro de la mezcla.

El pool de iniciadores 500 STA obtenido se almacené a -20°C.

Para realizar éste paso de estandarizacién se empled el ADN extraido de los controles de S. pneumoniae, K.
pneumoniae, M. tuberculosis, P. aeruginosa y S. aureus y el pool de iniciadores 200 STA (200 nM) para llevar a
cabo una pre-amplificacion y evaluar la eficiencia de la misma. Se utilizé siguiente protocolo general para la

mezcla de reactivos:

Reactivo Volumen por reaccion  Concentracion final
2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix 12.5 uL 1X
Pool de iniciadores 200 STA
L lpul 8 nM
(Cada iniciador 200 nM)
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Total 25 plL

Esta amplificacidn, se realizd en el equipo Veriti™ (Applied Biosystems, California, EU) siguiendo el siguiente

protocolo de amplificacion:
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Condiciones de amplificacion
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Tiempo

Después de cada reaccidon de pre-amplificacién, se ocuparon 5 puL de los productos obtenidos para realizar
una reaccién individual de PCR en tiempo real de cada control en el equipo Rotor-Gene, empleando los
iniciadores correspondientes a una concentracién 20 uM y el kit SsoFast™ EvaGreen® Supermix with Low Rox
(Bio-Rad, California, EU). Para realizar la prueba de cada control, se incluyé un control negativo, un control de

reactivos y una reaccion extra con 100 ng de ADN del control de referencia sin pre-amplificar. Se utilizo el

siguiente protocolo de mezcla de reactivos:

eactivo 0 en por reacciod oncentracio a
SsoFast™ EvaGreen ® Supermix with Low Rox (2X) 10 pL 1X
Iniciador Forward (20 uM) 0.5 uL 10 um
Iniciador Reverse (20 uM) 0.5 uL 10 um
Agua Variable -
Producto de pre-amplificacién/ADN 5 ulL/Variable 5 uL/100 ng
Volumen final 20 uL -
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Las pruebas de amplificacién en tiempo real de cada control se efectuaron bajo las siguientes condiciones:

Condiciones de amplificacion

Activacion de

polimerasa
+ desnaturalizacion Desnaturalizacion
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! 1
o 1 .z 1
98°C : 95°C ] - Extension :
. T Alineacion !
3 min \ 1
' 5seg !
© 1 \
S 1 |
= | !
® ! |
] | 57°C 60°C |

Q 1 e
! 1
QE’ : 10 seg 30seg H
- \ !
! 1
! 1
! 1
! 1
! PCR: 40 ciclos !
! 1
! 1
! 1
! 1
! 1

Tiempo

Inmediatamente después de la amplificacién de cada control, se programo dentro del equipo Rotor-Gene, una
rampa de HRM de 75 a 90°C con un incremento de 0.1°C/segundo y se obtuvo la Tm de cada producto de

amplificacidn obtenido. Los valores de Tm y Ct de cada prueba se encuentran resumidos en la tabla 7.

8.6.2. Pre-amplificacion con pool de iniciadores a distintas concentraciones y con distintos kits de PCR y

amplificacion en tiempo real

Una vez realizadas las pruebas de estandarizacién anteriores, se llevaron a cabo tres pruebas adicionales

usando el control de S. pneumoniae de la siguiente manera:

Con el objetivo de comparar la eficiencia de amplificacidon respecto a la concentracion del pool de iniciadores
empleado, en la primera prueba adicional se ocupé el pool de iniciadores 500 STA (500 nM) y se realizé la pre-
amplificacidn siguiendo el mismo protocolo de mezcla de reactivos empleado para la pre-amplificacién con el
pool de iniciadores 200 STA. Ademas del control positivo, se incluyd un control negativo y un control de

reactivos. Las cantidades y concentraciones se ajustaron de la siguiente manera:
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Reactivo Volumen por reaccion  Concentracion final

2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix 12.5 uL 1X
10X Pool de iniciadores 500 STA
L 2.5l 1X (50nM)
(Cada iniciador 500 nM)
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Total 25 uL

Las condiciones de amplificacidon fueron exactamente las mismas empleadas con el pool de iniciadores 200
STA:

Condiciones de amplificacion
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Una vez realizada la pre-amplificacién con el pool de iniciadores 500 STA, se llevé a cabo la PCR en tiempo
real dentro del equipo Rotor-Gene usando los mismos protocolos de mezcla de reactivos y condiciones de
amplificacidon que se emplearon en la gPCR anterior (empleando SsoFast™ EvaGreen ® Supermix with Low Rox).
Cabe mencionar que en esta prueba de gqPCR se emplearon 5 uL del control positivo pre-amplificado y las
mismas cantidades del control negativo y el control de reactivos, ademas, se incluyeron 5 pL del mismo control

positivo pre-amplificado diluido 1:5 (con el fin de comparar la eficiencia de la amplificacion segun la

concentracién del control positivo pre-amplificado).
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De igual manera, para conocer la Tm de los productos obtenidos, se realizé una rampa de HRM de 75 a 90°C
con un incremento de 0.1°C/segundo. Obtenidos los resultados de esta prueba, se comparé la efectividad de

amplificacion respecto a la concentracion de pool de iniciadores ocupado (200 y 500 STA).

Por otro lado, para comparar la eficiencia de amplificaciéon del mismo control (S. pneumoniae) respecto al kit
de PCR utilizado, se empled el kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, California, EU)
durante el paso de pre-amplificacién con ambas concentraciones de pool de iniciadores, 200 STA y 500 STA. La

mezcla de reactivos se realizd de la siguiente manera:

Reactivo Volumen por reaccién  Concentracion final
2X TagMan® PreAmp Master Mix 12.5 pL 1X
Pool de iniciadores 200 STA
N lul 8 nM
(Cada iniciador 200 nM)
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Volumen total 25 uL -

2X TagMan® PreAmp Master Mix 12.5 uL 1X
10X Pool de iniciadores 500 STA
L 2L 1X (50 nM)
(Cada iniciador 500 nM)
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Volumen total 25 uL -

Se llevd a cabo la reaccién de PCR punto final de ambas pruebas dentro del equipo Veriti™ bajo las siguientes

condiciones:
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Condiciones de amplificacion

Activacion
de polimerasa Desnaturalizacion

95°C 95°C

10 min 15 seg Extensién

Alineacion

Mantenimiento

PCR: 14 ciclos

Temperatura

Tiempo

Una vez terminada la pre-amplificacion con el nuevo kit a ambas concentraciones del pool de iniciadores, se
llevaron a cabo las qPCR y las rampas de HRM correspondientes en el equipo Rotor-Gene, cada una con 5 L del
control positivo pre-amplificado y el mismo volumen del control negativo, el control de reactivos y el control
positivo pre-amplificado diluido 1:5. Se mantuvieron los mismos protocolos de mezcla de reactivos y condiciones
de amplificacidn que la prueba de gPCR anterior ya que se utilizé el mismo kit de PCR (SsoFast™ EvaGreen ©

Supermix with Low Rox).

Obtenidos los resultados de las pruebas de estandarizacién realizadas, se procedié a comparar y analizar la
eficiencia durante el paso de pre-amplificacion considerando el kit de PCR y la concentracion del pool de
iniciadores empleados con el fin de conocer la eficiencia y especificidad de los iniciadores disefiados asi como
para tener una idea presuntiva del comportamiento del proceso de gPCR en las pruebas posteriores dentro del

equipo BioMark™. Estos resultados se resumen en la tabla 8.
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8.7.Estandarizacion de condiciones para qPCR muiltiple empleando el equipo BioMark™
8.7.1. Preparacion de soluciones de pares de iniciadores

A partir de las soluciones de iniciadores 40 uM, se tomaron 10 L de cada iniciador Forward y se mezclaron
con 10 pL del iniciador Reverse correspondiente, obteniendo asi 16 mezclas con 20 pL de solucién a una
concentracién 20 uM de cada iniciador dentro del par. Cada par obtenido se identificé con una letra del alfabeto

(A=>P) y se almacend a -20°C.

C. pneumoniae

C. psittaci

Género Haemophilus sp.

H. influenzae

K. pneumoniae

L. pneumophila

M. catarrhalis
Complejo MTB
M. pneumoniae

IO M| m OlO| | >

Género Staphylococcus sp.

S. aureus

Género Streptococcus sp.

S. pneumoniae

B. pertussis

B. parapertussis

v|lOo|Z2|IZ| | &«

P. aeruginosa

8.7.2. Evaluacion de condiciones de pre-amplificacion empleando los kits de PCR TagMan® PreAmp Master

Mix y Qiagen Multiplex PCR Master Mix con el pool de iniciadores 500 STA 10X

Para la estandarizacién de las condiciones para la amplificacién multiple dentro del equipo BioMark™, se

llevé a cabo el flujo de trabajo requerido para cualquier prueba realizada dentro del mismo. El proceso se

muestra en el siguiente diagrama general y se explica a detalle a continuacion.
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Pre-amplificacion |
Cargade IFC : |

*Objetivo: obtener cantidad suficiente de material genético
*Se ocupan controles y muestras clinicas a analizar

Preparacidn de soluciones de reaccion

eObjetivo: mezclar los reactivos necesarios para la qPCR
*Se hace una mezcla para controles y muestras y otra para los ensayos

*Objetivo: mezclar todos los controles y muestras con todos ensayos
*Se emplean los IFC 48.48 Gene Expression

gPCR multiple en el equipo BioMark™

eQObjetivo: realizar y analizar 2304 reacciones de PCR en una sola corrida
eSe realiza qPCR y una rampa de HRM

8.7.2.1. Pre-amplificacion

La primera prueba de estandarizacién consistié en la comparacion de la eficiencia de la pre-amplificacién de
muestras y controles al usar dos kits de PCR distintos. Para la primera reaccién se empled el kit de PCR TagMan®
PreAmp Master Mix para la amplificacion de 16 muestras (diez muestras clinicas, cinco controles de referencia y
un control de reactivos), mientras que para la segunda, se utilizé el kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix
para la amplificacion de las mismas 16 muestras. En ambas reacciones se empled el pool de iniciadores 500 STA

(cada iniciador a una concentracién 50 nM).

Los protocolos de mezcla de reactivos y las condiciones de amplificacién para la prueba de pre-amplificacion

utilizando el kit TagMan® PreAmp Master Mix fueron los siguientes:

2X TagMan® PreAmp Master Mix 5puL 1X
10X Pool de iniciadores 500 STA
L 1pul 1X (50 nM)
(Cada iniciador 500 nM)
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Volumen total 10 pL -
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Condiciones de amplificacion

Activacion
de polimerasa Desnaturalizacion

95°C 95°C

10 min 15 seg Extension

Alineacion

1
1
1
1
1
1
1
|
1
© 1
S 1
= 1
= 1
o i
(] 1
Q 1
£ :
o -
- : Mantenimiento
1
' PCR: 14 ciclos
1
1
1
1
|
! oo
Tiempo

Por otro lado, los protocolos de mezcla de reactivos y las condiciones de amplificacion para la prueba de pre-

amplificacidn utilizando el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix fueron los siguientes:

Reactivo Volumen por reaccion  Concentracion final
2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix 5 uL 1X
10X Pool de iniciadores 500 STA
o 1plL 1X (50nM)
(Cada iniciador 500 nM)

Agua Variable -

ADN Variable 100 ng

Total 10 pL
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Condiciones de amplificacion

Activacion
inicial
Desnaturalizacion

: Extensién ! Extension 1
95°C i 94°c 1 final '
! 1
15 min : 15 seg Alineacion ': !
1
1 | !
: 72°C ' 72°C !

1

©

5 i 30 seg ' 5 min !
) 1 ! !
© 1 ' !
5 ! ! ,
a ' 15 seg ! !
£ ' ! |
(7} 1 ! !
- 1 ' !
1 \ !
1 \ !
| PCR: 14 ciclos : !

1
1 : :
1 . !
1 1 !
1 . !
1 . !

Tiempo

8.7.2.2. Preparacion de soluciones de reaccion

Para la carga del IFC empleado en las reacciones de amplificacidon dentro del equipo BioMark™, se requiere
realizar dos mezclas de reaccién por separado, una para las muestras a analizar y otra para los iniciadores
utilizados. Se ocuparon las cantidades y concentraciones especificadas en el manual del equipo, sin embargo, se
empled un exceso de cada reactivo y en vez de preparar la mezcla para 48 reacciones (32 muestras pre-
amplificadas en el paso anterior y 16 sin pre-amplificar), se obtuvo un volumen final suficiente para 60

reacciones. Estas previsiones se realizaron con el fin de evitar déficit de reactivos en pasos posteriores. Los

protocolos de mezcla de reactivos fueron los siguientes:
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e Solucidon mix de muestras

Rea O O e POr pozo O e O S eso O e para 60 e
SsoFast™ EvaGreen ® Supermix with Low Rox (2X) 2.5 uL 3.5uL 210 pL
20X DNA Binding Dye
Sample Loading Reagent 0-25ul 0-35ul 2Lut
Pre-amplificado 2.25 uL 3.15 L -
Volumen total 5uL 7 uL *3.85 uL de mezcla ¢/pozo
e Solucién mix de iniciadores
Reactivo Volumen por pozo Volumen con exceso Volumen para 60 muestras ‘
2X Assay Loading Reagent 2.5 uL 3.5 uL 210 pL
1X DNA Suspension Buffer (TE) 1.25 uL 1.75 uL 105 pL
Forward+Reverse 20 uM 1.25 uL 1.75 pL -
Volumen total 5 uL 7 uL *5.25 uL de mezcla c¢/pozo

Una vez preparadas ambas mezclas, se transfirieron los volumenes correspondientes a una placa de 96

pozos: 3.85 uL del mix para muestras en 48 pozos y 5.25 uL del mix para iniciadores en los 48 pozos restantes;

en los pozos con el mix para muestras, se adicionaron 3.15 uL de cada producto de la pre-amplificacién,

mientras que en los pozos con mix de iniciadores se adicionaron 1.75 plL de cada par de iniciadores (A=>P) por

triplicado.

8.7.2.3. Carga del IFC 48.48 Gene Expression

El primer paso para la carga del IFC 48.48 Gene Expression fue llenarlo con el liquido de flujo provisto junto

con los IFC 48.48 Gene Expression, el cual tiene la funcion de permitir el flujo adecuado de las mezclas a través

de los canales y cdmaras dentro del chip. Se emplearon dos jeringas con 300 pL de liquido de flujo cada una para

llenar las cdmaras que se encuentran a los costados del chip:

79




Figura 14. Llenado de cdmaras de liquido de flujo en IFC 48.48

A continuacién, se inserté el IFC dentro del equipo controlador correspondiente, el cual se encarga de
distribuir de manera automatica y uniforme el liquido de flujo a través de todos los canales hasta lograr cubrir

todas las camaras individuales en el chip central:

Figura 15. Distribucién de liquido de flujo en chip central del IFC 48.48

Una vez cubiertas todas las cdmaras con el liquido de flujo, se procedid a colocar 5 pL de cada mezcla de
iniciadores y 5 pL de cada mezcla de muestras en sus pozos correspondientes en el IFC 48.48. Finalizado el
llenado de los pozos, se inserté nuevamente el IFC dentro del equipo controlador para la mezcla automatica de
las 48 muestras con los 48 pares de iniciadores y su distribucién uniforme en las camaras del chip, obteniendo

asi, 2304 mezclas de reaccién individuales.
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Muestras

Ensayos

Figura 16. Distribucién de mezclas de reactivos para ensayos y muestras en IFC 48.48

8.7.2.4. qPCR multiple en el equipo Biomark™

Realizadas las mezclas de reaccién, se colocd el IFC 48.48 Gene Expression dentro del equipo BioMark™ y se
llevé a cabo la amplificacién de las 48 muestras (cada una con los 16 pares de iniciadores por triplicado) de

manera simultadnea siguiendo el siguiente protocolo de amplificacion:

Condiciones de amplificacion

Activacion de s
Desnaturalizacion

polimerasa
I 1
| 1
1
95°C ! 96°C :
| ) » Extension E
60 seg ! 5 seg Alineacién :
i 1
© ! l
L
1
g ! 60°C :
5 i 57°C :
2 i .
g : 20 seg !
o ! 5seg !
|l 1 I
| 1
| ]
i 1
1
H PCR: 40 ciclos 1
' :
| 1
I 1
! 1

Tiempo
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Al finalizar los ciclos de amplificacidn, se programé una rampa de HRM dentro del equipo BioMark™ de 60 a

95°C con un incremento de 1°C/3seg.

Una vez completado este paso, se analizaron los resultados con el software Fluidigm Real-Time PCR Analysis
Version 4.0.1 (Fluidigm, California, EU) y se comparé la eficiencia de amplificacion segun el kit de PCR empleado

durante la pre-amplificacién usando el pool de iniciadores 500 STA.

8.7.3. Evaluaciéon de condiciones de pre-amplificacion empleando los kits de PCR TagMan® PreAmp Master

Mix y Qiagen Multiplex PCR Master Mix con el pool de iniciadores 200 STA a distintas concentraciones

La segunda prueba de estandarizacién dentro del equipo BioMark™ consistié en el uso de los mismos kits de
PCR durante el paso de pre-amplificacién mencionados en el punto anterior y el pool de iniciadores 200 STA a
distintas concentraciones finales (8 nM y 20 nM de cada iniciador), resultando asi, cuatro condiciones distintas
gue permitieron evaluar la eficiencia de amplificacion respecto a cada kit y pool empleado con el fin de

encontrar las condiciones ideales para la amplificacién de las muestras clinicas en las pruebas posteriores.

El flujo de trabajo para esta prueba fue idéntico que el mencionado en el punto anterior (pre-amplificacion
- preparacion de soluciones - carga del IFC > gPCR multiple en BioMark™) modificando Unicamente las
condiciones dentro del paso de pre-amplificaciéon. Las cuatro condiciones consideradas para esta prueba fueron

las siguientes:

e Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix, concentracion final de iniciadores: 8 nM
e Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix, concentracidn final de iniciadores: 20 nM
e Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix, concentracién final de iniciadores: 8 nM

e Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix, concentracion final de iniciadores: 20 nM
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Los protocolos de mezcla de reactivos fueron los siguientes:

Reactivo

Volumen por reaccion

Concentracidn final

2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix 5pulL 1X
Pool de iniciadores 200 STA 0.4 pL 8 nM
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Total 10 pL

Reactivo

Volumen por reaccion

Concentracidn final

2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix 5puL 1X
Pool de iniciadores 200 STA 1uL 20nM
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Total 10 pL

Reactivo Volumen por reaccion  Concentracion final
2X TagMan® PreAmp Master Mix 5puL 1X
Pool de iniciadores 200 STA 0.4 pL 8 nM
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Volumen total 10 pL -
Reactivo Volumen por reaccion  Concentracion final ‘
2X TagMan® PreAmp Master Mix 5puL 1X
Pool de iniciadores 200 STA 1puL 20 nM
Agua Variable -
ADN Variable 100 ng
Volumen total 10 pL -

Realizadas las mezclas de reaccion de las cuatro condiciones con seis muestras y seis controles cada uno, se
llevaron a cabo las amplificaciones dentro del equipo Veriti™ bajo las condiciones correspondientes segun el kit
empleado (seccién 8.7.2.1.). A continuacién, se completdé el mismo flujo de trabajo mencionado con
anterioridad hasta realizar la gPCR multiple empleando los pre-amplificados resultantes de las cuatro

condiciones evaluadas. Los resultados obtenidos se analizaron con el software Fluidigm Real Time PCR Analysis.

Con los resultados obtenidos, se compard la eficiencia de amplificacion respecto a las 6 condiciones

empleadas durante el proceso de estandarizacidon dentro del equipo BioMark™ vy se eligieron aquellas que
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presentaran la deteccion mas sensible y especifica de los blancos gendmicos de interés dentro de las muestras y

controles utilizados.
8.8.Determinacion del limite de deteccion de las pruebas de gPCR muiltiple en el equipo Biomark™

Se llevd a cabo una prueba adicional para conocer la cantidad o concentracion minima de ADN que se puede

detectar con fiabilidad por el método de gPCR multiple en el equipo Biomark™.

Para realizar esta prueba se emplearon 100 ng de ADN extraido de tres especies bacterianas control (K.
pneumoniae BH1, P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 6538), se realizaron cuatro diluciones consecutivas
1:10 de cada una de ellas y se tomd el volumen necesario para obtener al final 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 ng de ADN de
cada control. Empleando estas cinco cantidades distintas de ADN de cada control, se llevé a cabo el flujo de trabajo
correspondiente para llevar a cabo la deteccién mdltiple (pre-amplificacién = preparacién de soluciones - carga
de IFC > gPCR multiple en BioMark™). Las quince reacciones resultantes fueron comparadas para determinar la
cantidad minima de ADN y el numero tedrico minimo de moléculas detectables en la prueba y asi determinar si

existen limitantes de importancia a considerar.

Control bacteriano Cantidad ADN

K. pneumoniae BH1 100 ng
K. pneumoniae BH1 10 ng
K. pneumoniae BH1 1ng
K. pneumoniae BH1 0.1 ng
K. pneumoniae BH1 0.01 ng
P. aeruginosa ATCC 27853 100 ng
P. aeruginosa ATCC 27853 10 ng
P. aeruginosa ATCC 27853 1ng
P. aeruginosa ATCC 27853 0.1ng
P. aeruginosa ATCC 27853 0.01 ng
S. aureus ATCC 6538 100 ng
S. aureus ATCC 6538 10 ng
S. aureus ATCC 6538 1ng
S. aureus ATCC 6538 0.1ng
S. aureus ATCC 6538 0.01 ng
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8.9.Deteccidn de bacterias respiratorias en muestras clinicas mediante qPCR multiple en el equipo BioMark™

Después de analizar y comparar los resultados de las pruebas de estandarizacion, se obtuvieron las
condiciones consenso a utilizar durante el paso de pre-amplificacion de las 100 muestras clinicas y asi poder
emplearlas para la gPCR multiple en el equipo BioMark™, con el fin de detectar los principales patdgenos

bacterianos respiratorios en los cuatro grupos de pacientes considerados.

Se realizaron en total tres pruebas de qPCR mdltiple en el equipo BioMark™ para el andlisis de las 100
muestras clinicas. Cada prueba se llevé a cabo con el flujo de trabajo completo descrito con anterioridad (pre-
amplificacion = preparacion de soluciones - carga del IFC & gPCR multiple en BioMark™) empleando 42
muestras clinicas pre-amplificadas, cinco controles de referencia y un control de reactivos en cada qPCR.
Durante el paso de pre-amplificacién se empleé el kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix y el pool de
iniciadores 200 STA a una concentracion final 8 nM de cada iniciador; mientras que para la qPCR, se empled el
kit SsoFast™ EvaGreen ® Supermix with Low Rox. Las condiciones de amplificacion para cada una de éstas PCR se

mencionan con anterioridad.

Finalizada cada prueba de qPCR, se analizaron los resultados con el software Fluidigm Real Time PCR Analysis
y se logrd evaluar la presencia de las principales bacterias de importancia respiratoria en las 100 muestras
clinicas estudiadas. Asimismo, se detectaron las principales co-infecciones bacterianas (presencia de dos o mas
agentes patdgenos en la misma muestra) y co-infecciones bacterianas/virales en cada grupo de estudio y su

frecuencia.

8.10. Caracterizacidn de bacterias respiratorias mediante secuenciaciéon convencional o Sanger

Una vez obtenidos los datos de las bacterias respiratorias presentes en las muestras de los 100 pacientes, se

procedid a caracterizarlas para validar los resultados conseguidos y lograr su completa identificacidn.

Se seleccionaron muestras positivas a aquellas bacterias de las cuales no se contaba con un control positivo
bacteriano (cinco muestras positivas para H. influenzae, seis muestras positivas para M. catarrhalis y cuatro
muestras positivas para M. pneumoniae), y se caracterizaron mediante secuenciaciéon Sanger. La técnica fue la

siguiente:
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Se realizd una reaccidn de PCR punto final en una placa de 96 pozos para la amplificacion de 16 muestras en
total. Para cada muestra se realizaron dos reacciones de amplificacién por separado, una empleando el iniciador
Forward y la otra con el iniciador Reverse correspondiente (ambos a una concentraciéon 2 uM). Estas reacciones
de amplificacidn independientes tuvieron como objetivo sintetizar la cadena molde y la cadena complementaria
por separado y asi contar con ambas secuencias disponibles del mismo producto a secuenciar. Se utilizo el

siguiente protocolo de mezcla de reaccién:

Reactivo Volumen Concentracion final ‘
2.5X Ready Reaction Premix 1ul 0.5X
5X BigDye Terminator v3.1 Sequencin
= Buffer i " tut X
Iniciador (Forward o Reverse) 2 uM 1ul 2 pmol
ADN Variable Variable
Agua Variable -
Volumen total 5uL

Una vez preparadas las mezclas de reaccion para cada muestra, se llevé a cabo su amplificaciéon bajo las

siguientes condiciones:

Condiciones de amplificacion

Desnaturalizacion
inicial Desnaturalizacion

95°C 95°C

1 min 10 seg
Extension

Alineacion

Temperatura

Mantenimiento
PCR: 25 ciclos

Tiempo
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Finalizada la PCR punto final, se purificd la placa de 96 con los productos de amplificacion con el fin de
eliminar los nucleétidos no utilizados, el material genético no amplificado y cualquier otro agente que pudiera

interferir en el proceso de secuenciacion. La purificacidn se llevd a cabo de la siguiente manera:

a. Por cada pozo se agregaron 12.7 uL de EtOH al 100% y 0.5 puL de CH;COONa 3 M a pH=5.2

b. Se centrifugd la placa a 2000 g durante 20 min.

c. Sevolted la placa sobre un material absorbente y se centrifugd 1 min a 150 G.

d. Se agregaron 35 plL de EtOH al 70% y se centrifugd a 2000 g durante 5 min

e. Se volvid a voltear la placa sobre un material absorbente y se centrifugd a 150 g durante 1 min.

f. Finalmente, se resuspendio el producto purificado con 20 uL de formamida y se agité cuidadosamente.

Con ambas cadenas de ADN de cada producto amplificadas por separado y purificadas, se insertd la placa en
el equipo de secuenciacidon ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EU) y empleando el
Polimero POP-6™ (Applied Biosystems, EU) se llevd a cabo la secuenciacion Sanger con el fin conocer la
composicion nucleotidica precisa de los productos amplificados y comprobar si éstos coincidian totalmente con

los blancos gendmicos esperados, pudiendo asi, tipificar completamente las muestras clinicas analizadas.
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9. RESULTADOS

9.1.Diseio de iniciadores

Se disefiaron un total de 38 iniciadores para la deteccion de 14 especies bacterianas de importancia
respiratoria, 4 géneros que contienen mas de una bacteria de importancia respiratoria y del complejo MTB que

incluye a las especies Mycobacterium tuberculosis, M. africanum, M. bovis , M. microti, M. canetti y M. caprae.

En la tabla 5 se muestran las bacterias a detectar, el blanco gendmico elegido para su deteccién, asi como la

temperatura de fusidn de los iniciadores y el tamanfio tedrico del producto de amplificacién.

Tabla 5. Iniciadores disefiados para la deteccidn de las principales bacterias de importancia respiratoria

dNO Prod
Bacteria O geno O ado b
B. pertussis 1S481 F 64 i
B. pertussis 1S481 RC 62
B. parapertussis 1S1001 F 62 16
B. parapertussis 1S1001 RC 62
Género Chlamydophila sp. dnak F 61 A
Género Chlamydophila sp. dnak RC 62
C. pneumoniae ompA F 60 o
C. pneumoniae ompA RC 62
C. psittaci dnak F 62
C. psittaci dnak RC 62 208
Género Haemophilus sp. recA F 62 o
Género Haemophilus sp. recA RC 58
H. influenzae pilA F 60 e
H. influenzae pilA RC 62
K. pneumoniae tyrB F 60 o
K. pneumoniae tyrB RC 60
K. oxytoca pehX F 62
K. oxytoca pehX RC 60 199
L. pneumophila mip F 62 .
L. pneumophila mip RC 60
M. catarrhalis copB F 60 .
M. catarrhalis copB RC 61
Complejo MTB 1S6110 F 64 i
Complejo MTB 1S6110 RC 62
M. pneumoniae P1 F 60 246
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M. pneumoniae P1 RC 60
P. aeruginosa gyrB F 64 5o
P. aeruginosa gyrB RC 62
Género Staphylococcus sp. tuf F 60 -
Género Staphylococcus sp. tuf RC 60
S. aureus nuc F 60
S. aureus nuc RC 60 174
Género Streptococcus sp. sodA F 60 i
Género Streptococcus sp. sodA RC 62
S. pneumoniae IytA F 60 s
S. pneumoniae IytA RC 60
S. pyogenes sof F 60
S. pyogenes sof RC 60 252

9.2. Extraccion de acidos nucleicos

El ADN extraido tanto de las 100 muestras clinicas como de los controles bacterianos se cuantific6 mediante
espectrofotometria. Las lecturas provenientes de las muestras clinicas resultaron en un rango de 19.1 a 124.6
ng/uL de ADN (un promedio de 36.2 ng/uL de ADN), mientras que los controles bacterianos presentaron un
rango de concentraciones de 33.5 a 287.3 ng/uL (un promedio de 110.8 ng/uL de ADN). Por otro lado, la pureza
del ADN extraido de las muestras clinicas expresada mediante el cociente 260/280, resulté en un rango de
lecturas de 1.9 a 4.3 (un promedio de 3), mientras que los controles bacterianos presentaron un rango de

lecturas de 1.5 a 3.3 (un promedio de 2.4).

9.3. Evaluacidn de especificidad de los iniciadores diseiiados

Para determinar la especificidad de los iniciadores disefiados, se evalud de forma individual cada par de éstos
con su control positivo correspondiente (en caso de que contaran con uno), asi como con un control negativo y
un control de reactivos. Se incluyeron también muestras clinicas con resultado presuntivo positivo al ensayo

correspondiente en caso de que se contara con ellas.
Se llevé a cabo una amplificaciéon por medio de PCR en tiempo real (QPCR) en el equipo Rotor-Gene para

observar el comportamiento de la amplificaciéon en cada ensayo, seguido de una prueba de HRM para definir la

Tm de los productos de PCR obtenidos, asi como la presencia de productos inespecificos. Por ultimo, para
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confirmar la identidad de los productos generados se sometieron a una prueba de electroforesis en gel de

agarosa para conocer su tamano e identificar la presencia de productos no deseados.

A continuacidn se presentan las imagenes de la amplificacion en tiempo real, la curva de disociaciéon obtenida
en la prueba de HRM vy la electroforesis de los productos de PCR de cada uno de aquellos ensayos (pares de

iniciadores) que contaban con un control positivo o muestra de referencia positiva.

e Staphylococcus sp., S. aureus

Se realizaron dos pruebas. Una para detectar cualquier especie dentro del género Staphylococcus sp. (gen
tuf) y otra prueba para detectar Unicamente a la especie S. aureus (gen nuc). Se empled un control positivo y

una muestra clinica con resultado presuntivo positivo.
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Figura 17. Amplificacidn en tiempo real de un control positivo y una muestra clinica positiva para los ensayos
Staphylococcus sp. y S. aureus
A: Control positivo (S. aureus), ensayo Staphylococcus sp.; B: Muestra clinica, ensayo Staphylococcus sp.; C: Control positivo
(S. aureus), ensayo S. aureus; D: Muestra clinica, ensayo S. aureus
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Figura 18. Curva de disociacion de los productos de amplificacion de los ensayos Staphylococcus sp. (75°C) y S. aureus
(74.6°C)
A: Control positivo (S. aureus), ensayo Staphylococcus sp.; B: Muestra clinica, ensayo Staphylococcus sp.; C: Control positivo
(S. aureus), ensayo S. aureus; D: Muestra clinica, ensayo S. aureus.
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Figura 19. Electroforesis de los productos de amplificacion de los ensayos Staphylococcus sp. (251 pb) y S. aureus (174 pb)
NTC: (Negative template control), control de reactivos; MPM: Marcador de peso molecular; pb: pares de bases; CN: Control
negativo; A: Control positivo (S. aureus), ensayo Staphylococcus sp.; B: Muestra clinica, ensayo Staphylococcus sp.; a:
Control positivo (S. aureus), ensayo S. aureus; b: Muestra clinica, ensayo S. aureus.
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e M. pneumoniae

Se realizé una prueba para detectar la especie M. pneumoniae (gen P1). Se empled una muestra clinica a

distintas concentraciones de ADN.
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Figura 20. Amplificacidn en tiempo real de dos muestras clinicas positivas a distintas concentraciones de ADN para el
ensayo M. pneumoniae
A: Muestra clinica (100 ng ADN); B: Muestra clinica (200 ng ADN)
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Figura 21. Curva de disociacién de los productos de amplificacién del ensayo M. pneumoniae (78°C)
A: Muestra clinica (100 ng ADN); B: Muestra clinica (200 ng ADN)
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M. pneumoniae

MPM NTC A B

Figura 22. Electroforesis de los productos de amplificacién del ensayo M. pneumoniae (246 pb)
NTC: (Negative template control), control de reactivos; MPM: Marcador de peso molecular; pb: pares de bases; A: Muestra
clinica (100 ng ADN); B: Muestra clinica (200 ng ADN)

e Haemophilus sp., H. influenzae

Se realizaron dos pruebas. Una para detectar cualquier especie dentro del género Haemophilus sp. (gen

recA), y otra para detectar a la especie H. influenzae (gen pilA). Se emplearon cuatro muestras clinicas distintas

con resultado presuntivo positivo.
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Figura 23. Amplificacion en tiempo real de cuatro muestras clinicas positivas para los ensayos Haemophilus sp. y H.

influenzae
A: Muestra clinica 1, ensayo Haemophilus sp.; C: Muestra clinica 3, ensayo Haemophilus sp.; D: Muestra clinica 4, ensayo
Haemophilus sp.; E: Muestra clinica 1, ensayo H. influenzae
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Figura 24. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion de los ensayos Haemophilus sp. (77.8°C) y H. influenzae
(76.7°C)
A: Muestra clinica 1, ensayo Haemophilus sp. ; C: Muestra clinica 3, ensayo Haemophilus sp.; D: Muestra clinica 4, ensayo
Haemophilus sp.; E: Muestra clinica 1, ensayo H. influenzae
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Figura 25. Electroforesis de los productos de amplificacidn de los ensayos Haemophilus sp. (178 pb) y H. influenzae (226 pb)
NTC: (Negative template control), control de reactivos; MPM: Marcador de peso molecular; pb: pares de bases; CN. Control
negativo; A: Muestra clinica 1, ensayo Haemophilus sp.; B: Muestra clinica 2, ensayo Haemophilus sp.; C: Muestra clinica 3,
ensayo Haemophilus sp.; D: Muestra clinica 4, ensayo Haemophilus sp.; a: Muestra clinica 1, ensayo H. influenzae; b:
Muestra clinica 2, ensayo H. influenzae; c: Muestra clinica 3, ensayo H. influenzae; d: Muestra clinica 4, ensayo H. influenzae
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e Complejo MTB

Se realizé una prueba para detectar a las especies del género Mycobacterium sp. pertenecientes al complejo
MTB, que incluye a M. tuberculosis (I1S6110). Se empled un control positivo por duplicado y una muestra clinica

con resultado presuntivo positivo.
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Figura 26. Amplificacién en tiempo real de dos controles positivos y una muestra clinica positiva para el ensayo Complejo
MTB
A: Control positivo (M. tuberculosis); B: Control positivo (M. tuberculosis); C: Muestra clinica
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Figura 27. Curva de disociacidn de los productos de amplificacidn del ensayo Complejo MTB (89.7°C)
A: Control positivo (M. tuberculosis); B: Control positivo (M. tuberculosis)
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Figura 28. Electroforesis de los productos de amplificacion del ensayo Complejo MTB (165 pb)
NTC: (Negative template control), control de reactivos; MPM: Marcador de peso molecular.; pb: pares de bases; CN. Control
negativo; A: Control positivo (M. tuberculosis); B: Control positivo (M. tuberculosis); C: Muestra clinica

e P.ageruginosa

Se realizé una prueba para detectar la especie P. aeruginosa (gen gyrB). Se empled un control positivo y tres

muestras clinicas con resultado presuntivo positivo.
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Figura 29. Amplificacidn en tiempo real de un control positivo y tres muestras clinicas positivas para el ensayo P. aeruginosa
A: Control positivo (P. aeruginosa); B: Muestra clinica 1.
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Figura 30. Curva de disociacidn de los productos de amplificacién del ensayo P. aeruginosa (85.9°C)
A: Control positivo (P. aeruginosa); B: Muestra clinica 1.
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Figura 31. Electroforesis de los productos de amplificacion del ensayo P. aeruginosa (137 pb)
NTC: (Negative template control), control de reactivos; MPM: Marcador de peso molecular, pb: pares de bases; CN. Control
negativo; A: Control positivo (P. aeruginosa); B: Muestra clinica 1; C: Muestra clinica 2; D: Muestra clinica 3
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e K. pneumoniae y K. oxytoca

Se realizaron dos pruebas, una para detectar a la especie K. pneumoniae (gen tyrB) y otra para detectar a la

especie K. oxytoca (gen pehX). Se empled un control positivo correspondiente a cada especie.
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Figura 32. Amplificacién en tiempo real de dos controles positivos correspondientes a los ensayos K. pneumoniae y K.
oxytoca
A: Control positivo (K. pneumoniae), ensayo K. pneumoniae
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Figura 33. Curva de disociacidn de los productos de amplificacidn de los ensayos K. pneumoniae (82.7°C) y K. oxytoca (85°C)
A: Control positivo (K. pneumoniae), ensayo K. pneumoniae
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Figura 34. Electroforesis de los productos de amplificacion de los ensayos K. pneumoniae (177 pb) y K. oxytoca (199 pb)
NTC: (Negative template control), control de reactivos; MPM: Marcador de peso molecular; pb: pares de bases; CN. Control
negativo; A: Control positivo (K. pneumoniae); B: Control positivo (K. oxytoca)

e Streptococcus sp., S. pneumoniae, S. pyogenes

Se realizaron tres pruebas, una para detectar cualquier especie dentro del género Streptococcus sp. (gen
sodA), y las dos restantes para detectar a las especies S. pneumoniae (gen IytA) y S. pyogenes (gen sof),

respectivamente. Se empled un control positivo correspondiente a cada especie.
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Figura 35. Amplificacidn en tiempo real de dos controles positivos correspondientes a los ensayos Streptococcus sp., S.
pneumoniae (78.8°C) y S. pyogenes
A: Control positivo (S. pneumoniae), ensayo Streptococcus sp.; B: Control positivo (S. pyogenes), ensayo Streptococcus sp.;
C: Control positivo (S. pneumoniae), ensayo S. pneumoniae; G: Producto inespecifico
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Figura 36. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion de los ensayos Streptococcus sp. (79.2°C), S. pneumoniae
(78.8°C) y S. pyogenes (79.6°C)
A: Control positivo (S. pneumoniae), ensayo Streptococcus sp.; B: Control positivo (S. pyogenes), ensayo Streptococcus sp.;
C: Control positivo (S. pneumoniae), ensayo S. pneumoniae; G: Producto inespecifico
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Figura 37. Electroforesis de los productos de amplificacion de los ensayos Streptococcus sp. (176 pb), S. pneumoniae (236
pb) y S. pyogenes (252 pb)
NTC: (Negative template control), control de reactivos; MPM: Marcador de peso molecular, pb: pares de bases; CN. Control
negativo; A: Control positivo (S. pneumoniae); B: Control positivo (S. pyogenes); C: Control positivo (S. pneumoniae); D:
Control positivo (S. pyogenes); E: Control positivo (S. pneumoniae); F: Control positivo (S. pyogenes)

A continuacién se presenta una tabla que concentra los valores de Ct y Tm obtenidos en cada una de las
pruebas de qPCR anteriores. Asimismo, se muestra la Tm tedrica calculada para cada ensayo”. Los resultados se

obtuvieron con el equipo Rotor-Gene.

* El proceso de obtencién de la Tm teérica para cada ensayo se detalla en la seccién 10.3
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Tabla 6. Ct y Tm de los productos de amplificacidon obtenidos en las pruebas de estandarizacion para gPCR muiltiple.
Evaluacidn de especificidad de iniciadores

Ensayo Muestra Ct  Tm experimental (°C) Tm tedrica (°C)
Control positivo (A) 15.6 76.9
Staphylococcus sp. — 75
Muestra clinica (B) 235 76.9
Control positivo (C) 14.9 76.8
S. aureus — 74.6
Muestra clinica (D) 21 76.3
. Muestra clinica 100 ng ADN (A) 28 79.6
M. pneumoniae - 78
Muestra clinica 200 ng ADN (B) 27.6 79.3
Muestra clinica 1 (A) 23.8 78.8
Haemophilus sp. Muestra clinica 3 (C) 24.5 78.8 77.8
Muestra clinica 4 (D) 35.7 79
H. influenzae Muestra clinica 1 (E) 27.6 79.6 76.7
Control positivo M. tuberculosis (A) 12.5 89
Complejo MTB Control positivo M. tuberculosis (B) 10.1 89.4 89.7
Muestra clinica (C) 35 -
) Control positivo (A) 13.3 86.2
P. aeruginosa — 85.9
Muestra clinica 1 (B) 19 86.1
K. pneumoniae Control positivo K. pneumoniae (A) 16.1 84 82.7
Control positivo S. pneumoniae (A) 19.7 81.6
Streptococcus sp. — 79.2
Control positivo S. pyogenes (B) 21.6 80.3
S. pneumoniae Control positivo S. pneumoniae (C) 19.8 80.5 78.8

Después de evaluar individualmente cada uno de los 19 pares de iniciadores disefiados, se decidié rechazar a
los siguientes ensayos: Chlamydophila sp., K. oxytoca y S. pyogenes. Se llegd a ésta decisién debido a que no se
obtuvieron productos de amplificacién con los controles positivos, indicando su ineficiencia en la amplificacion e

identificacion de su correspondiente blanco bacteriano.

Los 16 pares de iniciadores restantes se emplearon en las pruebas posteriores debido a su adecuado
funcionamiento. Los ensayos elegidos fueron: B. pertussis, B. parapertussis, C. pneumoniae, C. psittaci, Género
Haemophilus sp., H. influenzae, K. pneumoniae, L. pneumophila, M. catarrhalis, Complejo MTB, M. pneumoniae,

P. aeruginosa, Género Staphylococcus sp., S. aureus, Género Streptococcus sp. y S. pneumoniae.

Cabe mencionar que a pesar de no contar con los controles bacterianos correspondientes a las especies H.

influenzae, M. catarrhalis y M. pneumoniae, se decidi6 mantener éstos ensayos en las pruebas posteriores

debido a su importancia como agentes causantes de IRAs.

101



9.4. Estandarizacion de condiciones de la gPCR miuiltiple. Evaluacion de pool de iniciadores.

Posterior a la estandarizacidon de forma individual de cada par de iniciadores, se requiere estandarizar una
PCR multiple que incluya todos los pares de iniciadores disefiados, con el fin de detectar cualquier bacteria
presente en una muestra respiratoria y aumentar la cantidad de material genético para su empleo en los
siguientes pasos de la prueba. Por lo tanto, se llevé a cabo una reaccién de “pre-amplificacion” con la mezcla de
todos los iniciadores y posteriormente se empleé el producto pre-amplificado y se enfrentd con el par de

iniciadores especificos.

Se prepararon dos mezclas con los 16 pares de iniciadores funcionales y especificos evaluados en la seccién
anterior. Cada mezcla (pool) se prepard a una concentracion de 200 uM (200 STA) y 500 uM (500 STA), y se
utilizaron 2 diferentes kits de preamplificacion (PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix y PCR TagMan® PreAmp
Master Mix). Posteriormente, se realizd una qPCR de cada control o muestra “pre-amplificada” empleando su
ensayo (par de iniciadores) especifico y el kit de PCR SsoFast™ EvaGreen ® Supermix with Low Rox. Finalmente,
se realizd una prueba de HRM para cada ensayo con el fin de obtener la curva de disociacién respectiva y asi

determinar la Tm del producto de amplificacién y evaluar la presencia de productos inespecificos.

Se realizé un primer conjunto de pruebas empleando los iniciadores a una concentracion 200 uM y el kit de
PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix para cada uno de los controles positivos. Mientras que el segundo
conjunto de pruebas consistié en la pre-amplificacion del control S. pneumoniae evaluando cuatro condiciones

distintas:

Condicidn 1: Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool iniciadores 200 STA
Condicion 2: Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool iniciadores 500 STA
Condicidn 3: Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix. Pool iniciadores 200 STA
Condicidn 4: Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix. Pool iniciadores 500 STA

Posteriormente, se realizé una reaccidon de gqPCR para cada uno de los productos obtenidos empleando su

ensayo correspondiente y finalmente se realizé una prueba de HRM para cada producto generado en la gPCR.

Primer conjunto de pruebas: figuras 38-47 y tabla 7. Segundo conjunto de pruebas: figuras 48-53 y tabla 8.
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A continuacién se muestran las figuras correspondientes a la amplificacion en tiempo real y a la curva de

disociaciéon de ambos conjuntos de pruebas efectuadas.

Primer conjunto de pruebas. Pre-amplificacion y gPCR de controles positivos bacterianos

e S. pneumoniae
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Figura 38. Amplificacién en tiempo real del control positivo S. pneumoniae para el ensayo S. pneumoniae.
A: Control positivo (S. pneumoniae) sin pre-amplificacidn; B: Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacion
empleando el pool de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix
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Figura 39. Curva de disociacion de los productos de amplificacién del ensayo S. pneumoniae
A: Control positivo (S. pneumoniae) sin pre-amplificacidn; B: Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacidon
empleando el pool de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix
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e K. pneumoniae
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Figura 40. Amplificacién en tiempo real del control positivo para el ensayo K. pneumoniae.
A: Control positivo (K. pneumoniae) sin pre-amplificacidn; B: Control positivo (K. pneumoniae) con pre-amplificacion
empleando el pool de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix
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Figura 41. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion del ensayo K. pneumoniae.
A: Control positivo (K. pneumoniae) sin pre-amplificacion; B: Control positivo (K. pneumoniae) con pre-amplificacion
empleando el pool de iniciadores 200 STA y el kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix
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Figura 42. Amplificacién en tiempo real del control positivo M. tuberculosis para el ensayo complejo MTB

A: Control positivo (M. tuberculosis) sin pre-amplificacion; B: Control positivo (M. tuberculosis) con pre-amplificacion

empleando el pool de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix
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Figura 43. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion del ensayo M. tuberculosis.

A: Control positivo (M. tuberculosis) sin pre-amplificacion; B: Control positivo (M. tuberculosis) con pre-amplificacidn

empleando el pool de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix
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e P.ageruginosa
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Figura 44. Amplificacidn en tiempo real del control positivo para el ensayo P. aeruginosa.

A: Control positivo (P. aeruginosa) sin pre-amplificacion; B: Control positivo (P. aeruginosa) con pre-amplificacion

empleando el pool de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix
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Figura 45. Curva de disociacion de los productos de amplificacién del ensayo P. aeruginosa.

A: Control positivo (P. aeruginosa) sin pre-amplificacidn; B: Control positivo (P. aeruginosa) con pre-amplificacion

empleando el pool de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix

106



e S.aureus

7 itati i i (| Page: Page 1
" Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) Q@ 305) ag
|5 Reports.. % Std. Curve Results | % Dynamic Tube @ Slope Correct g Ignare First | outlier Removal... | Save Defaults
12
10 B
08
S
5
H <
s
08
£
£ A
=
04
0.2 | Threshoid
»
o0 i ; T v T - ’ Barik In Bank Off
ﬂ s 10 15 20 25 30 35 a0 Mamed On | AllOn | ANI0If |
Cycls Edit & amole 1

Figura 46. Amplificacion en tiempo real del control positivo para el ensayo S. aureus.

de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix

: Control positivo (S. aureus) sin pre-amplificacidn; B: Control positivo (S. aureus) con pre-amplificacién empleando el pool
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Figura 47. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion del ensayo S. aureus.

de iniciadores 200 STA y el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix

107

: Control positivo (S. aureus) sin pre-amplificacion; B: Control positivo (S. aureus) con pre-amplificacién empleando el pool



En la tabla 7 se muestran los valores de Ct y Tm obtenidos en cada una de las pruebas de qPCR anteriores.
Asimismo, se muestra la Tm tedrica calculada para cada ensayo”. Los resultados se obtuvieron con el equipo

Rotor-Gene.

Tabla 7. Ct y Tm de los productos de amplificacidon obtenidos en las pruebas de estandarizacion para gPCR mudiltiple.
Evaluacién del pool de iniciadores

Bacteria Muestra Ct Tm experimental (°C) Tm tedrica (°C)
. Control positivo sin pre-amplificacion ~ 17.3 82.4
S. pneumoniae — — 78.8
Control positivo con pre-amplificacidn 12 83.8
) Control positivo sin pre-amplificacion  17.6 86.1
K. pneumoniae — e 82.7
Control positivo con pre-amplificacion  19.8 86.7
. Control positivo sin pre-amplificacion ~ 25.5 87.8
M. tuberculosis — — 89.7
Control positivo con pre-amplificacion  23.7 87.9
. Control positivo sin pre-amplificacion ~ 20.6 88.1
P. aeruginosa — n— 85.9
Control positivo con pre-amplificacion  18.2 86.2
Control positivo sin pre-amplificacion  14.4 79.3
S. aureus — — 74.6
Control positivo con pre-amplificacion  13.8 80

Segundo conjunto de pruebas. Pre-amplificacidn con pool de iniciadores a distintas concentraciones y con
distintos kits de PCR y gPCR del control S. pneumoniae (la prueba empleando el Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR
Master Mix y el pool iniciadores 200 STA se realizd en la seccidon previa y por lo tanto sus resultados no se

muestran a continuacién).

* El proceso de obtencién de la Tm tedrica para cada ensayo se detalla en la seccién 10.3
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e S. pneumoniae. Pool de iniciadores 500 STA. Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix
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Figura 48. Amplificacion en tiempo real del control positivo para el ensayo S. pneumoniae.
A: Control positivo (S. pneumoniae) sin pre-amplificacion; B: Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacion; C:
control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacidn y dilucidn 1:5; D: Control negativo
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Figura 49. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion del ensayo S. pneumoniae.
A: Control positivo (S. pneumoniae) sin pre-amplificacidn; B: Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacion; C:
Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacidn y dilucion 1:5
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e S. pneumoniae. Pool de iniciadores 200 STA. Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix

Page: Page |

" Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) E]@
55 Reports... S Std. Curve [T Resuls || g Dynamic Tube %3 Slope Carrect g Ignore First | (] Outlier Remaval,.. b Save Defauls |

o
o

Morm. Fluaro

/

02

Threshold

. BarkOn | Bank Off

ﬂ 5 10 15 20 25 30 35 a0 Mamed On | All0On | AlDK ||
Cycle Ecit Sample: l

Figura 50. Amplificacion en tiempo real del control positivo para el ensayo S. pneumoniae.
A: Control positivo (S. pneumoniae) sin pre-amplificacion; B: Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacion; C:
control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacidn y dilucidn 1:5; D: Control negativo
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Figura 51. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion del ensayo S. pneumoniae.
A: Control positivo (S. pneumoniae) sin pre-amplificacidn; B: Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacion; C:
Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacidn y dilucion 1:5
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e S. pneumoniae. Pool de iniciadores 500 STA. Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix
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Figura 52. Amplificacidn en tiempo real del control positivo para el ensayo S. pneumoniae.

A: Control positivo (S. pneumoniae) sin pre-amplificacidn; B: Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacion; C:

control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacion y dilucion 1:5; D: Control negativo
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Figura 53. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion del ensayo S. pneumoniae.

A: Control positivo (S. pneumoniae) sin pre-amplificacion; B: Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacion; C:

Control positivo (S. pneumoniae) con pre-amplificacién y dilucién 1:5
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En la tabla 8 se muestran los resultados de Ct y Tm obtenidos en cada una de las pruebas anteriores durante
la gPCR segun la condicién evaluada. Asimismo, se muestra la Tm tedrica calculada para cada ensayo’. Los

resultados se obtuvieron con el equipo Rotor-Gene.

Tabla 8. Ct y Tm de las pruebas de estandarizacion para qPCR multiple. Pre-amplificacién con pool de iniciadores a distintas

concentraciones y con distintos kits de PCR y amplificacién en tiempo real del control S. pneumoniae

Tm Tm
Condicion Muestra Ct experimental tedrica

(°C) (°C)
Qiagen Multiplex PCR Master Control positivo sin pre-amplificacion 17.3 82.4
Mix. Pool iniciadores 200 STA® Control positivo con pre-amplificacion 12 83.8

(Condicién 1)

Qiagen Multiplex PCR Master Control positivo sin pre-amplificacién 16.9 82.6
Mix. Pool iniciadores 500 STA Control positivo con pre-amplificacion 14.6 83.3
(Condicion 2) Control positivo con pre-amplificacién (diluciéon 1:5)  17.6 82.9

TagMan® PreAmp Master Mix. Control positivo sin pre-amplificacidn 17.6 82.6 788
Pool iniciadores 200 STA Control positivo con pre-amplificacion 15 82.2
(Condicion 3) Control positivo con pre-amplificacién (dilucién 1:5)  17.5 82.7
TagMan® PreAmp Master Mix. Control positivo sin pre-amplificacion 17.6 82.5
Pool iniciadores 500 STA Control positivo con pre-amplificacion 10.7 82.1
(Condicion 4) Control positivo con pre-amplificacién (dilucién 1:5)  13.9 82.7

*Se muestran los resultados obtenidos en la prueba de estandarizacién anterior (Tabla 7)

9.5. Pruebas de estandarizacion en el equipo Biomark™ evaluando los kits de PCR TagMan® PreAmp Master

Mix y Qiagen Multiplex PCR Master Mix con el pool de iniciadores 500 STA 10X

El equipo Biomark™ nos permite realizar gqPCR de al menos 48 ensayos distintos para 48 muestras (2304
reacciones simultdneamente), por lo que el objetivo de esta prueba es establecer las condiciones de
amplificacion que nos permitan detectar la mayoria de las bacterias respiratorias en el mayor nimero de
muestras posibles. Para esto se realizaron pruebas de estandarizacion de qPCR multiple dentro del equipo
Biomark™. Se analizaron 16 muestras (diez muestras clinicas, cinco controles de referencia y un control de
reactivos), bajo tres condiciones distintas: con reaccion de pre-amplificacién con el kit TagMan® PreAmp Master
Mix, con reaccion de pre-amplificacidn con el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix (ambas con el pool de
iniciadores 500 STA 10X a una concentracion final 50 nM) y una sin reaccidon de pre-amplificacion. Las 16
muestras bajo las tres condiciones distintas se enfrentaron contra los 16 ensayos elegidos tras las pruebas de la

seccion anterior. Estos 16 ensayos se realizaron por triplicado.

* El proceso de obtencién de la Tm tedrica para cada ensayo se detalla en la seccién 10.3
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En la figura 54 se muestran los resultados de la prueba en forma de “Heat Map View”, la cual es una forma

de visualizacién de los resultados en el software Fluidigm Real-Time Analysis que representa los valores del Ct de

cada amplificacién en tiempo real con un cédigo de colores para realizar andlisis y comparaciones de una forma

sencilla. Entre mas “célido” sea el color de la celda (naranja=>amarillo), se presenta una amplificacion mas

temprana (Ct menor), mientras que los colores mas “frios” (azul=> morado) indican una amplificacion mas tardia

(Ct mayor). Las celdas en color negro indican ausencia de amplificacién. En las celdas horizontales se muestran

los controles y muestras con sus distintas condiciones de pre-amplificacién y en las celdas verticales los 16

ensayos distintos (16 pares de iniciadores) por triplicado.
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Figura 54. Heat Map View. Pruebas de estandarizacion en el equipo Biomark™ evaluando muestras y controles positivos
pre-amplificados con los kits de PCR TagMan® PreAmp Master Mix y Qiagen Multiplex PCR Master Mix (pool de iniciadores
500 STA 10X) y muestras y controles positivos sin pre-amplificacion.

113



A continuaciéon se presentan las graficas correspondientes a la amplificacion en tiempo real y la curva de
disociaciéon del control de MTB y una muestra clinica positiva al ensayo Haemophilus sp. elegidos como
ejemplos. En las curvas de gPCR se puede apreciar y comparar el comportamiento de amplificacion de la misma
muestra bajo las tres condiciones consideradas. De igual manera, en la curva de disociacién se puede evaluar la

similitud de la Tm bajo las tres condiciones.

e Prueba del control Mycobacterium tuberculosis H37Ra. Ensayo para complejo MTB.
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Figura 55. Amplificacion en tiempo real. Evaluacion de dos kits de PCR (Pool de iniciadores 50 nM) y una prueba sin pre-
amplificacion.
Rojo: Sin pre-amplificacion
Azul: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 50 nM
Dorado: Pre-amplificacion con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 50 nM
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Figura 56. Curva de disociacidn de los productos de amplificacion. Evaluacién de dos kits de PCR y una prueba sin pre-
amplificacién. Pool de iniciadores 50 nM.
Rojo: Sin pre-amplificacion
Azul: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 50 nM
Dorado: Pre-amplificacion con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 50 nM
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e Prueba para muestra clinica. Ensayo para Haemophilus sp.
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Figura 57. Amplificacion en tiempo real. Evaluacion de dos kits de PCR (Pool de iniciadores 50 nM y una prueba sin pre-

amplificacion.

Rojo: Sin pre-amplificacion

Azul: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 50 nM

Dorado: Pre-amplificacion con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 50 nM
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Figura 58. Curva de disociacidn de los productos de amplificacidn. Evaluacion de dos kits de PCR (Pool de iniciadores 50 nM)

y una prueba sin pre-amplificacion.

Rojo: Sin pre-amplificacién.

Azul: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 50 nM

Dorado: Pre-amplificacion con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 50 nM
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A continuacion se muestran los valores promedio de Ct (tabla 9) y Tm (tabla 10) de todos los productos de

amplificacidn obtenidos de las muestras con deteccidn positiva en esta prueba de estandarizacion.

Tabla 9. Ct de los productos de amplificacidon obtenidos de las muestras con deteccidn positiva en esta prueba de
estandarizacion
Qiagen Multiplex PCR Master Mix. TagMan® PreAmp Master Mix.
Pool de iniciadores 50 nM Pool de iniciadores 50 nM

Sin pre-amplificacion

Muestras clinicas Muestras clinicas Muestras clinicas
. Control . Control . Control
(promedio) (promedio) (promedio)
Haemophilus sp. 26.7 X 16.5 X 15.8 ¥
H. influenzae 27.4 - 15.6 - 17.3 ¥
Staphylococcus
22.8 - 19.3 7.8 16.2 5.4
sp.
S. aureus 25.3 29.7 22.5 9.4 17.9 5.7
P. aeruginosa - 23.3 20.5 8.6 17 5
K. pneumoniae - 16.8 - 13 - 8.3
Complejo MTB - 10.3 - 3 - 25
Streptococcus
21.9 - 20.5 14.9 15.3 17.5
sp.
S. pneumoniae 25.5 - 23.2 -* 18.3 ¥

*No se cuenta con el control

Tabla 10. Tm de los productos de amplificacion obtenidos de las muestras con deteccidn positiva en esta prueba de
estandarizacion.

Qiagen Multiplex PCR Master TagMan® PreAmp Master

. S . . Tm
Sin pre-amplificacion Mix Mix L.
. L teodrica
Tm (°C) Pool de iniciadores 50 nM Pool de iniciadores 50 nM Q)
Tm (°C) Tm (°C)
Muestras Muestras Muestras
L. Control . Control . Control
clinicas i clinicas i clinicas i
ositivo ositivo ositivo
(promedio) ? (promedio) . (promedio) i
H hil
aemOpnT 82 -* 82.8 - 81 -* 77.8
sp.

H. influenzae 82.9 -* 83.8 -* 81.9 -* 76.7

Staphylococcus
81 - 81.3 81.1 79.8 79.6 75

sp.

S. aureus 80 80.5 80.7 80.9 79 79.4 74.6
P. aeruginosa - 89.4 89.4 89.5 87.6 87.7 85.9
K. pneumoniae - 88.2 - 88.6 - 86.9 82.7
Complejo MTB - 91.7 - 92.2 - 90.6 89.7
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Streptococcus
sp.

85 = 85 83.6 83.3 81.9 79.2

S. pneumoniae 83.9 ¥ 84.4 - 82.6 ¥ 78.8

*No se cuenta con el control

En un analisis adicional, se estudid la presencia y frecuencia de productos de amplificacidon indeseados
durante la qPCR multiple. Su andlisis es un paso importante durante la interpretacién y obtencién de resultados
ya que un elevado nimero de amplificaciones indefinidas en una muestra determinada interfiere con la

identificacion de aquellas amplificaciones reales, lo cual puede producir falsos negativos o positivos.

Los controles y muestras clinicas que experimentaron el paso de pre-amplificacion con el kit Qiagen Multiplex
PCR Master Mix presentaron la menor cantidad de productos inespecificos y éstos interfirieron en menor grado

con el analisis de las curvas de los productos de amplificacion de los distintos ensayos.

9.6. Estandarizacion en el equipo Biomark™ evaluando los kits de PCR TagMan® PreAmp Master Mix y Qiagen

Multiplex PCR Master Mix con el pool de iniciadores 200 STA a distintas concentraciones

Debido a que al emplear el pool de iniciadores con una concentracién final 50 nM se formaron dimeros de
iniciadores en muchos de los ensayos, se procedié a realizar nuevas pruebas con una concentracion menor del
pool de iniciadores. En este paso de estandarizacidon utilizando el equipo BioMark™, se emplearon cinco
controles positivos bacterianos, seis muestras clinicas y un control de reactivos. Estas 12 muestras fueron pre-

amplificadas bajo cuatro condiciones distintas:

Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix, concentracion final de iniciadores: 8 nM
Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix, concentracién final de iniciadores: 20 nM

Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix, concentracion final de iniciadores: 8 nM

P wonNoR

Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix, concentracion final de iniciadores: 20 nM

Posteriormente se llevd a cabo la qPCR multiple dentro del equipo Biomark, empleando los 16 pares de
iniciadores por triplicado y finalmente se realizé una prueba de HRM de los productos obtenidos de la gPCR. Se
obtuvieron las curvas de amplificacidon en tiempo real y las curvas de disociacidon generadas en la prueba de HRM
y se compararon y evaluaron los resultados de cada una de las condiciones empleadas con el fin de identificar la

mas adecuada.
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En la figura 59 se presentan los resultados de la prueba en forma de “Heat Map View”.
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13 : FQ1 (S. pneumoniae) GIAGE . 9.78
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15 : FQ4 (P. seruginosa | QIAGEN. 13.68
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48 : BB05 TagMan 20 nM

Figura 59. Heat Map View. Pruebas de estandarizacion en el equipo Biomark™ evaluando muestras y controles positivos
pre-amplificados con los kits de PCR TagMan® PreAmp Master Mix y Qiagen Multiplex PCR Master Mix y el pool de

iniciadores 200 STA a distintas concentraciones.
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A continuacion se muestran las graficas de amplificacidn en tiempo real y la curva de disociacion del control

de MTB y una muestra clinica positiva al ensayo Haemophilus sp. tomadas como ejemplo, bajo las cuatro

condiciones evaluadas.

e Prueba para control Mycobacterium tuberculosis H37Ra. Ensayo para complejo MTB.
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Figura 60. Amplificacion en tiempo real. Evaluacidn de dos kits de PCR. Pool de iniciadores 8 y 20 nM.
Rojo: Pre-amplificacién con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 8 nM
Azul: Pre-amplificacion con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 20 nM
Dorado: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 8 nM
Verde: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 20 nM
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Figura 61. Curva de disociacidn del producto de amplificacién. Evaluacion de dos kits de PCR. Pool de iniciadores 8 y 20 nM.
Rojo: Pre-amplificacién con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 8 nM
Azul: Pre-amplificacion con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 20 nM
Dorado: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 8 nM
Verde: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 20 nM
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e Prueba para una muestra clinica. Ensayo para Haemophilus sp.

ARMN
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Figura 62. Amplificacion en tiempo real. Evaluacidn de dos kits de PCR. Pool de iniciadores 8 y 20 nM.
Rojo: Pre-amplificacién con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 8 nM
Azul: Pre-amplificacion con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 20 nM
Dorado: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 8 nM
Verde: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 20 nM
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Figura 63. Curva de disociacion del producto de amplificacidn. Evaluacion de dos kits de PCR. Pool de iniciadores 8 y 20 nM.
Rojo: Pre-amplificacién con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 8 nM
Azul: Pre-amplificacion con Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool de iniciadores 20 nM
Dorado: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 8 nM
Verde: Pre-amplificacion con TagMan® PreAmp Master Mix. Pool de iniciadores 20 nM
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A continuacidn se muestran los valores promedio del Ct (tabla 11) y Tm (tabla 12) de los productos de

amplificiacion obtenidos de las muestras con deteccidn positiva en esta prueba de estandarizacion.

Tabla 11. Ct de los productos de amplificiacién obtenidos de las muestras con deteccidn positiva en esta prueba de
estandarizacion.

Qiagen Multiplex PCR Qiagen Multiplex PCR TagMan® PreAmp TagMan® PreAmp Master
Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de Mix. Pool de iniciadores
iniciadores 8 nM. iniciadores 20 nM. iniciadores 8 nM. 20 nM.
Ct Ct Ct Ct
Muestras Muestras Muestras Muestras
. Control . Control . Control . Control
clinicas i clinicas i clinicas i clinicas i
ositivo ositivo ositivo ositivo
(promedio) > (promedio) # (promedio) 2 (promedio) 2
H hil
aemopniius 22.3 -* 18.4 =¥ 21.5 =¥ 16.8 ¥
sp.
K. pneumoniae - 11.8 - 9.6 - 8.9 = 9.6
Complejo MTB - 3.4 18.9 2.5 20.3 2.7 16.5 2.7
M.
) 21.9 =¥ 19.2 -* 21 - 17.8 -¥
pneumoniae
P. aeruginosa - 7.1 - 3.2 - 3.1 - 2.7
Staphylococcus
- 9.4 - 5.4 - 7.4 - 4.1
sp.
S. aureus - 9.9 - 5.7 - 5.9 - 2.5
Streptotoccus
- 22.6 - 18.9 14.8 18.3 - 23.5
sp.
S. pneumoniae - 26 - 21.2 17.4 21.5 - 31.2

*No se cuenta con el control

Tabla 12. Tm de los productos de amplificiacién obtenidos de las muestras con deteccidn positiva en esta prueba de
estandarizacion.

Qiagen Multiplex PCR  Qiagen Multiplex PCR TagMan® PreAmp TagMan® PreAmp -
m
Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de tedri
edrica
iniciadores 8 nM. iniciadores 20 nM. iniciadores 8 nM. iniciadores 20 nM. Q)
Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C)
Muestra Control Muestra Control Muestra Control Muestra Control
Haemophilus
82.1 ¥ 82.2 ¥ 80.5 ¥ 80.7 ¥ 77.8
sp.
K. pneumoniae - 88.1 - 88.1 - 86.7 - 88.1 82.7
Complejo MTB - 91.7 91.3 91.7 89.6 90.4 89.7 90.3 89.7
M.
. 83.4 -* 83.4 -* 81.8 ¥ 81.9 ¥ 78
pneumoniae
P. aeruginosa - 89.2 - 89 - 87.4 - 87.5 85.9
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Staphylococcus

- 80.8 - 80.8 - 79.4 - 79.3 75
sp.
S. aureus - 80.6 - 80.6 - 79.2 - 79.2 74.6
Streptococcus
- 84.1 - 84.5 83 83 - 80.9 79.2
sp.
S. pneumoniae - 84 - 84 82.3 82.5 - 84.8 78.8

*No se cuenta con el control

Tal como en las pruebas de estandarizacion anteriores (seccidén 9.5.), se analizo la presencia y frecuencia de
productos de amplificacidn inespecificos durante la gPCR multiple considerando las cuatro condiciones
evaluadas. Se observd que los controles y muestras clinicas pre-amplificados con el kit Qiagen Multiplex PCR
Master Mix y el pool de iniciadores 20 nM exhibieron una menor cantidad productos indeseados y su presencia

interfiri6 menos con los productos de amplificacién del ensayo estudiado.

Los resultados de las dos pruebas de estandarizacién anteriores (empleando el pool de iniciadores 500 STA 'y
200 STA) se presentan de forma resumida en la tabla 13. Los criterios evaluados fueron el Ct (ciclo en el que se

presenta la amplificacién) y la Tm (temperatura de desnaturalizacién del producto de amplificacidn).

Al analizar y comparar las siete condiciones evaluadas en las dos pruebas de estandarizacién anteriores, se
observdé que al emplear el Kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix y el pool de iniciadores con una
concentracioén final 8 nM, se obtuvieron los mejores resultados durante la gPCR multiple al emplear controles y
muestras clinicas. Por lo anterior, se eligié esta condicién para llevar a cabo la deteccién multiple de bacterias

respiratorias en las 100 muestras clinicas.
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Tabla 13. Resumen de Cts y Tms obtenidos en las pruebas de estandarizacion en el equipo BioMark™

Sin pre-

Control/ amplificacién. Pool Qiagen Mu.ltiplex PCR Qiagen Mu.ltiplex PCR Qiagen ML{ItipIex PCR TaqManC'f PreAmp TaqMan@.’ PreAmp TaqManf PreAmp
Muestra Resultado de iniciadores 50 Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de Master Mix. Pool de
M. iniciadores 8 nM iniciadores 20 nM iniciadores 50 nM iniciadores 8 nM iniciadores 20 nM iniciadores 50 nM
Ct Tm (°C) Ct Tm (°C) Ct Tm (°C) Ct Tm (°C) Ct Tm (°C) Ct Tm (°C) Ct Tm (°C)
Streptococcus sp. - - - - 18.9 84.5 14.9* 83.6* 18.3 83 - - 17.5* 83.6*
S. pneumoniae ; % % 26 84 % * 21 82.5 31.2 84.8 o o
S B ) W3 (3 o i ) i @B @B @B @3 ) )
S. aureus Staphylococcus sp. - - 9.4 80.8 5.4 80.8 5.4 79.6 7.4 79.4 4.1 79.3 5.6 79.6
ATCC 6538 S. aureus 29.7 80.5 9.9 80.6 5.7 80.6 9.4 80.9 5.9 79.2 2.5 79.2 5.7 79.4
P A?&L’Zg’;’;‘;" P. aeruginosa 23.3 89.4 7.1 89.2 3.2 89 8.6 89.5 3.1 87.4 2.7 87.5 4.9 87.7
K p”‘;“ﬂ"”’“e K. pneumoniae 16.8 88.2 118 88.1 9.6 88.1 13 88.6 8.9 86.7 9.6 88.1 83 86.9
M. tuberculosis .
H37Ra Complejo MTB 10.3 91.7 3.4 91.7 2.5 91.7 3 92.2 2.7 90.4 2.7 90.3 2.5 90.6
406 Haemophilus sp. - - - - - - 20.2 82.5 - - - - 16.2 81
581 Negativo - - - - - - - - - - - - - -
588 Staphylococcus sp. 20.3 81.6 = = = = 16.2 81.6 = = = = 13.2 80.2
P. aeruginosa - - - - - - 20.5 89.4 - - - - 17 87.6
24 81.1
682 Staphylococcus sp. (2/3) (2/3) - - - - 21.5 81.3 - - - - 17.1 80
689 Negativo - - - - - - - - - - - - - -
24 80.4
701 Staphylococcus sp. 2/3) (2/3) - - - - 20.3 80.9 - - - - 18.2 79.2
S. aureus 25.3 80 - - - - 22.5 80.7 - - - - 17.9 79
759 Streptococcus sp. 21.9 85 - - 18.6 85.2 - - - - 13.8 83.6
S. pneumoniae 23.1 83.9 - - - - 21 84.3 - - - - 16.7 82.7
816 Haemophilus sp. 26.7 82 - - - - 12.8 83.1 - - - - 15.4 81
H. influenzae 27.4 82.9 - - - - 15.6 83.8 - - - - 17.3 81.9
Streptococcus sp. - - - - - - 22.3 84.8 - - - - 16.8 83
877 . 28 83.8
S. pneumoniae 2/3) (2/3) - - - - 25.3 84.4 - - - - 19.9 82.4
881 Negativo - - - - - - - - - - - - - -
206 Haemophilus sp. - - 22 82 18 82 - - 21 80.5 16 80.7 - -
Complejo MTB - - - - 18.9 91.3 - - 19.9 89.5 16.5 89.7
329 M. pneumoniae - - 22 83.5 19.5 83.3 - - 21 81.7 18 81.8 - -
587 Haemophilus sp. 22.1 82.2 18.7 82.1 - - 22.7 80.6 17.1 80.7
594 Haemophilus sp. - - 22.7 82.1 18.5 82.3 - - 20.7 80.4 17.3 80.7 - -
793 M. pneumoniae - - 21.8 83.3 18.9 83.5 - - 21 81.8 17.5 82 - -
Complejo MTB - - - - - - - - 20.7 89.7 - - - -
805 Streptococcus sp. - - - - - - - - 14.8 83 - -
S. pneumoniae - - - - - - - - 17.4 82.3 - - - -
*En estas pruebas se empled como control S. pyogenes
Los nimero entre paréntesis indican el nimero de reacciones que presentaron amplificacion dentro del ensayo realizado por triplicado
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9.7. Determinacion del limite de deteccién de las pruebas de qPCR muiltiple en el equipo Biomark™

En esta prueba se determind la cantidad minima de ADN (expresada en ng), asi como el nimero minimo de
moléculas de ADN que es capaz de detectar con fiabilidad la técnica de qPCR multiple empleada en este
proyecto. Para ello se empled el material genético de tres controles bacterianos (K. pneumoniae BH1, P.
aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 6538) a distintas concentraciones y se observd aquella a la cual se

seguia presentando una deteccidn clara y confiable.

En la figura 64 se muestran los resultados de la qPCR multiple correspondientes a esta prueba, expresados en

forma de “Heat Map View”:
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Figura 64. Heat Map View. Determinacion del limite de deteccidn de las pruebas de gPCR multiple en el equipo Biomark™.
Unicamente las primeras 15 filas sefialadas corresponden a las distintas diluciones empleadas en esta prueba (cinco filas

correspondientes a las cinco diluciones de cada uno de los tres controles bacterianos).

En la tabla 14, se muestran los valores promedio de Ct y Tm obtenidos tras la gPCR multiple de cada control

para cada una de sus concentrac

iones:

Tabla 14. Ct y Tm de los controles empleados en la prueba para la determinacion del limite de deteccion

Ct Tm(°C) Ct Tm(°C) Ct Tm(°C) Ct Tm(°C) Ct Tm(°C)
S. aureus 5.9 79.5 8.6 79.3 14.2 79.6 17.8 79.5 20.1 79.7
P. aeruginosa 3.7 87.9 6.9 87.8 9.7 87.8 13.9 87.8 16.2 87.5
K. pneumoniae 7.7 87.2 11.8 87.2 15.7 87.2 18.7 86.9 - -
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En los calculos realizados para determinar el nimero de moléculas tedricas de ADN contenidas en cada una
de las cinco concentraciones de los tres controles bacterianos empleados, se consideraron los siguientes

aspectos:

1) El tamafio del genoma de cada una de las especies bacterianas consideradas”
-S. aureus: 2,854,024 pb

-P. aeruginosa: 6,601,757 pb

-K. pneumoniae: 5,324,709 pb

2) La masa molecular de un fragmento de dsDNA = # de pb x 650 (g/mol)”

3) El nimero de Avogadro = 6.023x10%* moléculas/mol

Los calculos y el niumero teérico de moléculas detectadas para cada control bacteriano se detallan a

continuacion:

Calculos:

e Control S. gureus ATCC 6538.

MM del producto de amplificaciéon = 2,854,024 pb X 650%
MM del producto de amplificaciéon = 1,855,115,600 %

# de moléculas =1x10"" g (

1 mol ) 6.023 x 1023 moléculas
1 mol

1,855,115,600 g

# de moléculas = 32,466,979

* El tamafio tedrico del genoma de cada especie bacteriana fue obtenido de la pagina web del Wellcome Trust Sanger Institute:
https://www.sanger.ac.uk/

" Los célculos para obtener la masa molecular de un fragmento de dsDNA se obtuvieron de las siguientes fuentes:
http://bitesizebio.com/20669/how-to-calculate-the-number-of-molecules-in-any-piece-of-dna/
https://www.idtdna.com/pages/docs/educational-resources/molecular-facts-and-figures.pdf?sfvrsn=4
http://lifescience.roche.com/wcsstore/RASCatalogAssetStore/Articles/NAPI_Manual_page_220-223.pdf
https://www.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/nucleic-acid-data
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Este mismo calculo se realizd para las cuatro cantidades restantes (10, 1, 0.1 y 0.01 ng de ADN) y se

obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 15. Limite de deteccidn para el control S. aureus

Cantidad de ADN  Numero de moléculas Deteccion

100 ng (1x10” g) 32,466,979 Positiva
10 ng (1x10'8 g) 3,246,698 Positiva
1ng (1x10'9 g) 324,670 Positiva
0.1 ng (1x10™ g) 32,467 Positiva
0.01 ng (1x10™ g) 3,247 Positiva

A continuacién se presentan los resultados para los dos controles bacterianos restantes, obtenidos tras los

cdlculos ajustados correspondientes.

e Control P. aeruginosa ATCC 27853

Tabla 16. Limite de deteccién para el control P. aeruginosa
Cantidad de ADN  Numero de moléculas Deteccién

100 ng (1x10” g) 14,035,890 Positiva
10 ng (1x10° g) 1,403,589 Positiva
1ng (1x10'9 g) 140,359 Positiva
0.1 ng (1x10%g) 14,066 Positiva
0.01 ng (1x10™ g) 1,404 Positiva

e Control K. pneumoniae BH1

Tabla 17. Limite de deteccidn para el control K. pneumoniae

Cantidad de ADN  Numero de moléculas Deteccion

100 ng (1x10'7 g) 17,402,178 Positiva
10 ng (1x10’8 g) 1,740,218 Positiva
1ng (1x10” g) 174,022 Positiva
0.1 ng (1x10"%g) 17,402 Positiva
0.01 ng (1x10™ g) 1,740 Negativa
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9.8.Deteccidn de bacterias respiratorias en muestras clinicas mediante gPCR multiple en el equipo BioMark™

Se realizd el flujo de trabajo necesario para llevar a cabo la gPCR multiple en el equipo BioMark™ empleando
las mejores condiciones de pre-amplificacion elegidas en la seccidon anterior para las 100 muestras clinicas en

este proyecto y asi detectar las principales bacterias de importancia respiratoria.

En la tabla 18 se indica el nimero de casos positivos y negativos a cualquier bacteria respiratoria, asi como su
porcentaje correspondiente en los cuatro grupos de estudio considerados. Mientras que en la tabla 19 se indica
el numero de casos positivos a cada bacteria respiratoria detectada, asi como su porcentaje correspondiente en

los cuatro grupos de estudio considerados.

Tabla 18. Deteccidn positiva/negativa a bacterias respiratorias en los cuatro grupos de estudio

Casos positivos a cualquier bacteria Casos negativos a cualquier bacteria

Grupos de estudio respiratoria respiratoria

N=25 en cada grupo ; - ; -
Ndmero Porcentaje Ndmero Porcentaje
Pacientes <15 afos, positivos a virus
. . 15 60% 10 40%
respiratorios
Pacientes <15 afios, negativos a virus
. . 15 60% 10 40%
respiratorios
Pacientes 215 afos, positivos a virus
. . 13 52% 12 48%
respiratorios
Pacientes 215 afios, negativos a virus
. . 17 68% 8 32%
respiratorios

Tabla 19. Bacterias respiratorias detectadas en los distintos grupos de estudio.

Pacientes <15 afios, Pacientes <15 afios, Pacientes >15 afios, Pacientes 215 afios,

positivos a virus negativos a virus positivos a virus negativos a virus
respiratorios

Ensayo

respiratorios respiratorios respiratorios

Numero Porcentaje Numero Porcentaje  Numero Porcentaje Numero Porcentaje

Complejo MTB 1 5% 1 4% 1 5% 0 0%
Haemophilus sp. 7 33% 4 14% 0 0% 1 1%
H. influenzae 2 10% 1 4% 0 0% 0 0%
M. catarrhalis 2 10% 3 12% 2 10% 0 0%
M. pneumoniae 0 0% 4 15% 0 0% 1 4%
P. aeruginosa 1 5% 0 0% 0 0% 2 9%
Staphylococcus sp. 1 5% 2 8% 8 38% 15 65%
S. aureus 0 0% 2 8% 2 10% 4 17%
Streptococcus sp. 2 10% 5 19% 4 19% 0 0%
S. pneumoniae 5 24% 4 15% 4 19% 0 0%

Total 21 100% 26 100% 21 100% 23 100%
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En las figuras 65 a 68 se muestra la prevalencia (expresada en porcentaje) de las bacterias detectadas en cada
grupo de estudio. Mientras que en la tabla 20 se presenta el tipo y frecuencia de las co-infecciones bacterianas

detectadas en los cuatro grupos de estudio.
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10% Complejo MTB
5%

H. influenzae

0,
Staphylococcus sp. %

5% = Complejo MTB
(]

B H. influenzae
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Figura 65. Pacientes <15 afos, positivos a virus respiratorios
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Figura 66. Pacientes <15 afios, negativos a virus respiratorios
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Tabla 20. Co-infecciones bacterianas detectadas en los distintos grupos de estudio

Grupo de estudio

Pacientes <15 afos, positivos a virus respiratorios

Co-infeccidn bacteriana

P. aeruginosa/S. pneumoniae

Numero de casos

Staphylococcus sp./M. catarrhalis

Pacientes <15 afos, negativos a virus respiratorios

Streptococcus sp./S. aureus

Haemophilus sp./S. pneumoniae

H. influenzae/S. pneumoniae

Pacientes 215 afios, positivos a virus respiratorios

Staphylococcus sp./S. pneumoniae

Complejo MTB/S. pneumoniae

Pacientes 215 afios, negativos a virus respiratorios

Staphylococcus sp./P. aeruginosa

NP R RPr|RrIR| ]~

En las tablas 21 y 22, se presenta el tipo y frecuencia de co-infecciones bacterianas/virales detectadas en los

dos grupos de pacientes con resultados a virus respiratorios previamente reportados.

Tabla 21. Co-infecciones bacterianas/virales en pacientes <15 afios

Pacientes <15 anos ‘

Bacterias respiratorias

Virus respiratorios Numero de casos

Enterovirus/Rinovirus

VSR B

Haemophilus sp./H. influenzae

Coronavirus 229e

Parainfluenza 3

Enterovirus/Rinovirus

Adenovirus

Streptococcus sp./S. pneumoniae

VSR A

Parainfluenza 3

M. catarrhalis

Enterovirus/Rinovirus

VSR A

Complejo MTB

VSR

P. aeruginosa

Enterovirus/Rinovirus

Staphylococcus sp.

RlRr|lRr|Rr|Rr|IRPr[RrR|INRP|R] P>

Enterovirus/Rinovirus

Tabla 22. Co-infecciones bacterianas/virales en pacientes >15 afios

Bacterias respiratorias

Virus respiratorios Numero de casos

Influenza AHIN1 pdm

Influenza AH3N2

Staphylococcus sp./S. aureus

Enterovirus/Rinovirus

Rinovirus

Parainfluenza 2

Enterovirus/Rinovirus

Streptococcus sp./S. pneumoniae

RIWIRL|IERP|INININ

VSR B
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Enterovirus/Rinovirus
Influenza AHIN1
Complejo MTB Enterovirus/Rinovirus 1

M. catarrhalis

9.9.Caracterizacion de bacterias respiratorias mediante secuenciacion Sanger

Obtenidos los resultados de las 100 muestras clinicas analizadas, se seleccionaron muestras positivas a
aquellas bacterias de las cuales no se contaba con un control positivo bacteriano (muestras positivas para H.
influenzae, M. catarrhalis y M. pneumoniae), y se caracterizaron mediante secuenciacion Sanger. En la tabla 23
se muestra el resultado de estas muestras clinicas obtenido tras la gPCR multiple en el equipo BioMark™ y se

compara con el resultado obtenido tras caracterizarlas mediante secuenciacién Sanger.

Tabla 23. Resultados de secuenciacion Sanger de muestras clinicas sin control positivo de referencia

estra a Re ado gP ple ado secue acio ange
152 Haemophilus sp. Haemophilus sp., H. influenzae
587 Haemophilus sp. Haemophilus sp., H. influenzae
206 Haemophilus sp. Haemophilus sp., H. influenzae
251 Haemophilus sp. Haemophilus sp., H influenzae
760 Haemophilus sp., H. influenzae  Haemophilus sp., H. influenzae
169 M. catarrhalis M. catarrhalis
100 M. catarrhalis M. catarrhalis
101 M. catarrhalis M. catarrhalis
474 M. catarrhalis M. catarrhalis
545 M. catarrhalis M. catarrhalis
120 M. pneumoniae M. pneumoniae
656 M. pneumoniae M. pneumoniae
329 M. pneumoniae M. pneumoniae

En las siguientes figuras se muestran los resultados obtenidos al alinear las secuencias de las bacterias
respiratorias que fueron secuenciadas mediante secuenciacion Sanger con secuencias de referencia del blanco
gendmico correspondiente obtenidas de GenBank (NCBI, EU). Cada figura representa la alineacion de las

secuencias de nucledtidos con las muestras clinicas en la parte inferior.
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e M. catarrhalis.

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

Species/Bbbrv
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Figura 69. Alineacion de secuencias de ADN de cepas de referencia y muestras clinicas secuenciadas por Sanger. Gen copB
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Figura 70. Alineacion de secuencias de ADN de cepas de referencia y muestras clinicas secuenciadas por Sanger. Gen P1.
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e Haemophilus sp.

DNA Sequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbrv
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7. H. influen RIBEE

8. H. influenz. 10588

9. H. influen 20085

10. H. influen 2318

11. H. influen 7657
12. H. influenzae 11005
13. H. influenzae 13071
14. H. influensz, 1523

15. H. influen 18252
16. H. influen 2431
17. H. influen 5333

18. H. parainfluenzse HEZ3
15. H. parainfluenzse HE755

20. H. parainfluen 1.33
21. H. parainfluenz 1.54
22. H. parainfluen 2.74

. H. parainfluen NCTC
. H_ parainfluenzse HE 2149

22
23

z4

25 Muestra 153
26. Muestra 2Z0&
27
Pd:]
Z9
30

- Muestra 251

. Muestra 587
- Muestra 760
- Muestra 733

Figura 71. Alineacion de secuencias de ADN de cepas de referencia y muestras clinicas secuenciadas por Sanger. Gen recA.
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Figura 72. Alineacion de secuencias de ADN de cepas de referencia y muestras clinicas secuenciadas por Sanger. Gen pilA.
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10. ANALISIS DE RESULTADOS

10.1. Diseio de iniciadores

El disefio de iniciadores para la deteccién de las principales bacterias de importancia respiratoria fue el
primer paso dentro de éste proyecto y los primeros acercamientos para evaluar su especificidad se llevaron a
cabo en el contexto bioinformatico. Empleando el software MEGA 5.1 se evalud la capacidad de cada iniciador
para identificar el blanco genémico de interés en la mayor cantidad de aislados bacterianos disponibles. Por otro
lado, su especificidad fue evaluada empleando el software BLAST, observando todas las especies bacterianas con
las que tenian afinidad. Los iniciadores disefiados después de este analisis contaron con las siguientes

caracteristicas promedio:

Tamafio: 20 nucledtidos
Tm: 61°C

Tamafio del producto de amplificacién: 200 nucleétidos

Los blancos gendmicos (gen o insercién gendmica) en los que se basé el disefio de los iniciadores para su
deteccion, corresponden con aquellos reportados en la literatura por su vigencia y/o eficiencia para identificar a

la bacteria respiratoria correspondiente.

10.2. Extraccion de acidos nucleicos

La cantidad de ADN extraido de las 100 muestras clinicas se consideré aceptable ya que no fue necesario
realizar diluciones ni concentraciones ulteriores a los pasos de purificacion, y por consiguiente, el ADN de cada
muestra contenido en el buffer de elucién pudo ser empleado directamente en los pasos posteriores del

proyecto.

Al analizar la pureza de los acidos nucleicos extraidos de las 100 muestras clinicas, se obtuvo un rango del
cociente 260/280 de 1.9-4.3 para las muestras clinicas y 1.5-3.3 de los controles bacterianos, el cual es
considerablemente mayor al cociente representativo de una muestra de ADN puro (1.8-2). Este incremento
puede deberse a la presencia de contaminantes organicos o inorganicos provenientes de los reactivos del kit de

extraccién o a remanentes de la muestra clinica que no fueron eliminados por completo. Asimismo, debido a
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qgue el ARN posee la misma absorbancia que el ADN (260 nm), su presencia suele incrementar el coeficiente

260/280 de una muestra que contenga a ambos.

Coeficientes inferiores a 1.8-2 suelen deberse a una importante contaminacién de proteinas en la muestra o
a una muy baja concentracién de ADN (<10 ng/uL), mientras que valores mayores no suelen representar

problemas considerables.

Por las observaciones anteriores, el ADN extraido de las muestras clinicas se considerd apto para su empleo

en las pruebas posteriores dentro del proyecto.

10.3. Evaluacidn de especificidad de los iniciadores diseiiados

Los criterios considerados para evaluar y comparar cada una de las pruebas de estandarizacién fueron los

siguientes:

Ct. Se observé el ciclo en el cual se presentd el inicio de la amplificacién. El Ct indica el inicio de la
amplificacidon exponencial de los productos generados durante la gPCR. Por lo general, la cantidad de material
genético al inicio de la gPCR afecta el Ct de manera inversamente proporcional (entre mayor cantidad, menor Ct
y viceversa). Cabe mencionar que un Ct temprano y una curva de amplificacién definida permiten la
diferenciacion de un producto de amplificacion esperado, de productos de amplificacién inespecificos o

estructuras secundarias indeseadas.

Tm. Se empled la temperatura de fusidon (desnaturalizacion) como un criterio de identidad de los productos
obtenidos de la gPCR. La Tm de las muestras clinicas se compard con aquella del control correspondiente dentro
de la misma prueba y bajo las mismas condiciones, y éstas a su vez se compararon con la Tm tedrica. Es
importante mencionar que la Tm tedrica se calculé empleando la herramienta en linea Poland service request
form (Departamento de Biofisica. Instituto de Biologia y Fisica. Universidad Heinrich Heine. Disseldorf,
Alemania). El calculo se basa en el algoritmo de Poland (101) y su implementacion descrita por Steger (102).
Cabe sefialar que las Tms obtenidas tedricamente para cada ensayo se calculan considerando la secuencia
completa del producto de amplificacidon del blanco gendmico correspondiente de todas las cepas y aislados
disponibles en GenBank, asi como condiciones ideales y constantes; mientras que las Tms obtenidas

experimentalmente en cada prueba realizada en este proyecto se ven afectadas por numerosas variaciones en
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las condiciones experimentales. Por lo tanto, la comparacidn entre las Tms tedricas y experimentales se empled

solamente como un analisis de acercamiento a la Tm observada.

Cabe mencionar que la diferencia de Tm de un mismo producto sintetizado bajo distintas condiciones, se

puede deber a diversos factores:

e Concentracién de ADN.
e Concentracidn de iones en la solucién, principalmente Mg™ y K".
e Eficiencia de la polimerasa empleada.

e Formacioén de estructuras secundarias.

Especificidad. El grado de especificidad de cada par de iniciadores se evalud considerando varios aspectos:

1. Obtencién de una curva de amplificacién definida de los controles positivos correspondientes a cada ensayo
y verificacion de amplificacién de muestras clinicas de referencia.

2. Generacién de una curva de disociacién definida y especifica; Tm de los productos de amplificacién de
muestras clinicas similares a sus controles positivos correspondientes, y la Tm de éstos similar a su vez, con la
Tm tedrica del ensayo correspondiente.

3. Ausencia de amplificacién del control negativo o del control de reactivos.

4. Apreciacion de un producto Unico en el gel de electroforesis para el ensayo correspondiente y que el tamafio

de éste sea lo mas cercano posible al tamafio tedrico del producto de amplificacidn.

Para llevar a cabo el andlisis de este paso de estandarizacion, se estudiaron las graficas de amplificacién en
tiempo real, las curvas de disociacion y los geles de electroforesis de las muestras clinicas y controles para cada
uno de los ensayos realizados, evaluando los criterios mencionados con anterioridad. A continuacién se

mencionan las observaciones més sobresalientes.

En todas las pruebas realizadas se aprecia que las curvas de amplificacidon correspondientes a los controles
positivos muestran un Ct temprano y bastante inferior en comparacién con las muestras clinicas. Esto es un
comportamiento esperado ya que aunque la cantidad de ADN empleado para controles y muestras fue en teoria
el mismo (100 ng), es comun que las muestras presenten un Ct mayor que los controles debido a que el ADN

cuantificado de éstos ultimos corresponde Unicamente a ADN de la especie bacteriana en cuestidon, mientras
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gue el ADN cuantificado en las muestras clinicas puede corresponder a ADN de otros microorganismos o incluso

del huésped, y por lo tanto, es probable que contenga una cantidad mucho menor de la secuencia de interés.

En la prueba correspondiente a los ensayos Haemophilus sp. y H. influenzae se observa que a pesar de no
contar con un control positivo, tres de las cuatro muestras clinicas reportadas previamente como positivas a H.
influenzae (muestras 1, 3 y 4), presentaron amplificacidon positiva para el ensayo Haemophilus sp., y de éstas,
una tuvo resultado positivo a la amplificacidon del ensayo H. influenzae (muestra 1), lo cual permite apreciar la
especificidad de dichos ensayos. Por otro lado, en la prueba correspondiente al ensayo P. aeruginosa se aprecia
que de las tres muestras clinicas analizadas y previamente reportadas como positivas a dicha bacteria,
solamente una arrojé resultado positivo al ser evaluadas conjuntamente con un control positivo. Estos
resultados demuestran que los iniciadores disefiados para los ensayos H. influenzae y P. aeruginosa
probablemente poseen una baja sensibilidad, ya que no lograron amplificar muestras clinicas reportadas como
positivas. Mientras tanto, los ensayos K. oxytoca y S. pyogenes no generaron ningun producto de amplificacion a
pesar de haber sido probados con sus controles positivos correspondientes, lo cual indica que estos pares de
iniciadores no son funcionales. Las pruebas de los ensayos restantes presentaron una amplificacidon adecuada y

especifica.

Respecto a las Tms obtenidas en éstas pruebas, se aprecia que en general las muestras clinicas presentan
Tms bastante similares a sus respectivos controles positivos, y éstos a su vez presentan valores cercanos a los
tedricos. En los casos especificos de los ensayos M. pneumoniae, Haemophilus sp y H. influenzae que no
contaban con un control de referencia, se observa que las Tms de las muestras también son cercanas a los
valores tedricos. Estos resultados permiten apreciar una adecuada especificidad de los ensayos evaluados. Sin
embargo, la presencia de picos indeseados en las curvas de disociacion de algunos ensayos pueden deberse a la
formacidn de estructuras secundarias o dimeros de los iniciadores con Tms dificilmente definibles. Por ultimo, al
analizar las pruebas de electroforesis de los productos obtenidos en cada ensayo, se observa que en ninguna

prueba se generaron productos inespecificos considerables.

Tras realizar estas pruebas, se puede concluir que la mayoria de los iniciadores disefiados contaron con una
especificidad y eficiencia adecuada al evaluarlos empleando los controles y muestras correspondientes a cada
uno de ellos. Sin embargo, es necesario re-evaluar aquellos ensayos que no lograron amplificar de manera
apropiada los productos esperados (H. influenzae, P. aeruginosa, S. pyogenes y K. oxytoca) y si es necesario,

disefar y sintetizar nuevos iniciadores que logren funcionar adecuadamente.
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10.4. Estandarizacion de condiciones para qPCR multiple. Evaluacion de pool de iniciadores.

-Primer conjunto de pruebas. Pre-amplificacidon y gPCR de controles positivos bacterianos

En todas las pruebas realizadas dentro de este paso de estandarizacién se aprecia que aquellos controles que
contaron con un paso previo de amplificaciéon presentaron Cts menores en comparaciéon con aquellos controles
no pre-amplificados, aunque ésta diferencia no es considerable (tabla 7). Esto se debe probablemente a que al
emplear controles positivos obtenidos de cultivos bacterianos, la concentracion de ADN es elevada, por lo que
no hay una diferencia importante entre un control sin pre-amplificar y un control pre-amplificado con pocos
ciclos de PCR (14 ciclos). El paso de pre-amplificacion sin embargo, puede ser importante e incluso decisivo al

momento de trabajar con muestras clinicas que cuentan con menor cantidad de ADN.

Por otro lado, la Tm resultante de los productos de amplificacién de los controles es cercana a la tedrica y por
lo tanto se puede considerar aceptable (tabla 7), ya que como se menciond con anterioridad, la Tm calculada
tedricamente se obtuvo considerando condiciones ideales y constantes, lo cual no puede reproducirse con
precision en las pruebas experimentales. La presencia de picos indeseados en algunas curvas de disociacion
puede deberse a la formacién de dimeros de iniciadores o estructuras secundarias de los mismos, sin embargo,
se logran diferenciar claramente de las curvas de disociacidon de los productos de amplificacién de los controles

evaluados.

Tras lo anterior, se puede concluir que el empleo de controles con pre-amplificacién empleando el pool de
iniciadores 200 STA, presentd Cts menores y Tms cercanas a las tedricas. Lo cual puede presentar ventajas al
evaluar muestras clinicas que cuentan con un ADN en menor concentracién, ademads de no producir alteraciones

significativas durante la qPCR.

-Segundo conjunto de pruebas. Pre-amplificacidn con pool de iniciadores a distintas concentraciones y con

distintos kits de PCR y gqPCR del control S. pneumoniae

En este paso de la estandarizacion se realizaron tres pruebas adicionales con el fin de comparar la eficiencia
de cuatro condiciones diferentes al momento de pre-amplificar el control positivo S. pneumoniae y su posterior
afectacién durante la gPCR. Al analizar los resultados de la tabla 8, se observa que aquellos productos pre-

amplificados con la condicién 1 presentaron los Cts mas bajos. Finalmente, las curvas de disociacién de todas las
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condiciones presentaron picos definidos y especificos, ademas de Tms similares a la tedrica. Se puede concluir
gue la condicién 1 (Kit de PCR Qiagen Multiplex PCR Master Mix. Pool iniciadores 200 STA) es la que presenta los

resultados mas favorables.

10.5. Estandarizacion de qPCR miuiltiple en el equipo BioMark™ evaluando distintos kits de PCR y el pool de

iniciadores a distintas concentraciones

Durante estas pruebas se evaluaron distintas condiciones durante el paso de pre-amplificacion y la forma en
que éstas afectaban los resultados producidos durante la qPCR multiple al momento de detectar a las distintas
bacterias respiratorias en las muestras clinicas en el equipo BioMark™. A continuaciéon se mencionan las

observaciones mads sobresalientes respecto a los resultados presentados en las secciones 8.5 y 8.6.

La primera aproximacidn al andlisis de las pruebas fue la interpretacién de la visualizacién en forma de “Heat
Map View”. En la figuras 54 y 59 se observan los resultados obtenidos con las muestras y controles bajo las
distintas condiciones evaluadas. En estas figuras se puede apreciar que las muestras y controles sin el paso de
pre-amplificacidn tienen una baja intensidad y Unicamente pocos ensayos se pueden considerar como positivos.
Incluso los controles presentaron una baja intensidad de color debido a su Ct tardio. Esto se debe a la baja
cantidad de ADN bacteriano (y consecuentemente a la baja cantidad del blanco gendmico de interés) al inicio de
la qPCR multiple. Por otro lado, de las condiciones evaluadas que implicaban un paso previo de pre-
amplificacion, aquella que empled el kit Qiagen Multiplex PCR Master Mix y el pool de iniciadores a una
concentracion final 8 nM arrojé los mejores resultados: ensayos positivos en muestras y controles facilmente
distinguibles y con una adecuada intensidad de color, asi como una baja cantidad de dimeros de iniciadores. El
resto de las condiciones presentaron un gran nimero de amplificaciones inespecificas y por lo tanto, ensayos

positivos dificilmente distinguibles.

Al analizar a detalle los resultados de la gPCR y la prueba de HRM de cada muestra y control individualmente

empleando el software Fluidigm Real-Time PCR Analysis, y se obtuvieron las siguientes observaciones:

Al comparar el Ct de los controles y muestras clinicas considerando el ensayo correspondiente (tabla 13), se
puede observar que aquellos sin el paso de pre-amplificacion tuvieron un Ct elevado o no se presenté ninguna
amplificacion (lo cual supone un problema importante a considerar), mientras que aquellos que fueron pre-

amplificados con el kit TagMan® PreAmp Master Mix presentaron los Cts menores. Este aspecto es importante
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ya que al analizar las curvas de gPCR, los Cts bajos permiten distinguir y apreciar mejor aquellos productos
positivos de los dimeros de inciadores que pueden presentarse en los ultimos ciclos de la amplificacién. De igual
manera es importante considerar que las propiedades de los componentes de cada kit (eficiencia de la
polimerasa, condiciones del buffer, concentracion de nucleédtidos, etc) juegan un papel importante durante la

amplificacion en tiempo real.

Por otro lado, al analizar la Tm de los productos de amplificacion de cada ensayo bajo las condiciones
evaluadas, se puede apreciar que existen diferencias en la Tm entre los productos de amplificacién
correspondientes al mismo ensayo y a la misma muestra o control segun la condiciéon de pre-amplificacion
empleada. De igual manera, al comparar la Tm del producto de las muestras, con la Tm del producto del control
correspondiente, es posible observar que entre ellas existen diferencias en distinto grado dependiendo de la
condicidn evaluada. Las Tms de los productos de las muestras obtenidos tras la pre-amplificacion con el kit de
PCR TagMan® PreAmp Master Mix y el pool de iniciadores 8 nM poseen las diferencias mds pequefias respecto a
su control correspondiente, demostrando asi que los resultados obtenidos bajo esta condicion expresan la

especificidad de la prueba con mayor exactitud.

En un analisis adicional, se estudid la presencia y frecuencia de dimeros de iniciadores generados durante la

gPCR multiple de las muestras y los controles positivos segln la condicidn evaluada.

Aquellos controles y muestras que no fueron pre-amplificados presentan baja o nula presencia de dimeros de
iniciadores. Esto permite una clara diferenciacién y analisis de las curvas de amplificacion y disociacion, lo cual
conlleva a la obtencién de resultados confiables, aunque la probabilidad de ausencia de amplificacién (como en
el caso de algunas muestras) produce una inconveniencia considerable. Por otro lado, en todas las pruebas con
un paso de pre-amplificacidon se aprecia una cantidad considerable de dimeros de iniciadores en los ultimos
ciclos de la reaccidn. La presencia de estas amplificaciones no es deseable en la prueba debido a que pueden
interferir con el analisis de los resultados, principalmente en las muestras clinicas, ya que si la cantidad del ADN
de la muestra es baja, su Ct sera alto y existiria la probabilidad de no poder diferenciarlo de los dimeros de
iniciadores, lo cual conduciria a un resultado errédneo. Asimismo, en las graficas que presentan las curvas de
disociacion de los productos de la qPCR, se observa que las curvas de los dimeros de iniciadores en algunos
casos interfieren con la curva de los ensayos positivos, lo cual afecta el andlisis visual para este criterio. Las

muestras y controles que fueron pre-amplificadas con el kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix son las mas
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afectadas al poseer amplificaciones inespecificas en ciclos mas tempranos y por lo tanto, mayor probabilidad de

realizar un andlisis erréneo.

La formacidn de productos de dimeros de iniciadores al emplear kits de PCR previamente estandarizados

pueden deberse a varios factores:

e Formacién de dimeros de iniciadores
e Formacion de estructuras secundarias de los iniciadores

e Condiciones poco astringentes (temperatura de alineacién, duracién de alineacién y extensién)

De igual manera, la formacidn de dimeros de iniciadores puede disminuir la eficiencia de la qPCR debido al

aumento de competencia por reactivos necesarios para la sintesis.

Tras haber realizado las pruebas de estandarizacion evaluando dos kits de PCR y el pool de iniciadores a
distintas concentraciones, se tomd la decisién de emplear el kit de PCR TagMan® PreAmp Master Mix y el pool
de iniciadores a una concentraciéon 8 nM durante la pre-amplificacidon de las 100 muestras clinicas analizadas en
este proyecto. Esta decision se tomé al considerar todos los criterios evaluados en ambas pruebas, priorizando
la eficiencia, precisidn y exactitud de los resultados obtenidos tras realizar la gPCR de las muestras clinicas para

la deteccidn de las principales bacterias respiratorias.

10.6. Determinacion del limite de deteccion de las pruebas de qPCR muiltiple en el equipo Biomark™

Este analisis se realiz6 de manera cualitativa y cuantitativa con el fin de conocer el limite de deteccion del

método disefiado en este proyecto.

Para el andlisis cualitativo se estudiaron los resultados presentados en el software Fluidigm Real-Time
Analysis y se considerd el criterio de presencia/ausencia de amplificacidn, asi como los valores Ct y Tm de los
productos de amplificacidn. Al observar la figura 64 (Heat Map View) se aprecia que los ensayos para las
especies P. aeruginosa y S. aureus presentaron amplificacidon con las cinco cantidades de ADN inicial, mientras
que el ensayo para la especie K. pneumoniae al emplear 0.01 ng de ADN inicial. Por otro lado, al observar la tabla

14, se puede apreciar que el Ct para cada ensayo aumenta conforme la cantidad de ADN disminuye, lo cual es un
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comportamiento esperado, mientras que la Tm se mantiene practicamente constante, prueba de la

especificidad de esta prueba.

El analisis cuantitativo tuvo como objetivo determinar el nimero tedrico minimo de moléculas de ADN que
es capaz de detectar éste método. Al estudiar los resultados, se puede observar que al emplear la cantidad mdas
baja de ADN inicial (0.01 ng), el nimero tedrico minimo de moléculas con amplificacién positiva fue 1,403
(control P. aeruginosa). Sin embrago, en el caso del control K. pneumoniae, un nimero tedérico mayor (1,740

moléculas) no fue detectado.

Este andlisis sefiala que un nimero de moléculas de ADN inferior a 1,740 de un producto resultante de la
qPCR multiple, puede no detectarse mediante el método desarrollado en éste proyecto. Esta ausencia de
deteccién puede deberse a que el bajo nimero de moléculas generadas no produce una sefial suficientemente

intensa para ser detectada con el equipo Biomark™.

10.7. Deteccion de bacterias respiratorias en muestras clinicas mediante qPCR muiiltiple en el equipo

BioMark™

Después de llevar a cabo la qPCR de las 100 muestras incluidas en este estudio, se observa una positividad

del 52 al 68% en los cuatro grupos de estudio a nivel de género o especie.

En el grupo de pacientes <15 afios positivos a virus respiratorios se detectd al género Haemophilus sp. y a la
especie S. pneumoniae como los agentes mas frecuentes, mientras que en el grupo de pacientes <15 afios
negativos a virus respiratorios, el género Streptococcus sp. y las especies S. pneumoniae y M. pneumoniae

fueron las mas frecuentes.

Por otro lado, en el grupo de pacientes 215 afios positivos a virus respiratorios, los géneros Staphylococcus
sp., Streptococcus sp. y la especie S. pneumoniae fueron los agentes con mayor prevalencia. Por ultimo, en el
grupo de pacientes 215 afios negativos a virus respiratorios, el género Staphylococcus sp. y las especies S. aureus

y P. aeruginosa resultaron las mas prevalentes.

En un andlisis adicional, se identificaron las principales co-infecciones bacterianas y su frecuencia en los

cuatro grupos estudiados (tabla 20). Este analisis mostrd que la co-infeccidn Staphylococcus sp./P. aeruginosa en
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el grupo de pacientes >15 afios negativos a virus fue la mas frecuente con dos casos. Asimismo, se puede
observar que de manera general la especie S. pneumoniae es la especie mas cominmente asociada a otras

bacterias en los tres grupos restantes.

Al estudiar las co-infecciones entre virus y bacterias respiratorias, se pudieron realizar las siguientes
observaciones: en los pacientes <15 afnos, los virus respiratorios asociados con mayor frecuencia a bacterias
respiratorias fueron aquellos pertenecientes a los géneros Enterovirus/Rinovirus' (nueve casos). Por otro lado,
en el grupo de pacientes 215 afios con deteccion positiva a bacterias respiratorias, se encontré que distintas
especies virales dentro de los géneros Enterovirus/Rinovirus presentan una frecuencia considerable (siete

casos), seguidas por aquellas especies dentro del género Influenza (cinco casos).

10.8. Caracterizacidn de bacterias respiratorias mediante secuenciacion Sanger

De las 15 muestras clinicas secuenciadas, dos no arrojaron resultados, esto probablemente debido a errores
durante la lectura o en la preparacién de las mezclas para su amplificacién. Las 13 muestras restantes
presentaron resultados adecuados ya que los productos de amplificacién obtenidos durante la gPCR multiple
fueron los esperados, comprobando asi la total especificidad de los iniciadores disefados para aquellos ensayos

gue no contaban con un control positivo de referencia.

Al alinear las secuencias nucleotidicas generadas en la secuenciaciéon con aquellas obtenidas de GenBank

correspondientes a todas las cepas y aislados de referencia, se aprecia una completa homologia.

En el caso especifico de dos muestras clinicas (152 y 251), se observa una diferencia considerable entre los
resultados obtenidos en la qPCR multiple y la secuenciacién. La gPCR multiple dio un resultado positivo
Unicamente para el ensayo Haemophilus sp., mientras que la secuenciacion demostré que la especie era H.
influenzae. Esto probablemente puede deberse a una baja cantidad de ADN bacteriano en las muestras que
impidid su deteccién a pesar de la amplificacidn o a una baja eficiencia en el funcionamiento del par de
iniciadores para este ensayo en especifico. La ausencia de controles positivos de esta especie bacteriana no
permitid realizar los ajustes necesarios durante las pruebas de estandarizacidon de este ensayo, por lo que es

recomendable hacer nuevas pruebas para aumentar la eficiencia de estos iniciadores empleando las muestras

T P . . . e . .. . N .
Los géneros Enterovirus y Rinovirus pertenecen a la familia Picornaviridae y por su frecuencia e importancia como
patdgenos respiratorios, en el contexto de este proyecto se consideran en conjunto.
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secuenciadas como referencia. La obtencidn de estos resultados permite el uso de las muestras secuenciadas

como muestras de referencia para futuras pruebas.
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11. CONCLUSIONES

Durante éste proyecto se logré disefiar y estandarizar un método para la deteccion de las principales
bacterias de importancia respiratoria mediante gPCR empleando la tecnologia de arreglos dindmicos de
nanofluidos. Al tratarse de un proyecto para la estandarizacién de un método de deteccién molecular, las
conclusiones obtenidas no pueden reducirse a la aceptacidn o rechazo de una hipdtesis, sino que es importante

sefialar los puntos mas relevantes obtenidos:

La mayoria de los iniciadores disefiados para la deteccién de blancos gendmicos bacterianos especificos
cumplieron con los criterios necesarios para poder detectar con una adecuada especificidad y eficiencia las
principales bacterias de importancia respiratoria. En el caso especifico de los iniciadores correspondientes a los
ensayos B. pertussis, B. parapertussis, K. oxytoca y S. pyogenes debe considerarse un nuevo disefio, ya que no
lograron funcionar adecuadamente. Este nuevo disefio debe evaluarse en funcién de la importancia y
prevalencia de las especies bacterianas correspondientes. El resto de los iniciadores funcionales pueden ser

empleados en distintos protocolos y plataformas de PCR de manera confiable.

Tras someter éstos iniciadores funcionales a distintas pruebas de estandarizacidon de manera individual o en
conjunto, se lograron establecer las mejores condiciones para su adecuado funcionamiento durante la qPCR
multiple. La eleccién de los reactivos y condiciones se basd en su eficiencia, versatilidad, la facilidad para el
analisis de los resultados arrojados y la relaciéon costo-beneficio. Al tratarse de una propuesta de método de
deteccion molecular, es importante considerar la relacién costo-beneficio ya que éste método debe ser viable
para la institucién que lo emplee y generar multiples beneficios que superen a corto y largo plazo, a las técnicas

de deteccion tradicionales.

Una vez elegidos los mejores iniciadores y las condiciones oOptimas para su empleo, se detectaron
simultdneamente las principales bacterias de importancia respiratoria en 100 pacientes ingresados en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (divididos en cuatro grupos segun su edad y resultado a
infeccién por virus respiratorio), y se observaron resultados concordantes con los datos reportados en la
literatura. Las especies bacterianas S. pneumoniae y S. aureus fueron en general las mds prevalentes en los
cuatro grupos de pacientes estudiados, mientras que otras especies como H. influenzae, M. catarrhalis, P.
aeruginosa y M. pneumoniae tuvieron una importante prevalencia, aunque mas especifica segin el grupo de

estudio. Sabiendo que las especies S. pneumoniae, S. aureus y H. influenzae pueden presentarse como parte de
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la flora normal de los individuos estudiados, es necesario desarrollar en un futuro una técnica que logre
establecer pardmetros capaces de diferenciar colonizacién e infeccidn y asi determinar el agente etioldgico
verdadero de la enfermedad respiratoria. Por otro lado, las co-infecciones bacterianas incluyeron con mayor
frecuencia a la especie S. pneumoniae debido a que es el agente bacteriano mas comun en las vias respiratorias,
y en un cuadro clinico de IRA es comun encontrarlo junto a otros patégenos. P. aeruginosa y M. catarrhalis
fueron otras especies bacterianas encontradas en los pocos casos de co-infeccion. El desarrollo de una técnica
que logre diferenciar colonizacion e infeccidn y que al mismo tiempo sea capaz de detectar multiples agentes
infecciosos de manera eficaz, permitird un analisis robusto y confiable, y consecuentemente, generara los datos
necesarios para el adecuado tratamiento del paciente y el desarrollo de estudios epidemioldgicos relevantes y

certeros.

Por ultimo, el empleo de secuenciacién Sanger logré confirmar la identidad de aquellas bacterias detectadas
gue no contaron con un control positivo durante las pruebas de estandarizacién, lo cual permitio ratificar la
especificidad de los iniciadores correspondientes, asi como permitir el empleo de las muestras secuenciadas
como controles positivos para proyectos posteriores. El uso de esta herramienta y de controles bacterianos

positivos asegurd la obtencidn de resultados exactos y confiables.

Tras lo anterior, se puede concluir que se cumplieron los objetivos planteados durante éste proyecto. El

método de deteccion de bacterias de importancia respiratoria mediante qPCR empleando la tecnologia de

arreglos dinamicos de nanofluidos, resulté altamente eficiente y confiable en comparacién con los métodos
tradicionales. La capacidad de ésta prueba para analizar un gran nimero de muestras en busca de un gran
numero de blancos genémicos en un corto tiempo, con una muy pequefia cantidad de reactivos y generando
datos relevantes y certeros para el adecuado tratamiento del paciente y el desarrollo de estudios
epidemioldgicos, hacen de éste método una opcidon rentable, confiable e innovadora para la deteccidn de

bacterias de importancia respiratoria. Su empleo implica numerosas ventajas a corto y largo en comparacién con

las técnicas convencionales y permite la generacion de valiosos conocimientos cientificos.
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12. PERSPECTIVAS

A continuacidn se mencionan algunas propuestas para aumentar el alcance y empleabilidad de éste método

en un futuro:

e Realizar un nuevo disefio y sintesis de aquellos iniciadores que no funcionaron adecuadamente

e Mantener una observacién constante de los patdgenos respiratorios emergentes y disefiar iniciadores
adecuados para su deteccidn.

e Disefar iniciadores para la deteccion de genes relacionados con resistencia a antibidticos (Ej. Gen mecA
presente en S. aureus resistente a meticilina, gen blaKPC presente en K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos, gen pbpl presente en S. pneumoniae resistente a cefalosporinas, etc.), con el fin de aminorar
los efectos adversos relacionados con ésta resistencia.

e Establecer parametros durante el andlisis de resultados que permitan diferenciar entre colonizacién e
infeccién bacteriana.

e Estandarizacién de un método para detectar conjuntamente las principales bacterias y virus de
importancia respiratoria.

e Obtencién de datos epidemiolégicos de una poblacién mds grande y representativa.
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