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. RESUMEN

El nuevo coronavirus, denominado SARS-CoV-2 es el agente causal de la
enfermedad COVID-19 que ha afectado gravemente a todo el mundo, ocasionando un
gran numero de contagios y muertes debido a su gran capacidad de transmision. Esta
enfermedad se origino a finales de 2019 en Wuhan, China, y fue declarado oficialmente
como pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en marzo de 2020. La
situacién en México no ha sido alentadora y hasta la fecha se han contabilizado un
total de 7,633,355 casos de SARS-CoV-2 y 334,336 muertes en todo el pais.
Asimismo, las coinfecciones bacterianas se han presentado y reportado por algunos
autores en todo el mundo. La literatura describe que especies como Streptococcus
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila y Chlamydia
pneumoniae, asi como Aspergillus y Candida albicans estan implicadas en estas
coinfecciones. Sin embargo, cuando se presentan suelen pasarse por alto por el
personal de salud, por lo que la frecuencia real se desconoce. En nuestro trabajo
encontramos 13 casos de (12.5%) de 104 en total con coinfecciébn bacteriana
ocasionada por Streptococcus pneumoniae, 9 eran mujeres y 4 hombres. Ademas, los
pacientes presentaron fiebre, cefalea, disena, gripa, rinitis, tos, dolor de garganta, entre
otros sintomas al momento de la infeccion por este virus. Por ello, el objetivo de este
trabajo de investigacion es analizar y determinar la frecuencia de coinfeccion de
bacterias de estos géneros en pacientes del estado de Sinaloa, México mediante la
amplificacion por PCR multiplex de diversos genes de interés representativos de cada

una de las bacterias en estudio a partir de muestras de hisopados nasofaringeos.

Palabras clave: SARS-CoV-2, coinfecciones bacterianas, Covid-19, PCR multiplex



[I. ABSTRACT

The new coronavirus, called SARS-CoV-2, is the causative agent of the COVID-
19 disease that has seriously affected the entire world, causing a large number of
infections and deaths due to its great transmission capacity. This disease originated at
the end of 2019 in Wuhan, China, and was officially declared a pandemic by the World
Health Organization (WHO) in March 2020. The situation in Mexico has not been
encouraging and to date a total of 7,633,355 cases of SARS-CoV-2 and 334,336
deaths have been recorded throughout the country. Likewise, bacterial coinfections
have been presented and reported by some authors throughout the world. The
literature describes that species such as Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Legionella pneumophila and Chlamydia pneumoniae, as well as
Aspergillus and Candida albicans are involved in these coinfections. However, when
they do occur, they are often overlooked by health personnel, so the actual frequency
is unknown. In our work we found 13 cases (12.5%) of 104 in total with bacterial
coinfection caused by Streptococcus pneumoniae, 9 were women and 4 were men. In
addition, the patients presented fever, headache, dyspnea, flu, rhinitis, cough, sore
throat, among other symptoms at the time of infection with this virus. Therefore, the
objective of this research work is to analyze and determine the frequency of coinfection
of bacteria of these genera in patients from the state of Sinaloa, Mexico through
multiplex PCR amplification of various genes of interest representative of each of the

bacteria in study from samples of nasopharyngeal swabs.

Keywords: SARS-CoV-2, bacterial coinfections, Covid-19, multiplex-PCR



lIl. INTRODUCCION

A finales de 2019 se origind un nuevo brote de coronavirus (SARS-CoV-2) en la
ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China que se propagd inmediatamente por todo
el mundo y que afect6 no solo al area de la salud, sino el desarrollo de otras actividades
como la educacion, el trabajo y la economia (Kadam y col., 2021). Més tarde, en marzo
de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud proclam6 una pandemia a causa de
estos brotes y a pesar de los grandes esfuerzos por los gobiernos, la pandemia ha
ocasionado numerosas pérdidas humanas y un dafio considerable a los sistemas de

salud de todo el mundo (Kadam y col., 2021).

En México, el contexto no fue muy alentador ya que el virus se propagdé
rapidamente por todo el pais, siendo la Ciudad de México, Sinaloa y Baja California
los que presentaron mayor indice de casos (Del-Rio y col., 2020) y hasta la fecha, la
Secretaria de Salud ha confirmado un total de 5,732,712 casos de SARS-CoV-2 y

324,060 muertes (SSA, 2023).

El SARS-CoV-2 utiliza al receptor convertidor de angiotensina 2 (ACE2) para
ingresar al interior de la célula, mediante la interaccién con la proteina S (Hu y col.,
2020). Una vez dentro, el virus comienza el proceso de replicacion y multiplicacion

para finalmente salir de la célula mediante exocitosis (Santos-Lopez y col., 2021).

Por otro lado, las manifestaciones clinicas que ocasiona este virus pueden ser
sintomaticas o asintomaticas y los pacientes se caracterizan por presentar fiebre, tos,
mialgia, expectoracion, cefalea y diarrea (Sifuentes-Rodriguez & Palacios-Reyes,

2020). Asimismo, algunos autores reportan la presencia de sindrome respiratorio



agudo, lesion cardiaca aguda e infecciones secundarias agudas en pacientes que se

encuentran en la unidad de cuidados intensivos (Muralidar y col., 2020).

Una de las complicaciones mas importantes que se presentan en pacientes
positivos a este virus son las coinfecciones bacterianas que pueden ser ocasionadas
por virus, bacterias y en algunos casos por hongos y, de hecho, se cree que las
coinfecciones ocasionadas por bacterias tienden a aumentar el riesgo de mortalidad
en los pacientes (Gonzalez Soriano, 2020). La evidencia sugiere que en las
coinfecciones con este virus es posible encontrar Mycoplasma pneumoniae, Legionella
pneumophila, Streptococcus pneumoniae y Chlamydia pneumoniae, asi como
Aspergillus y Candida albicans como agentes causales (Oliva y col., 2020). A pesar de
esto, el conocimiento acerca de estas es limitado y normalmente suelen pasarse por

alto por el personal médico.

Las técnicas de diagndstico e identificacion molecular han permitido obtener
avances muy importantes en el area de la salud, especificamente en el diagndstico e
identificacion de los patdégenos causales de enfermedades emergentes como el caso
del SARS-CoV-2. Sin embargo, no todos los laboratorios cuentan con la infraestructura
necesaria para la implementacion de estos métodos moleculares, asi como tampoco

cuentan con el personal capacitado.

En este contexto, dada la gran relevancia que la pandemia tiene actualmente y
de las coinfecciones bacterianas asociadas al SARS-CoV-2, es de gran relevancia el
analisis por métodos moleculares, especificamente por PCR mdltiple, para analizar la
frecuencia de coinfeccion de este virus asociado a las bacterias anteriormente

mencionadas.



IV. REVISION DE LITERATURA
4.1. Neumonia Adquirida en la comunidad (NAC)

La neumonia adquirida en la comunidad afecta a personas sin atenciéon meédica
reciente y el espectro clinico va desde neumonia errante en un paciente sano, hasta
enfermedad multilobular que puede desencadenar un shock séptico (Rider & Frazee,
2018). Asimismo, es una de las principales causas de morbimortalidad a nivel mundial,

afectando considerablemente el area clinica y econémica (Eshwara, VK y col., 2020).

Esta enfermedad puede ser causada por bacterias, virus y hongos, y se clasifica
de acuerdo con lo establecido por Lanks y col., en 2019 como neumonia adquirida en
la comunidad (NAC) o neumonia adquirida en el hospital (NAH), esta ultima se
establece después de al menos 48 horas de hospitalizacion. Por ello, dado el potencial
de ocasionar una enfermedad grave, es necesario tener un amplio conocimiento de la
etiologia, diagndstico, factores de riesgo y tratamiento para un buen manejo de esta

(Lanks y col., 2019).

4.1.1. Fisiopatologiay epidemiologia de las NAC

La neumonia adquirida en la comunidad es una infeccién que genera un dafio en
el parénquima pulmonar, ocasionando un infiltrado celular de tipo inflamatorio del
espacio alveolar que ocasiona una alteracion en el intercambio gaseoso y que se
adquiere fuera del ambiente hospitalario o centros de cuidado prolongados (Martinez-

Vernazay col., 2018).

Algunos factores inflamatorios como las citocinas ocasionan un mayor dafio al

parénguima pulmonar, desencadenando una inflamacion sistémica que se manifiesta
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a través de fiebre, escalofrios, fatiga, hipoxemia y taquipnea (Rider & Frazee, 2018).
Ademas, afecta a cualquier grupo de edad y factores como la ubicacién geogréfica, la
edad, el estado inmunoldgico y la presencia de enfermedades cronicas tales como
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, diabetes mellitus, insuficiencia renal e
insuficiencia cardiaca congestiva, entre otras, influyen en la incidencia de NAC en
adultos (Eshwara, VK y col., 2020); (Grief & Loza, 2018); (Rider & Frazee, 2018). Y
aungue la neumonia adquirida en la comunidad no se considera un problema prioritario
para la poblacion, es responsable de una mortalidad importante entre los afectados

(Aliberti y col., 2021).

En 2015, la neumonia fue la cuarta causa principal de muerte a nivel mundial y
la principal causa de muerte en paises de bajos ingresos (Lanks y col., 2019).
Actualmente, se registran 3.5 millones de muertes al afio ocasionadas por infecciones
del tracto respiratorio inferior, siendo la neumonia la que presenta mayor mortalidad

gue cualquier otra enfermedad de caracter infeccioso (Rider & Frazee, 2018).

En México, las infecciones de vias respiratorias representan la primera causa de
morbilidad, de acuerdo con los datos proporcionados de la Direccion General de
Epidemiologia en nifios de 1-4 afios (Montafio Pérez y col., 2016). Tanto en México
como en otros paises de América Latina, la incidencia real se desconoce. Sin embargo,
se calcula que va de los 2 a 4 casos por cada 1000 habitantes en poblacién mexicana,
aproximadamente 200 mil y 400 mil casos anualmente (Espinosa & Lira, 2014).
Asimismo, en México los estados de Tlaxcala, Puebla e Hidalgo poseen tasas de
mortalidad elevadas, con 200 por cada 100 mil habitantes (Montafio Pérez y col.,

2016).



4.1.2. Factores de riesgo

Recientemente, se han establecido multiples factores de riesgo asociados que
aumentan la susceptibilidad de neumonia adquirida en la comunidad (Espinosa & Lira,
2014). Las enfermedades cardiovasculares cronicas, enfermedad cerebrovascular y
demencia, enfermedades respiratorias cronicas como bronquitis 0 asma, diabetes,
cancer y enfermedad hepatica cronica o renal, asi como alcoholismo y tabaquismo

aumentan el riesgo de presentar neumonia de este tipo (Aliberti y col., 2021).

Otros factores como el estilo de vida, mala alimentacion e higiene dental
deficiente, asi como factores genéticos tales como las variantes en el gen FER, del
protooncogén tirosina-proteina quinasa, han sido relacionados con un riesgo reducido

de muerte por neumonia adquirida en la comunidad (Lanks y col., 2019).

4.1.3. Agentes causales

Streptococcus pneumoniae lidera la lista de patégenos bacterianos aislados con
mayor frecuencia (aproximadamente 25% de los casos a nivel mundial) de pacientes
afectados de neumonia adquirida en la comunidad (Lanks y col., 2019). Otras especies
bacterianas también son responsables de causar esta enfermedad, entre ellas se
encuentran las especies bacterianas Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus aureus, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae y algunos
virus respiratorios como rinovirus e influenza también han sido aislados de pacientes

afectados (Aliberti y col., 2021).

Se ha reportado que Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila y especies
del género Pseudomonas también son bacterias capaces de ocasionar neumonia

adquirida en la comunidad (Eshwara y col.,, 2020). Asimismo, Mycobacterium



tuberculosis y Pseudomonas aeruginosa han sido aisladas (en menor proporcién) de
algunos pacientes afectados. Sin embargo, estas 2 especies se asocian a pacientes
con factores de riesgo especificos, por ejemplo, infeccion por VIH, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, el uso de drogas via intravenosa e incluso, abscesos

pulmonares (Grief y col., 2018).

4.1.4. Prevencion de las neumonias adquiridas en la comunidad

Una forma efectiva de prevenir este tipo de heumonias es evitar el consumo de
tabaco, ya que fumar afecta al sistema inmunoldgico y las funciones pulmonares (Rider
& Frazee, 2018). También se recomienda la vacunacion anual contra la influenza a
partir de los 6 afos, haciendo énfasis en adultos mayores, pacientes
inmunocomprometidos y con comorbilidades, asi como el personal de salud (Lanks y

col., 2019).

Por otro lado, es necesario mejorar la calidad de la atencion de salud a los
pacientes, fomentar la realizacion de campafias de salud en todo el personal del area
de la salud y optimizar los recursos para cubrir con las necesidades que cada paciente

necesite desde de su llegada hasta su salida del hospital (Montafio Pérez y col., 2016).

4.2. SARS-CoV-2

En diciembre de 2019, aparecié un nuevo coronavirus en Wuhan, China,
sumamente transmisible y patdégeno que marcé la introduccion del noveno coronavirus
gue infecta al ser humano y el séptimo identificado en los ultimos 20 afios (Holmes y

col., 2021); (Hu y col., 2020).

En ese momento, se desconocia la causa y el agente causal de los afectados
que presentaban sintomas similares a la neumonia y que en su mayoria procedian del
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mercado de alimentos marinos de Wuhan, en la provincia de Hubei, China (Hu y col.,
2020). Sin embargo, el agente causal fue definido mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y el genoma fue secuenciado mediante secuenciacion de ultima
generacion (Kadam y col., 2021). Gracias a esto, la Organizacion Mundial de la Salud
declar6 pandemia al brote mundial ocasionado por el SARS-CoV-2 (Hu y col., 2020).
Estos avances permitieron conocer a detalle las caracteristicas del virus, asi como los
mecanismos patogénicos que utiliza para establecer la enfermedad que hasta el dia

de hoy ha cobrado muchas vidas.

4.2.1. Caracteristicas del SARS-CoV-2

Los coronavirus (CoV) son un grupo muy diverso de virus de ARN monocatenario
(+), con forma esférica, ovalada o pleomorfica que pertenecen a la familia
Coronaviridae y subfamilia Coronavirinae y su didmetro oscila entre los 60 y 140 nm

(Kadam y col., 2021).

La subfamilia Coronavirinae se divide en 4 géneros: alfacoronavirus,
betacoronavirus, gammacoronavirus y deltacoronavirus (V’kovski y col., 2021). En este
caso, por ser un nuevo betacoronavirus, la secuencia genémica del SARS-CoV-2 es
79% idéntica a la secuencia del SARS-CoV y un 50% con el MERS-CoV (Hu vy col.,
2020). Asimismo, consta de 6 marcos de lectura abiertos (ORF) en el siguiente orden:
replicasa (ORF1a/ORF1b), espiga (S), envoltura (E), membrana (M) y nucleocapside
(N) (Hu y col., 2020). Asimismo, el tamafo aproximado del genoma de este virus es
de 29,891 pb y el contenido de G+C es muy bajo, sélo el 38% aproximadamente en

comparacion con otros coronavirus (Kadam y col., 2021).



Actualmente, es bien sabido que los murciélagos son huéspedes naturales del
alfa y betacoronavirus, y hasta hoy, el ancestro mas cercano del SARS-CoV-2 es un
coronavirus de murciélago llamado RaTG13, que comparte el 96.2% de similitud en
secuencia genoémica y al mismo tiempo, respalda el hecho de que muy probablemente

el SARS-CoV-2 apareci6 por primera vez en los murciélagos (Hu y col., 2020).

4.2.2. Epidemiologia del SARS-CoV-2

Durante el ultimo mes de 2019, varias personas comenzaron a manifestar
sintomatologia similar a neumonia de etiologia desconocida en Wuhan, China
(Muralidar y col., 2020). Los primeros reportes de estos pacientes sugerian que la
transmision de este virus se daba por via respiratoria, y mas adelante, se confirmé que
la transmision se daba mediante gotitas respiratorias, aerosoles, contacto directo con
superficies contaminadas y en algunos casos por via fecal-oral (Harrison y col., 2020).
Posteriormente, se confirmé que este virus puede permanecer viable en aerosoles por
al menos 3 horas y en plastico y acero inoxidable adquiere mayor estabilidad,
permaneciendo por hasta 72 horas (Fernandez-Camargo & Morales-Buenrostro.,

2020).

A principios de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud confirmé que la cepa
aislada de estos pacientes afectados se trataba de un nuevo coronavirus (Muralidar y
col., 2020) y no fue sino hasta 2 el 11 de marzo de 2020 cuando la Organizacién
Mundial de la Salud declar6 oficialmente como pandemia a este brote ocasionado por

SARS-CoV-2 (Hu y col., 2020).

Pasados los primeros 210 dias de la pandemia, aproximadamente 30 semanas,

este virus altamente contagioso ha causado 761,779 muertes en todo el mundo y el
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namero de muertes ido en aumento con el paso del tiempo (Muralidar y col., 2020).
Cabe resaltar que, la magnitud y la gravedad de los casos depende de multiples
factores, como son la edad, raza, el clima de cada region, y un aspecto muy importante,
el sistema de salud de cada pais que permitira establecer medidas de contencion
adecuadas que limiten el nimero de casos nuevos entre sus habitantes (Del-Rio y col.,

2020).

En México, se detectd el primer caso el 27 de febrero en 2020 en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias de un paciente que habia llegado de Italia
mientras que la primera muerte ocasionada por este virus ocurrio el 18 de marzo del
mismo afio (Del-Rio y col., 2020). A su vez, la propagacion de la enfermedad ocurrio
en todo el pais, pero la Ciudad de México, Sinaloa y Baja California presentaron el
mayor indice de casos, asimismo, la letalidad confirmada para mayo de 2020 fue de

6.6 en menores de 60 afios y 24% en mayores de 60 afios (Del-Rio y col., 2020).

Actualmente en México, la Secretaria de Salud ha confirmado 7,633,355 casos
totales de SARS-CoV-2 y un total de 324,060 muertes. Asimismo, la tasa de incidencia
de casos acumulados es de 4,405 por cada 100,000 habitantes, con un predominio en

mujeres del 52.1% (SSA, 2023).

4.2.3. Patogenia del SARS-CoV-2

Para ingresar a la célula el SARS-CoV-2 utiliza el receptor de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) mediante la interaccion de este receptor con la
proteina S del virus (Hu y col., 2020). Este se encuentra en el tejido respiratorio
superior (cavidad nasal y bucal) e inferior, a nivel de los alveolos pulmonares (Santos-

Lépez y col., 2021). Especificamente, se encuentra en los neumocitos | y Il, aunque
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también, ha sido encontrado en intestino delgado, tejido endotelial, corazén, riflones y
otros tejidos (Fernandez-Camargo & Morales-Buenrostro, 2020) lo que explica la

variedad de manifestaciones clinicas de este virus.

Las proteinas S de este virus son glicoproteinas de fusion homotriméricas de
clase | que se dividen en 2 partes funcionales distintas, S1 y S2 que, como ya se
menciono, se unen a los receptores ACE2 (V’kovski y col., 2021). Una vez que penetra
la célula del huésped las células del epitelio alveolar y las vias respiratorias, asi como
las células endoteliales vasculares y los macrofagos alveolares se vuelven sus

objetivos principales (Harrison y col., 2020).

A continuacion, el virus libera su genoma en el citoplasma de la célula del
huésped y se inician una serie de eventos transcripcionales de multiples genes virales
que, a su vez, permitiran la sintesis de nuevas copias de su genoma que van a ser
utilizadas para la traduccién de proteinas no estructurales (NSPS), el complejo viral de
replicacion-transcripcion (RTC) o para el empaquetamiento de nuevos viriones

(V’kovski y col., 2021).

Posterior al ensamblaje de los nuevos viriones, la particula viral adquiere forma
de vesicula en la membrana plasmatica para que finalmente los viriones salgan de la

célula por medio de exocitosis (Santos-Lépez y col., 2021).

4.2.4. Manifestaciones clinicas del SARS-CoV-2

La infeccién por este virus puede ser sintomatica o asintomatica. Dentro de las
principales manifestaciones clinicas que causa este virus se encuentran el dafio a las
vias respiratorias inferiores, fiebre, tos, mialgias, fatiga, expectoracion, dolor de cabeza
y diarrea (Sifuentes-Rodriguez & Palacios-Reyes, 2020). También, se han reportado
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casos de otro tipo de manifestaciones clinicas como sindrome de dificultad respiratoria
aguda, lesion cardiaca aguda e infecciones secundarias agudas en pacientes de etapa

avanzada hospitalizados de cuidados intensivos (Muralidar y col., 2020).

Algunos autores han reportado que el riesgo no fue mayor en embarazadas, sin
embargo, se reportd un caso de transmision transplacentaria de una madre infectada

a un recién nacido, aunque cabe mencionar que fue un caso aislado (Hu y col., 2020).

Este virus posee una tasa de transmisibilidad elevada que puede deberse a las
caracteristicas viroldgicas unicas del virus (Hu y col., 2020) y el periodo de incubacién

es de 1 a 14 dias, con un promedio de 5-6 dias (Del-Rio y col., 2020).

Las manifestaciones radioldgicas incluyen afeccion bilateral pulmonar y los
estudios de laboratorio arrojan leucopenia, linfopenia, niveles elevados de
transaminasas y troponina I, proteina C reactiva y velocidad de sedimentacién globular
elevadas, asi como procalcitonina negativa en la mayoria de los casos (Sifuentes-

Rodriguez & Palacios-Reyes, 2020).

Existen otros sintomas menos frecuentes que han sido reportados como
hemoptisis, dolor de garganta, dolor de pecho, escalofrios y nauseas (Hu y col., 2020).
Sin embargo, estos pueden verse modificados durante la enfermedad de acuerdo con

las caracteristicas de cada paciente.

4.2.5. Diagnéstico y tratamiento del SARS-CoV-2
Como todas las enfermedades, especialmente las ocasionadas por
microorganismos emergentes, el diagnéstico oportuno es muy importante en la

prevencion y control de la sintomatologia de los pacientes afectados.
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Las pruebas de deteccion para la enfermedad causada por el SARS-CoV-2 se
basan en la deteccion directa o indirecta del virus. Las pruebas de deteccién directa
identifican al virus a nivel de su genoma, en donde encontramos las pruebas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), o por las proteinas
virales, en donde se utilizan pruebas rapidas de deteccién de antigenos a traves de
anticuerpos anti-SARS-CoV-2 y las pruebas de deteccion indirecta identifican los
elementos de la respuesta a la infeccion viral del huésped, como anticuerpos
especificos en donde se utilizan ensayos ligados a enzimas como la prueba ELISA, el
ensayo quimioluminiscente (CLIA), o el ensayo de flujo lateral (LFA) (Martinez-Liu y

col., 2021).

El SARS-CoV-2 se puede detectar a partir de hisopado de garganta,
nasofaringeo, esputo y liquido bronquial, sin embargo, la carga viral es mayor si la

muestra se toma a partir del tracto respiratorio inferior (Hu y col., 2020).

La prueba RT-qPCR ha sido utilizada en todo el mundo para la identificacion y
confirmacion del SARS-CoV-2, por ello, es conocida como el estandar de oro en el
diagnéstico de este y, de hecho, en México los Unicos protocolos aprobados para su
uso se basan en la deteccion del acido nucleico de este virus utilizando esta prueba
molecular (Martinez-Liu y col., 2021). Ademas de esto, también en México se utiliza el
protocolo Berlin para detectar el virus utilizando pruebas de acidos nucleicos en
muestras de secrecion de nasofaringe, disefiadas para amplificar los genes RdPR y E

durante la fase aguda de la infeccion viral (Del-Rio y col., 2020).

Hu y col., (2020) sugierieron que las pruebas seroldgicas que detectan

anticuerpos para la proteina N 0 S de este virus, podrian complementar el diagnostico.
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Asimismo, tal como lo comentan multiples autores, es necesario establecer de manera
objetiva los porcentajes de sensibilidad y especificidad de estas pruebas, asi como
verificar, de acuerdo con lo comentado por Martinez-Liu y col., (2021) si este tipo de
pruebas pueden seguir implementandose como pruebas efectivas en el diagndstico

inmunologico de este virus.

Por otro lado, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda Uunicamente los
siguientes 7 protocolos para el diagndéstico del SARS-CoV-2 mediante PCR en tiempo
real: el disefiado por el CDC de China para los genes ORFlab y N; el del Instituto
Pasteur de Paris, Francia que amplifica los genes RdRp IP2 y RdRp IP4; el de Charité,
Alemania para los genes RdRp, E y N; el del CDC de los Estados Unidos disefiado
para los genes N1 y N2; el de HKU, RAE de Hong Kong que amplifica los genes
ORF1b-nspl4 y N; el del Instituto Nacional de Tailandia para el gen N y el del Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas de Japon que amplifica los genes ORFlay S
(Martinez-Liu y col., 2021). A pesar de esto, multiples empresas han desarrollado y
lanzado al mercado kits de diagnéstico que ya contienen todos los reactivos necesarios

para la identificacion de este virus en cualquier laboratorio.

Por otro lado, no se ha disefiado un tratamiento especifico para la enfermedad
causada por SARS-CoV-2 (Covid-19) a pesar de que algunos tratamientos han
mostrado beneficios en algunos pacientes en diferentes partes del mundo (Hu y col.,

2020).

Durante el inicio del brote en Wuhan China, se utilizaron diversos farmacos en el
tratamiento de los pacientes afectados por este virus, pero que tenian efectividad ante

otros virus como el interferén alfa, rivabirina y la combinacion de lopinavir con ritonavir

15



(Santos-Lopez y col., 2021). En otros paises, comenz0 a utilizarse el plasma de
pacientes convalecientes con la creencia de que los anticuerpos generados de estos
pacientes recuperados servirian para tratar a los pacientes enfermos por este virus

(Del-Rio y col., 2020).

Hasta el dia 2 de octubre del afio 2020, se contaba con aproximadamente 405
medicamentos en desarrollo para el SARS-CoV-2 y un total de 318 ensayos clinicos
en humanos orientados a probar una variedad de farmacos dirigidos a inhibir la entrada
del virus al interior de la célula (cloroquina e hidroxicloroquina), inhibir la replicacion de
este virus (remdesivir, favilavir, ribavirina, lopinavir y ritonavir A), agentes
inmunomoduladores (tocilizumab y sarilumab), la terapia con anticuerpos

monoclonales y por ultimo, la vacunacion (Hu y col., 2020).

Es bien sabido que la vacunacion es el método mas efectivo si se habla de
prevenir y controlar a largo plazo las enfermedades virales, en este caso, la
ocasionada por el SARS-CoV-2. En este &mbito, se han dado grandes avances con el
paso de los afios y los avances en la investigacion dentro de este campo, por ejemplo,
se han diseflado vacunas de ARNm, vacunas de vectores virales, vacunas inactivas y

de subunidades proteicas (Fiolet y col., 2022).

En condiciones normales, producir una vacuna requiere de al menos 10 afios y
arriba del 90% de las candidatas no logran salir al mercado, pero pesar de esto, se
llevdo a cabo una produccion acelerada de vacunas para tratar de poner fin a la
pandemia ocasionada por el SARS-CoV-2 (Awadasseid y col., 2021). Sin embargo, la

Organizacion Mundial de la Salud detectd cierto monopolio y capitalismo en la
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produccion de vacunas de parte de algunos paises, ya que la administraban varias

dosis a su poblacion y no la ponian a disposicion de otros paises.

Auln con los avances en el disefio de farmacos y vacunas, asi como la aplicacion
de estas en todo el mundo, las medidas de prevencidon e higiene como el
distanciamiento social, el lavado constante de manos y el uso de gel antibacterial son
las mas importantes para disminuir la transmision y nuevos casos de SARS-CoV-2

(Del-Rio y col., 2020).

4.2.6. SARS-CoV-2y coinfecciones bacterianas

La aparicion de un nuevo coronavirus a finales de 2019 desencadend el origen
de un brote a nivel mundial, que fue declarado pandemia por la Organizacion Mundial
de la Salud en marzo de 2020. Este brote representé un desafio abrumador para las
instituciones de salud en todo el mundo en términos de atencion, cobertura,
prevencion, diagnostico y tratamiento. A su vez, es bien sabido que las coinfecciones
bacterianas con SARS-CoV-2 han estado presentes en algunos pacientes en todo el
mundo, sin embargo, el conocimiento acerca de las mismas es limitado y

generalmente, se pasan por alto (Oliva y col., 2020).

Lai y col., (2020) establecieron que el SARS-CoV-2 posee la capacidad de
establecer coinfecciones con otros virus, bacterias y hongos. Sin embargo, en su
estudio, la prevalencia de las coinfecciones fue variada, y reportaron un caso de un

paciente positivo a este virus con Aspergillus.

Asimismo, Oliva y col., (2020) describieron en un estudio realizado en Europa

gue los pacientes positivos a SARS-CoV-2 podrian estar coinfectados con bacterias
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causantes de neumonias atipicas, por ejemplo, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia

pneumoniae.

Por otro lado, los métodos de deteccion que permiten la identificacion de
coinfecciones bacterianas en pacientes positivos a este virus fueron implementados
rapidamente por los principales laboratorios a nivel mundial e integrado a los paneles
de deteccion multiple que ya existian en el mercado, entre los que se encuentran,
QlAstat-Dx® Respiratory 2019-nCoV Panel de la marca Qiagen y BioFire FilmArray
RP-2.1 (BioFire FilmArray Respiratory Panel-2 plus SARS- CoV-2, de la marca

bioMérieux Francia (Lai y col., 2020).

Estos hallazgos necesitan ser considerados por la comunidad médica de todo el
mundo y la deteccidn de este virus debe integrarse a los métodos de diagndéstico de
rutina. Es importante continuar realizando nuevos estudios que permitan entender el
papel de estas coinfecciones bacterianas en el pronéstico de la enfermedad
ocasionada por este virus, asi como obtener la prevalencia, el riesgo de coinfeccion
entre los pacientes, los principales agentes involucrados en estas y el impacto que
tienen en los pacientes y el sistema de salud. Asimismo, es necesario continuar
estableciendo medidas de higiene y prevencion que disminuyan el nUmero de nuevos
casos a nivel mundial, asi como continuar con la aplicaciéon de vacunas de manera
eficiente.

A continuacion, se describiran algunas caracteristicas importantes de las principales

bacterias asociadas a coinfecciones en pacientes positivos a SARS-CoV-2.
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4.3. Chlamydia pneumoniae
4.3.1. Caracteristicas de la bacteria

La bacteria Chlamydia pneumoniae es una bacteria intracelular obligada Gram
negativa cuyo tiempo de incubacion es de 3-4 semanas aproximadamente, y
actualmente, solo se ha podido identificar 1 cepa de Chlamydia pneumoniae, siendo
el ser humano el Unico hospedero conocido para la misma (di Pietro y col., 2019);

(Gautam & Krawiec, 2021).

Pertenece al género Chlamydia y es capaz de afectar el sistema respiratorio
transmitiéndose de persona a persona mediante aerosoles o gotitas respiratorias
(Gautam & Krawiec, 2021); (Premachandra & Jayaweera, 2021). Cabe resaltar que
todas las especies de este género se reproducen mediante un ciclo Gnico que involucra
2 formas morfofuncionales distintas: el cuerpo elemental infeccioso (EB) de
aproximadamente 0.3-0.35 um de diametro y el cuerpo reticulado reproductivo (RB) de

aproximadamente 0.5-2.0 ym de diametro (Miyashita, 2022).

Anteriormente, era conocido como el agente respiratorio agudo de Taiwan
(TWAR) y es el agente causal responsable de sinusitis, faringitis, neumonia, bronquitis,
entre otras manifestaciones clinicas de importancia médica (di Pietro y col., 2019);

(Premachandra & Jayaweera, 2021).

Posee la capacidad de diseminarse a través de varios sistemas desde los
pulmones gracias a las células mononucleares de sangre periférica y localizarse en
los tejidos extrapulmonares, tales como arterias, articulaciones, huesos y el sistema

nervioso central, logrando establecer enfermedades de importancia clinica como
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aterosclerosis, Alzheimer, artritis inflamatoria, enfermedad pulmonar obstructiva

cronica y asma (di Pietro y col., 2019).

4.3.2. Epidemiologia

Chlamydia pneumoniae ocasiona el 10% de las neumonias de este tipo y el 5%
de las bronquitis, faringitis y sinusitis (Premachandra & Jayaweera, 2021). Asimismo,
es la bacteria intracelular mas comun implicada en infecciones respiratorias y que en

algunos casos ocasiona manifestaciones extrapulmonares (Gautam & Krawiec, 2021).

A pesar de que en gran parte de los casos la infeccidon por esta bacteria es
asintomatica o muy leve, puede ocasionar alguna de las manifestaciones clinicas
mencionadas anteriormente y presenta una prevalencia de anticuerpos del 50% a los
20 afos y del 80% a los 60-70 afios, lo que puede indicar que las personas se infectan

y reinfectan durante toda la vida (Porritt & Crother, 2016).

Puede diseminarse de forma endémica o epidémica, afectando gravemente a
pacientes inmunocomprometidos y en paises occidentales las personas de 5-15 afios

presentan una tasa elevada de nuevas infecciones (Gautam & Krawiec, 2021).

4.3.3. Manifestaciones clinicas y extrapulmonares

Como se mencion0d anteriormente, esta bacteria ocasiona neumonia, faringitis,
sinusitis y otras enfermedades extrapulmonares como aterosclerosis, Alzheimer,
artritis inflamatoria, cancer de pulmén, esclerosis multiple, esquizofrenia, y algunas
otras como la enfermedad de Behcet, cirrosis biliar primaria y diabetes tipo 2 (di Pietro

y col., 2019); (Porritt & Crother, 2016); (Premachandra & Jayaweera, 2021).

Estudios previos sugieren la existencia de una relacion entre Chlamydia

pneumoniae y el asma, bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva, aterosclerosis y
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enfermedad de las arterias coronarias, lo que fortalece las manifestaciones clinicas y
extrapulmonares sugeridas por otros autores anteriormente (Gautam & Krawiec,

2021); (Roulis y col., 2013)

Particularmente en asma, algunos estudios sugieren que Chlamydia pneumoniae
interviene en el inicio y la exacerbacion del asma, mientras que en estudios seroldgicos
los niveles elevados de IgG se asociaban a la incidencia de asma reciente, asma
alérgico crénico y la gravedad del asma crénico; incluso, aunque aun se desconocen
los mecanismos moleculares involucrados, se cree que Chlamydia pneumoniae
promueve el desarrollo de asma induciendo una respuesta inmunitaria Th2 (Porritt &

Crother, 2016).

Por dltimo, la relacibn de Chlamydia pneumoniae y enfermedades
cardiovasculares se estableci6 en 1988 por Saikku y col., (1988) y desde ese
momento, multiples estudios (serolégicos, epidemiolégicos y moleculares) han
confirmado el rol de Chlamydia pneumoniae en la patogenia de las enfermedades

cardiovasculares (di Pietro y col., 2019).

4.3.4. Diagnéstico y tratamiento

Al analizar Chlamydia pneumoniae al microscopio electrénico es posible ver un
cuerpo elemental infeccioso (EB) en forma de pera rodeado por un espacio
periplasmico (Porritt & Crother, 2016). Las técnicas moleculares son costosas y
requieren personal capacitado para la implementacion de estas, por ello la serologia
es el mas utilizado en el diagnostico de infecciones causadas por Chlamydia

pneumoniae (Miyashita, 2022).
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Asimismo, el diagnéstico de neumonia causada por Chlamydia pneumoniae es
complicado por las siguientes razones: en primer lugar, la aparicion de anticuerpos IgM
contra esta bacteria es tardia; en segundo lugar, la mayoria del personal de salud
utiliza la prueba ELISA y se sabe que esta prueba arroja resultados falsos positivos
para IgM en pacientes sanos como en pacientes con infecciones respiratorias; y en
tercer lugar, esta bacteria es poco frecuente en neumonias adquiridas en la comunidad
y la gravedad de las infecciones causadas por la misma suelen ser leves,

asintomaticas o levemente sintomaticas Miyashita (2022).

Chlamydia pneumoniae suele tratarse con macrolidos y tetraciclinas, incluso con
fluoroquinolonas; cabe destacar que la doxicilina, azitromicina, claritromicina,
levofloxacina o moxifloxacina es efectivo en pacientes afectados por esta bacteria
(Carroll, y col., 2016). La informacion acerca de la eficacia de estos antibioticos es
limitada, por ello, son necesarios mas estudios que aporten datos actualizados y
confiables acerca del uso de estos antibidticos frente infecciones ocasionadas por

Chlamydia pneumoniae.

4.4. Haemophilus influenzae
4.4.1. Caracteristicas de la bacteria

Haemophilus influenzae es una bacteria en forma de cocobacilo Gram negativo
responsable de multiples infecciones de las mucosas a nivel de las vias respiratorias,
y también, puede ser el agente causal de otras enfermedades mas graves como

meningitis bacteriana (Wen y col., 2020).

Esta bacteria presenta un tamafio pequefio (0.3-1 um), es anaerdébica facultativa

y capnofila (crece en altas concentraciones de dioxido de carbono) de la familia
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Pasteurellaceae y requiere de un medio de cultivo que contenga 2 factores
eritrocitarios (factor X y el factor V), lo que favorece el crecimiento en agar chocolate

(Khattak & Anjum, 2021).

Algunas cepas de esta bacteria estan encapsuladas, mientras que otras no, y
actualmente, existen 6 serotipos de Haemophilus influenzae con capsula (a-f) en base
al polisacéarido que se encuentra en la capsula (Slack, 2015). La presencia de este
polisacarido es el mas importante en el establecimiento de la patogenia de esta
bacteria, sin embargo, existen otros factores de virulencia importantes como el
lipooligosacérido, proteasas de IgA y proteinas de la pared celular no capsulares

(Butler y col., 2018).

4.4.2. Epidemiologia

La transmision de esta bacteria ocurre a través de la propagacion de gotitas
respiratorias 0 mediante el contacto con secreciones respiratorias y cabe resaltar que,
Haemophilus influenzae so6lo se encuentra en los seres humanos y coloniza
nasofaringe, garganta, y en algunos casos aunque en menor medida las conjuntivas y
el tracto genital (Slack, 2015). De hecho, la tasa de portadores nasofaringeos de esta
bacteria es elevada en nifios y la tasa de notificacion es mayor en pacientes < 1 mes

de edad (Weny col., 2020).

La incidencia de infecciones causadas por esta bacteria en menores de 5 afos
ha disminuido de manera considerable en un 99% aproximadamente en Estados
Unidos (Butler y col., 2018). A su vez, otros paises como Alemania, Japén y China
también han experimentado disminucién en la incidencia de infecciones de este tipo.

Sin embargo, las infecciones ocasionadas por Haemophilus influenzae sigue siendo
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un problema de salud publica en todo el mundo, especificamente en paises en

desarrollo (Wen vy col., 2020).

En 2006 la Organizacion Mundial de la Salud emitié un comunicado en el que se
demuestra que la administracion de una dosis de refuerzo Hib durante el segundo afio
de vida puede brindar proteccion adicional y en México, la vacuna comenzé a ser
implementada a partir del afio 2000, luego de demostrar que se alcanzaban altas
concentraciones de anticuerpos anti-PRP al mes de la vacunaciéon (Rodriguez y col.,

2010).

4.4.3. Diagnéstico

El aislamiento de esta bacteria puede darse a través de liquido cefalorraquideo
(LCR), sangre, liquido pleural o liquido sinovial y el crecimiento éptimo se da en agar
chocolate con suplementos como el factor X termoestable y el factor V termolabil

(Butler y col., 2018).

Jain y col., (2015) secuenciaron el gen 16S rRNA a partir de muestra de esputo
para identificar Haemophilus influenzae en un paciente con NAC,; este método
demostré ser efectivo en la identificacion de esta bacteria. Asimismo, otras técnicas
como el inmunoensayo enzimatico, inmunoelectroforesis y reaccion en cadena de la
polimerasa permiten la identificacion de esta bacteria, aunque cabe resaltar que, la
PCR brinda una sensibilidad diagnostica del 72-92% para Hib (Butler y col., 2018).
También, la tipificacion de secuencias multilocus (MLST) es un método muy preciso
gue permite caracterizar diversas cepas de patdégenos bacterianos (entre ellos
Haemophilus influenzae con o sin capside) mediante la secuenciacién de fragmentos

internos de siete genes domésticos (Butler y col., 2018); (Wen y col., 2020).
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4.4.4. Tratamiento

Normalmente, las infecciones causadas por Haemophilus influenzae se tratan
con betalactamicos, aminopenicilinas y cefalosporinas (Wen y col., 2020). Sin
embargo, el tratamiento ha cambiado desde hace 20 afios gracias al aumento en la
resistencia a los betalactamicos y hasta 40-50% en aminopenicilinas (Butler y col.,

2018).

En 1993, se reportd el primer caso de Haemophilus influenzae con resistencia a
las fluoroquinolonas y en 2004 apareci6é el primer caso de Haemophilus influenzae
resistente a las mismas en nifios; desde ese momento, la resistencia a
fluoroquinolonas se propagd por el mundo aumentando la cantidad de casos

considerablemente (Wen y col., 2020).

Por otro lado, Haemophilus influenzae también presenta resistencia frente a los
macrolidos y dentro de los mecanismos por los cuales adquiere resistencia se
encuentran la adquisicion de la bomba de salida del farmaco codificada por el gen de
resistencia, la sobreexpresion de bombas de salida cromosémicas de multiples
farmacos, la adquisicion de 23S rRNA metilasa codificada por el gen de resistencia,

entre otros (Wen y col., 2020).

Actualmente, el tratamiento recomendado incluye cefalosporinas de tercera
generacion como ceftriaxona o cefotaxima, asi como dexametasona dentro de la
primera hora de la primera dosis de antibiético (Butler y col., 2018). Adicionalmente,
Taylor y col., (2019) demostraron que la azitromicina redujo la carga de H. influenzae
en las vias respiratorias en pacientes con asma no controlada persistente en

comparaciéon con un medicamento placebo, pero no cambié la carga bacteriana total.
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La vacunacién es un factor importante, por ello el Comité Asesor sobre Practicas
de Inmunizacion recomienda la administracion de la vacuna Hib a partir de los 2 meses
de edad bajo el siguiente esquema: la primera dosis a las 6 semanas de edad y se
recomienda una dosis de refuerzo entre los 12 y 15 meses de edad (Butler y col.,
2018); es necesario que las dosis se administren con al menos 8 semanas de

diferencia o minimo de 4 semanas (Butler y col., 2018).

4.5. Streptococcus pneumoniae

La bacteria Streptococcus pneumoniae es uno de los agentes causales de
infecciones fatales y la causa mas comun de neumonia y meningitis (Hgyer-Engholm
y col., 2017). También, es bien sabido que, desde hace mas de 100 afios, esta bacteria
ha sido estudiada para mejorar el conocimiento de esta, desde la identificacion, el

diagnéstico y el tratamiento, asi como la prevencion (Jacobs., 1992).

Este microorganismo cuenta con factores de virulencia que estan directamente
involucrados en el proceso infeccioso y las caracteristicas moleculares de estos

factores contindan siendo dilucidados hoy en dia (Mitchell & Mitchell, 2010).

4.5.1. Epidemiologia de la bacteria

Es una de las principales causas de neumonia (Hgyer-Engholm y col., 2017),
meningitis, sepsis, bacteriemia y otitis en paises en desarrollo; ademas, es uno de los
microbios que componen la flora del tracto respiratorio superior (Varghese y col.,
2017). Asimismo, es capaz de ingresar y colonizar la via respiratoria superior de los

seres humanos (Weiser y col., 2020).

Posee una capsula polisacarida que es el principal factor de virulencia de esta
bacteria y se ha reportado que existen mas de 90 serotipos basados en la composicion
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de esta capsula (Méndez-Lage y col., 2015). Ademas, cuenta con un mecanismo de
remodelacion de su genoma, captando e incorporando DNA exdgeno, que facilita su
propagacion, resistencia a los antibidticos y evasion de la inmunidad inducida por la

vacunacion (Weiser y col., 2020).

Por otro lado, es una bacteria con relevancia a nivel mundial ya que ocasiona
neumonia, meningitis, otitis media y en algunos casos septicemia (Méndez-Lage y col.,
2015). Fue descubierta en 1881 y se ha reportado que también posee la capacidad de
ocasionar conjuntivitis, meningitis y neumonia adquirida en la comunidad (Zivich y col.,

2018).

Los datos de la investigacion de Hgyer-Engholm y col., en 2017, esta bacteria
fue responsable de las dos terceras partes de los 14.5 millones de casos reportados
en Africa y Asia en 2013. También, los mismos autores mencionan que a pesar de la
informacion con la que se cuenta a la fecha, continian habiendo preguntas por resolver
para obtener mejor conocimiento y encontrar mejores alternativas. Por ejemplo, la
resistencia a antibiéticos mostrado por esta bacteria que sigue siendo un problema

actual pero que sera discutido mas adelante.

Actualmente, continta siendo la causa principal de enfermedad en nifios y
adultos, y se estima que tan solo en el afio 2000 se produjeron 14.5 millones de casos
en el mundo de infeccion neumococica grave, ocasionando mas de 800 mil muertes

aproximadamente, de acuerdo con lo reportado por Deng y col, en 2013.

En México, los datos de la Secretaria de Salud establecen que en 2016 la

incidencia de la enfermedad ocasionada por esta bacteria fue de 0.035 por cada 100
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mil habitantes, pero este dato es dificil de calcular debido a las diferencias existentes

entre cada pais y estados de cada pais, no s6lo en México (Vacunologia, 2022).

Fue incluida por la Organizacion Mundial de la Salud en 2017 como uno de los
microorganismos de atencion prioritaria y gracias al continuo aumento de la morbilidad,
la creciente en la resistencia a los antibidticos, entre ellos la penicilina, ha captado la
atencion de los especialistas a nivel mundial con el objetivo de mejorar las estrategias

de intervencion ante esta especie bacteriana (Weiser y col., 2020).

4.5.2. Diagnéstico y tratamiento
Con el paso del tiempo se ha ido avanzando en el entendimiento de los procesos
moleculares propios de esta bacteria, eso ha permitido obtener mejores alternativas

terapéuticas y diagnosticas para mitigar el dafio ocasionado por la misma.

Algunos estudios recientes han aportado distintas maneras de diagnosticar esta
bacteria mediante métodos moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa
para los genes IytA y 16S rRNA, seguido de una RFLP; también se amplifican los
genes rpoB y sodA y se ha llegado a utilizar la tipificacién de secuencias multilocus

(MLST) y el analisis de secuencias multilocus (MLSA) (Varghese y col., 2017).

En cuanto al tratamiento ha habido problemas desde el primer momento en que
se reportd la resistencia a antibiéticos de esta bacteria. A la fecha se ha reportado
resistencia a penicilina, amoxicilina y cefotaxima/ceftriaxona (Ruiz y col., 2001). Por
ello, tal como lo sugiere Cherazard y col., (2017) se requiere la generacion de nuevas

alternativas terapéuticas que disminuyan la cantidad de afectados por esta bacteria.
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La enfermedad ocasionada por esta bacteria ocasiona un gran numero de
discapacidad permanente y muertes, por ello, tal como lo recomienda la Asociacion
Mexicana de Vacunologia, es importante mantenerse al dia con las vacunas y seguir
adecuadamente el esquema de vacunacion, ya que las vacunas antineumocécicas

brindan proteccion frente a los serotipos existentes (Vacunologia, 2022).

4.6. Mycoplasma pneumoniae

En 1898, Edmond Nocard y Emile Roux aislaron la primera micoplasma en cultivo
causante de la pleuroneumonia bovina y, posteriormente, en 1937 fue asilado e
identificado la primera micoplasma humano por Louis Dienes y Geoffrey Edsall a partir
de un absceso de la glandula de Bartolino. Afios mas tarde, en 1944 fue aislado otra
micoplasma por el Dr. Monroe D. Eaton de una muestra de esputo de un paciente con
neumonia atipica y finalmente, en 1962 Chanock y col., establecieron la designacion

taxondémica de Mycoplasma pneumoniae (Surinder, 2018).

4.6.1. Caracteristicas de la bacteria

Mycoplasma pneumoniae es una bacteria de tamafio muy pequefio que va de
0.1-0.2 um de ancho y 1-2 ym de largo y en comparacion con otros bacilos tipicos,
carece de pared celular y sus colonias bacterianas muy rara vez superan los 100 um

de didmetro (Saraya, 2017).

Su genoma fue secuenciado por primera vez en 1996 por Himmelreich y col., se
demostré que constaba de 816,394 pb y 687 genes, lo que permitié concluir que poseia
caracteristicas limitadas e incapacidad de sintetizar pared celular rigida dado el

pequeio tamafo del genoma (Parrott y col., 2016).

29



La incapacidad de sintetizar permite el contacto de la membrana bacteriana con
la célula huésped, lo que facilita el intercambio de moléculas vitales para el crecimiento
y proliferacion de esta bacteria. Asimismo, mycoplasma pneumoniae posee una
proteina multifuncional denominada toxina del sindrome de dificultad respiratoria
adquirida en la comunidad (CARDS) y que es responsable de la union a la proteina A,
lo que permite el ingreso a las células huésped mediante endocitosis (Surinder, 2018).
Este y otros mecanismos patogénicos de esta bacteria seran explicados a detalle a

continuacion.

4.6.2. Mecanismo de patogeniay factores de virulencia

Mycoplasma pneumoniae codifica para muchos factores de virulencia como las
adhesinas, glicolipidos, toxina del sindrome de dificultad respiratoria adquirida en la
comunidad (CARDS) y algunos polisacaridos de tipo capsular. Sin embargo, dentro de
estos factores de virulencia, los mas importantes son la citoadherencia y la movilidad

(Bajantri y col., 2018); (Jiang y col., 2021).

Los mecanismos patogénicos inician una vez la bacteria se adhiere a las células
ciliadas del tejido epitelial del huésped y establece contacto con el organulo de union
de aproximadamente 290 nm de longitud (Waites y col., 2017). Cabe resaltar que, las
principales proteinas que facilitan el anclaje y citoadherencia son P30 y P1 (Bajantri y

col., 2018).

La toxina del sindrome respiratorio adquirido en la comunidad (CARDS) es una
toxina bacteriana de adenosina difosfato (ADP) ribosilante y vacuolizante codificada
por el gen MPN 372 (Jiang y col., 2021). Las células del huésped quedan expuestas a

la toxina CARDS, lo que ocasiona la pérdida de los cilios, disminucién en el consumo
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de oxigeno, utilizacion de glucosa, absorcién de aminoacidos y el desprendimiento de

las células infectadas (Parrott y col., 2016).

Asimismo, esta toxina es responsable de la union a la proteina A del surfactante
e ingresar a las células del huésped por endocitosis mediada por clatrina y, una vez
dentro, estimula la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-8, TNF-a e IL-1
(Bajantri y col., 2018). Esto ocasiona una reaccion inflamatoria aguda que afecta las
vias respiratorias (Bajantri y col., 2018); (Surinder, 2018). Los principales mecanismos
asociados a la patogenia y algunos factores de virulencia de M. pneumoniae se ilustran

a continuacion en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Mecanismos patogénicos y factores de virulencia de Mycoplasma

pneumoniae

Mecanismo patogénico Factor de virulencia

P1, P30, P40 (proteina C), P90 (proteina B), P200,
proteina hipotética de alto peso molecular HMW1-3,
Adherencia P116, P65, factor de elongacién termoinestable (EF-Tu),
subunidad B del piruvato deshidrogenasa, enolasa de

enzimas glucoliticas, TopJ

Evasion inmunitaria Nucleasa, proteina de union a inmunoglobulina (IbpM)

H20:2, especies reactivas de oxigeno (ROS), HzS,
Lesién por inflamacién enzima HapE, oxidasa GlpO, lipidos de membrana,

lipoproteinas de membrana, materiales capsulares

_ o Toxina del sindrome de dificultad respiratoria adquirida
Citotoxicidad _ o
en la comunidad (CARDS), nucleasa citotoxica

Motilidad deslizante P65, P30, proteina hipotética MPN387, P24, P41

Adaptado de Jiang y col., (2021)
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4.6.3. Epidemiologia

Es bien sabido que el principal agente etiolégico bacteriano causante de
neumonia adquirida en la comunidad es Streptococcus pneumoniae. Sin embargo, la
neumonia es la manifestacion clinica mas importante de Mycoplasma pneumoniae, y
puede ocasionar brotes endémicos y epidémicos en nifios y adultos dado su pequefio
tamafo que le permite propagarse entre una persona y otra con facilidad (Bajantri y

col., 2018); (Parrott y col., 2016).

Las neumonias ocasionadas por Mycoplasma pneumoniae son endémicas a
nivel mundial y tienden a presentarse con mayor frecuencia en verano o principios de
otofio, aunque pueden ocurrir en cualquier momento del afio (Waites y col., 2017). La
mayor parte de los brotes se presentan en ambientes cerrados como bases militares,
escuelas, campamentos, comunidades religiosas y hospitales (Merida-Vieyra J y col.,

2017).

Esta bacteria es responsable del 40% o mas de los casos de neumonias de este
tipo y del 18% de los casos pediatricos requieren hospitalizacién (Bajantri y col., 2018).
Sin embargo, la prevalencia varia de acuerdo con la poblacién en estudio y de las
técnicas de diagnostico implementadas (Surinder, 2018). Estudios japoneses
reportaron que existe una correlacion positiva entre el aumento de temperatura,
humedad y la aparicidbn de infecciones causadas por Mycoplasma pneumoniae
(Bajantri y col., 2018); (Waites y col.,, 2017). Sin embargo los datos disponibles
actualmente se remiten a estudios realizados en Japén, Europa y Estados Unidos

(Parrott y col., 2016).
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En México la informacion acerca de la prevalencia de Mycoplasma pneumoniae
es limitada dada la falta de laboratorios de referencia y personal capacitado, asi como
carencias en la disponibilidad de métodos moleculares de diagndstico. A pesar de esto,
Merida-Vieyra y col., (2019) detectaron Mycoplasma pneumoniae en nifios mexicanos
con neumonia adquirida en la comunidad mediante serologia y PCR en tiempo real.
Asimismo, Romero-Espinozay col., (2018) caracterizo el viroma y bacterioma de nifios
con neumonia y asma en la Ciudad de México durante invierno entre 2014 y 2015. A
pesar de esto es necesario realizar mas estudios que permitan establecer una base
de datos con informacion confiable y actualizada acerca de la prevalencia en el nimero

de casos de pacientes afectados por Mycoplasma pneumoniae en nuestro pais.

4.6.4. Manifestaciones clinicas y extrapulmonares

La manifestacion de la enfermedad ocasionada por Mycoplasma pneumoniae es
variada (Waites y col., 2017). Sin embargo la manifestacién clinica mas comun es la
traquebronquitis que puede ser con tos seca con esputo mucoide o mucopurulento
(Waites y col., 2017). En algunos casos, los sintomas no son especificos y se
asemejan a los sintomas de una infeccion viral de vias respiratorias. Sin embargo,
multiples reportes sugieren que la gravedad de los sintomas aumenta con la cantidad

de carga bacteriana y ausencia de anticuerpos preexistentes (Bajantri y col., 2018).

Comunmente, las infecciones por Mycoplasma pneumoniae son leves, aunque,
se reconoce que puede ocasionar cuadros graves como neumonia fulminante,
neumonia necrotizante y sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA) (Merida-

Vieyra J y col., 2017).
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La variedad de manifestaciones clinicas dependera de cuales 6rganos estén
involucrados y el rango de fiebre puede ser de nivel bajo o alto de hasta 39 °C.
Ademas, algunos pacientes presentan mialgias, tos y sintomas gastrointestinales

(Bajantri y col., 2018).

Por otro lado, es bien sabido que Mycoplasma pneumoniae se caracteriza por
ocasionar manifestaciones extrapulmonares en todo el cuerpo (Waites y col., 2017).
La infeccidn por esta bacteria se complica con la presencia de manifestaciones
extrapulmonares en el 25% de los casos y pueden ocurrir en ausencia de neumonia

(Merida-Vieyra J y col., 2017).

Las manifestaciones extrapulmonares no sélo se relacionan con el proceso
infeccioso, sino que pueden ser ocasionadas por complicaciones autoinmunes o
vasculares (Bajantri y col.,, 2018). A continuacién, se muestran las principales
manifestaciones extrapulmonares y los oOrganos involucrados ocasionadas por

Mycoplasma pneumoniae en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Manifestaciones extrapulmonares de Mycoplasma pneumoniae.

Organo/Sistema

Complicaciones

Piel

Sindrome de Stevens Johnson, mucositis, exantema,
eritema, dermatosis subcorneal, vasculitis, liquen plano,
necrolisis epidérmica toxica, eritema multiforme,

urticaria, purpura anafilactoide, entre otras

Neuroldgicas

Meningoencefalitis, encefalitis/encefalitis diseminada
aguda, meningitis aséptica, mielitis transversa,
sindrome de Guillain Barré/sindrome de Miller Fisher,
neuropatia variante de Guillain Barré, neuropatias
craneales/periféricas, cerebelitis/ataxia cerebral aguda,

parkinsonismo transitorio, entre otras

Hematoldgicas

Trombocitopenia, purpura de Henoch-Schonlein,
sindrome hemofagocitico, sindrome de
hipoprotrombinemia anticoagulante IUpico, trombosis

arterial, rabdomidlisis, infarto esplénico

Cardiacas

Miocarditis, pericarditis, endocarditis, enfermedad

trombotica cardiaca/adrtica

Musculoesqueléticas

Artritis, rabdomiodlisis

Organos de los sentidos

Ojo: conjuntivitis, iritis, uveitis. Oido: otitis media,
pérdida auditiva subita

Sistema digestivo

Hepatitis/hepatitis fulminante, pancreatitis

Nefrourinario

Glomerulonefritis, nefropatia por IgA, embolismo de

arteria renal, priapismo

Miscelaneas

Enfermedad de Kawasaki, mononucleosis infecciosa

Tomado de Merida-Vieyra Jy col., (2017)

36




4.6.5. Diagnéstico

La Sociedad Respiratoria Japonesa (JRS) establecié un sistema de puntuacion
que permite diferenciar entre una neumonia tipica y una atipica. Los criterios de
diferenciacion incluyen: (1) que el paciente sea menor de 60 afios; (2) ninguna o
enfermedades subyacentes menores; (3) tos persistente; (4) auscultacion toracica
ineficiente; (5) ausencia de esputo o agente etiolégico identificado mediante tincion
Gram; y (6) niveles de glébulos blancos periféricos inferiores a 10,000/uL (Parrott y

col., 2016).

La deteccion de Mycoplasma pneumoniae se puede lograr mediante cultivo,
serologia o técnicas moleculares. Sin embargo, son pocos los laboratorios que ofrecen
este servicio dado que el crecimiento en cultivo de esta bacteria es lento y de
requerimientos nutricionales exigentes, las pruebas seroldgicas requieren sueros de
fase aguda y convaleciente recolectados de al menos 2 semanas de diferencia, y las
pruebas de deteccion molecular son caras y no todos los laboratorios tienen acceso a

ellas (Waites y col., 2017).

Debido a la ausencia de pared celular, no es posible tefiir mediante tincion Gram
a Mycoplasma pneumoniae. Sin embargo, los medios de cultivo siguen siendo
considerados como el estandar de oro en el diagndstico de esta bacteria a pesar de
gue son nutricionalmente exigentes (generalmente se utiliza agar SP4) y su
crecimiento puede tardar de 3 a 6 semanas aproximadamente (Bajantri y col., 2018);

(Merida-Vieyra y col., 2019); (Waites y col., 2017).

El diagndstico serolégico incluye crioaglutininas, fijacion de complemento y

ensayos inmunoenzimaticos (Merida-Vieyra J y col., 2017). Ademas, la deteccion de
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IgM o IgA en combinacién con PCR aporta resultados 6ptimos en el diagndstico de
infecciones causadas por Mycoplasma pneumoniae (Surinder, 2018). Cabe destacar
gue el estandar de oro para el diagnostico serolégico es un cambio de 4 veces en los
titulos de anticuerpos con el tiempo, ya que la sensibilidad de los ensayos de IgM
aumenta con la duracibn de los sintomas (IgM aumenta antes que IgG),

aproximadamente 70% después de 16 dias de sintomas (Bajantri y col., 2018).

Por otro lado, el primer reporte de un ensayo de PCR para identificar Mycoplasma
pneumoniae a partir de muestras clinicas fue publicado a finales de 1980 y desde ese
momento, se han implementado multiples y variados métodos de deteccion molecular
orientados al gen 16S rRNA, operon de la ATPasa y los genes P1 tuf, parg, dnak,

pdhA, repMpl y CARDS (Merida-Vieyra J y col., 2017); (Waites y col., 2017).

Ademas de la PCR, existen otras técnicas de amplificacibn molecular
alternativas, como la amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos
(NASBA), amplificacion de Q3 replicasa, amplificacion por desplazamiento de cadena,
amplificacion mediada por transcripcion, reaccion en cadena de ligasa y PCR multiplex
(Surinder, 2018). Sin embargo, la PCR convencional ha sido reemplazada por PCR en
tiempo real dado su tiempo de respuesta mas rapido, menor probabilidad de
contaminacion, mayor sensibilidad y especificidad, asi como la facilidad de
proporcionar otros datos cuantitativos tales como la deteccion de genes de resistencia
a los antimicrobianos y establecer relaciones filogenéticas entre organismos (Waites y
col., 2017). También, existen otras técnicas modernas que carecen de validez dado su
poco uso en la actualidad, pero pueden ser implementadas, como la espectroscopia

Raman mejorada en la superficie de matriz de Nanorod (NA-SERS) y la espectrometria
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de masas de tiempo de vuelo de ionizacién por desorcion laser asistida por matriz

(MALDI-TOF MS) (Bajantri y col., 2018).

Por otro lado la Administracion de Alimentos y Medicamentos aprobd 2 técnicas
de amplificacion de acidos nucleicos para el diagnostico de Mycoplasma pneumoniae
en los Estados Unidos y fueron los ensayos de amplificacion isotérmica mediada por
bucle (LAMP) comercializados como illumigen Mycoplasma Direct y el panel

respiratorio FilmArray (Waites y col., 2017).

Actualmente, las técnicas moleculares son una herramienta diagndstica eficaz
dada su elevada sensibilidad que va del 85-100%, especificidad del 98-100%, y menor
tiempo de respuesta. Ademas, la PCR se ha establecido como el principal método de
diagnéstico molecular para la infeccibn ocasionada por Mycoplasma pneumoniae

(Merida-Vieyra y col., 2019).

4.6.6. Tratamiento

Histéricamente, los principales farmacos utilizados en infecciones por
Mycoplasma pneumoniae son los dirigidos al ribosoma bacteriano para inhibir la
sintesis de proteinas (Waites y col., 2017). Por ello, el tratamiento recomendado para
infecciones por Mycoplasma pneumoniae son antibidticos macroélidos, cetdlidos,
tetraciclinas y fluoroquinolonas; cabe resaltar que en adultos se recomienda el uso de
macrolidos, tetraciclinas y fluoroquinolonas, mientras que en nifios Unicamente el uso

de macrélidos (Merida-Vieyra J y col., 2017).

Antes del aiflo 2000, la resistencia a los antimicrobianos en esta bacteria no era
un tema de importancia. Sin embargo, la resistencia a los antimicrobianos es un tema
relevante actualmente ya que se han reportado casos de Mycoplasma pneumoniae
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resistente a los macrélidos (MRMP) en Europa y Norteamérica debido a mutaciones
puntuales en el dominio V del gen 23S rRNA (Surinder, 2018). Ademas, la ausencia
de pared celular en esta bacteria es otro factor de resistencia a los antimicrobianos de
tipo betalactamico, glucopéptidos y fosfomicina, lo que deja pocas alternativas para el

tratamiento de este tipo de infecciones (Waites y col., 2017).

La azitromicina es el macrolido de eleccion, con mejor tolerancia y una vida media
mas larga que los demas, esto permite un tratamiento mas corto. Ademas, Bajantri y
col.,, (2018) recomienda que todas las manifestaciones extrapulmonares deben
tratarse con antibiéticos, ya que no es posible descartar la invasion directa de
Mycoplasma pneumoniae y la disminucion de la carga bacteriana general puede
debilitar el sistema inmunitario del huésped. También, se recomienda utilizar
minociclina, doxiciclina, tigeciclina o fluoroquinolonas para el tratamiento exitoso de

Mycoplasma pneumoniae resistente a los macrélidos (MRMP) (Surinder, 2018).
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V. JUSTIFICACION
La neumonia adquirida en la comunidad es un problema presente a nivel mundial
que ocasiona pérdidas humanas, y puede ser ocasionada por diversos virus, bacterias
y en algunos casos por hongos, afectando a personas sin antecedentes médicos

recientes.

En México las infecciones de vias respiratorias son la primera causa de
morbilidad. sin embargo, la incidencia real de las NAC se desconoce, aunque se
calcula que es de 2 a 4 casos por cada 1000 habitantes. Aunado a esto, la pandemia
ocasionada por SARS-CoV-2 ha ocasionado pérdidas a nivel mundial, siendo México
uno de los paises mayormente afectados por la misma. Asimismo, las coinfecciones
bacterianas en pacientes positivos a SARS-CoV-2 aumentan el nivel de morbilidad y
mortalidad de los pacientes, en donde las bacterias que cominmente se encuentran
en coinfeccibn son Streptococcus pneumoniae, Chlamydia pneumoniae y/o

Haemophillus influenzae entre otras.

Dada la situacién anteriormente descrita y hasta donde sabemos, no existen
reportes de coinfeccién de estas bacterias y SARS-CoV-2 en Sinaloa, México. Por ello,
el objetivo de esta investigacion es establecer la frecuencia de coinfeccion de este
virus con Streptococcus pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma

pneumoniae y Haemophilus influenzae en muestras de hisopado nasofaringeo.
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VI. HIPOTESIS

Los pacientes positivos a SARS-CoV-2 presentan coinfecciones bacterianas con
Streptococcus pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y/o

Haemophilus influenzae
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7.1.

VII.OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la frecuencia de coinfeccion de SARS-CoV-2 con Streptococcus

pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y/o Haemophilus

influenzae en muestras de hisopado nasofaringeo

7.2.

Objetivos especificos

7.1.2 Analizar la frecuencia de la infeccibn de SARS-CoV-2 en poblacion

sinaloense

7.2.2 Analizar la frecuencia de coinfeccion por SARS-CoV-2 con Streptococcus
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae Yy/o

Haemophilus influenzae

7.2.3 Identificar la sintomatologia caracteristica de los pacientes con
coinfecciones bacterianas ocasionadas por Streptococcus pneumoniae,

Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y/o Haemophilus influenzae
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. Tipo de estudio

Retrospectivo, observacional, transversal, descriptivo con una n a conveniencia
realizado en el Laboratorio de Microscopia de la Facultad de Ciencias Quimico-
Bioldgicas
8.2. Periodo de muestra

Enero de 2021 a diciembre de 2021

8.3. Criterios deinclusidén

- Muestras de hisopado nasofaringeo de pacientes que acudieron a realizarse
la prueba de SARS-CoV-2 al laboratorio Delia Barraza

- Pacientes que aceptaron participar mediante la firma de CI
8.4. Criterios de exclusién

- Pacientes que no aceptaron y por lo tanto no firmaron el ClI
8.5. Criterios de eliminacion

- Muestras que no cumplieron con el control de calidad interno del DNA
8.6. Materiales

Las muestras por analizar corresponden a hisopados nasofaringeos contenidos
en Buffer TE, estas fueron obtenidas de pacientes que acudieron a la toma de muestra

del laboratorio Delia Barraza, del Estado de Sinaloa.
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8.7. Meétodos
8.7.1. Extraccion de DNA

La extraccion del DNA se llevo a cabo a partir de las muestras de hisopado
nasofaringeo utilizando el kit de extraccion de extraccion de Jena Bioscience ®

siguiendo las instrucciones del fabricante.
8.7.2. Andlisis de control de calidad del DNA

Para analizar la calidad e integridad del DNA de las muestras previamente
extraidas, se realizé una amplificacion del gen beta globina mediante reaccion en
cadena de la polimerasa siguiendo las condiciones establecidas durante el estudio
realizada por Qmichou y col.,, 2013 Posterior a la amplificacién, se visualizé la
presencia del gen de 268pb mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% utilizando

un transluminador de luz UV.
8.7.3. PCR multiplex

Una vez realizado y confirmado la buena calidad e integridad del DNA de cada
una de las muestras extraidas, se realiz6 una amplificacion mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). El objetivo de esta fue amplificar los siguientes genes:
regiones del gen 16S RNA (primers Mycl y Myc2) de Mycoplasma pneumoniae; el gen
ompA (primers CP1y CP2) que codifica la proteina mayor de membrana de Chlamydia
pneumoniae, descritos por Guillén Rosa y col., (2012); el gen omp2 de Haemophilus
influenzae descrito por Parra y col., (2007) y por dltimo el gen IytA de la especie

bacteriana Streptococcus pneumoniae descrito por Stralin y col., (2006).
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En cada una de las reacciones de amplificacion se incluyeron controles negativos
y positivos para validar la reaccion, siguiendo las condiciones establecidas por cada
uno de los autores en sus estudios. Los fragmentos esperados fueron de 438 pb, 368

pb, 538 pb y 229 pb respectivamente.
8.7.4. Electroforesis en gel de agarosa

Posterior a la amplificacion mediante PCR multiplex se realizé la electroforesis
por 50-55 minutos en gel de agarosa al 2% utilizando gel red para la tincion del DNA 'y
se adicion6 buffer TAE. Asimismo, se adicionaron 5-10 pl del producto de PCR y
también un marcador de pares de bases para, posteriormente, ser visualizadas las

bandas obtenidas correspondientes a los genes amplificados durante la reaccion.

8.7.5. Andlisis estadistico

Se llevo a cabo un andlisis estadistico descriptivo de la sintomatologia de los
pacientes analizados durante la presente investigacion. Se tomaron en cuenta cada
uno de los sintomas que presentaron los pacientes al momento de la toma de muestra
para asi contabilizar la predominancia de cada uno de ellos y su relacion con la
gravedad de la enfermedad. Los sintomas incluyeron gripa, fiebre, dolor de garganta,
malestar general, rinorrea, cefalea, dolor articular e incluso pacientes que acudieron

sin la presencia de algun sintoma.
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IX. RESULTADOS
9.1. Extracciéon del DNA
Un total de 104 muestras de pacientes SARS-CoV-2 (+) fueron obtenidas a partir
de hisopado nasofaringeo del Laboratorio Delia Barraza y a cada una de ellas se les

realiz6 exitosamente la extraccion utilizando el kit de extraccidon anteriormente descrito.

68 muestras SARS-CoV-2 (+) correspondian a mujeres, que corresponde al 65%
del total, mientras que 36 fueron hombres, representando el 35% del total, como se

aprecia en la figura 1.

Por otro lado, 108 muestras SARS-CoV-2 (-) fueron sometidas a extraccion de
DNA con el objetivo de ser analizadas bajo los mismos protocolos que las muestras
SARS-CoV-2 (+). 47 muestras correspondian a hombres mientras que 61 a mujeres,

gue representan el 43.5% y 56.5% respectivamente.

Es importante mencionar que las edades para ambos grupos de pacientes fueron
agrupadas de la siguiente manera: menores de 5 afos, infancia de 6-11 afios,
adolescencia de 12-17 afios, juventud de 18-26 afos, adultez de 27-59 afios y vejez
de 60 afos en adelante, esto basado en la clasificacion de la Organizacion Mundial de
la Salud. Esto permiti0 agrupar y visualizar de mejor manera las edades de los
pacientes para identificar en donde se ubicaba la mayor frecuencia de pacientes

afectados y no afectados por este virus.

9.2. Analisis de control de calidad del DNA
Todas las muestras cumplieron con el control de calidad interno establecido por
el laboratorio al visualizar la banda del gen beta globina de 268 pb por medio de

electroforesis en gel de agarosa al 2% (Figura 2). Es importante destacar que todas
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las muestras que no cumplieron con los estandares de calidad establecidos fueron

descartadas de inmediato.

9.3. PCR multiplex

Posterior al andlisis de calidad e integridad del DNA de cada una de las muestras,
se realizo6 una PCR multiplex con el objetivo de identificar la presencia de
Streptococcus pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Haemophillus influenzae y
Mycoplasma pneumoniae y confirmar o descartar coinfeccion bacteriana en los
pacientes SARS-CoV-2 (+) utilizando la metodologia y condiciones de amplificacion

implementada por Stralin y col., en el afio 2006.

Cabe puntualizar que la edad promedio de los pacientes fue de 52 afios y tal
como podemos apreciar en la figura 3, la mayor cantidad de pacientes positivos se
encontré en el rango de los 27-59 afios que corresponde a la adultez y en la vejez (60
afios en adelante) con 46 pacientes positivos en cada uno. Es importante destacar
también que en los otros rangos de edad también se encontraron pacientes positivos
a SARS-CoV-2, aunque en menor medida. Por ejemplo en menores de 5 afios hubo 2
positivos, en infantes de 6-11 afios sélo 3, mientras que en adolescentes hubo 4 y por

altimo 3 en jévenes de 18-26 afios.

Como resultado de la amplificacion de la PCR multiplex solo 13 (12.5%) muestras
de las 104 SARS-CoV-2 (+) presentaron positividad a coinfeccion bacteriana,
especificamente a la bacteria Streptococcus pneumoniae. De esos 13 pacientes
SARS-CoV-2 (+) que presentaron coinfeccion bacteriana 9 eran mujeres y 4 hombres

(Figura 4).
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Para confirmar la presencia de coinfeccion bacteriana ocasionada por alguna de
las bacterias mencionadas anteriormente, se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 2% para visualizar las bandas que confirman la presencia del gen.
Especificamente, fue posible visualizar la banda de 229 pb correspondiente al gen IytA
de la bacteria Streptococcus pneumoniae (Figura 5). La electroforesis se realiz6 a 110
V por 50-55 minutos aproximadamente, esto favorecié la correcta separacion del

material genético y posterior visualizacion al transluminador con luz ultravioleta.

Por otro lado, también fueron sometidas para el mismo andlisis las muestras
correspondientes a pacientes SARS-CoV-2 (-) con el objetivo de confirmar la presencia
0 ausencia de alguna bacteria causante de coinfeccion. Sin embargo, ninguna de ellas
fue positiva para cualquier bacteria de las involucradas en nuestro estudio,

descartando por completo la presencia de coinfeccidn bacteriana.

9.4. Andélisis estadistico

Dentro de los principales sintomas que presentaron ambos grupos de pacientes
se encuentran fiebre, dolor de garganta, gripa, tos, cefalea, rinitis, rinorrea, letargo,
flemas, malestar general, dificultad respiratoria, sudoracién, dolor de ojos, vomito,
febricula, entre otros. Asimismo, hubo algunos pacientes en ambos grupos de estudio
gue no presentaron ningun tipo de sintoma. También, es importante mencionar que un

paciente SARS-CoV-2 positivo necesitd oxigeno durante el tratamiento.

La sintomatologia predominante en los hombres SARS-CoV-2 (+) fue dolor de
garganta y tos con 22.22%; el 33.33% no presenté sintomatologia alguna (Figura 6).

A su vez, las mujeres de este mismo grupo de estudio manifestaron fiebre y dolor de
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garganta en su mayoria con 22.53% para ambos sintomas y el 35.29% del total no

presentd ningun tipo de sintoma durante el estudio (Figura 7).

Por otro lado, del grupo de los pacientes SARS-CoV-2 (-), el sintoma
predominante en hombres fue cefalea con el 8.51%, y el 74.47% de ellos no presento
ningun sintoma (Figura 8). En cambio, en las mujeres predominé la gripa (11.48%),
pero el 63.93% de ellas no presentod sintomatologia alguna, aunque también estuvieron
presentes otros sintomas como cefalea, dolor articular y tos, aunque en menor

proporcion (Figura 9).
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Pacientes Positivos a SARS-CoV-2

= Hombres = Mujeres

Figura 1. Cantidad de hombres y mujeres positivos a SARS-CoV-2
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Figura 2. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la presencia del gen beta

globina de 268 pb que confirma la calidad e integridad del DNA de las muestras
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Figura 3. Tabla de frecuencias de las edades de los pacientes involucrados en el

estudio
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Bacterias causantes de coinfecciones
en pacientes SARS-CoV-2 positivos

. I:> 9 mujeres
4 hombres

m Positivos SARS-CoV-2 u Streptoccocus pneumoniae

Figura 4. Grafico correspondiente a la cantidad de pacientes positivos a SARS-

CoV-2 con coinfeccién ocasionada por la bacteria Streptococcus pneumoniae
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100 pb

S

Figura 5. Gel de agarosa al 2% en donde se muestra la presencia del gen lyt A de
229 pb que confirma la presencia de coinfeccién ocasionada por la bacteria

Streptococcus pneumoniae
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Sintomatologia Hombres SARS-CoV-2 (+)

2.78%
0.00%
0.00% -
0.00% y
0.00% /
2.78%
278%_
0.00%
0.00%
2.78%
= Fiebre = Dolor de garganta = Gripa = Tos
u Cefalea ® Rinirritis ® Rinorrea H Letargo
® Malestar General u Dificultad respiratoria ® Sudoracion = Necesito oxigeno
Vémito = Febricula = Sin sintomas

Figura 6. Sintomatologia hombres SARS-CoV-2 (+)
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Sintomatologia Mujeres SARS-CoV-2 (+)

4.41%
= Fiebre = Dolor de garganta = Gripa = Tos = Dolor de huesos
u Cefalea ® Rinirritis ® Rinorrea u Letargo ® Flemas
® Malestar General u Dificultad respiratoria ® Sudoracion = Necesito oxigeno “ Dolor de ojos
Vémito = Febricula = Sin sintomas

Figura 7. Sintomatologia mujeres SARS-CoV-2 (+)



Sintomatologia Hombres SARS-CoV-2 (-)

= Fiebre = Cefalea = Dolorarticular = Gripa =Tos = Sinsintomas

Figura 8. Sintomatologia Hombres SARS-CoV-2 (-)
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Sintomatologia Mujeres SARS-CoV-2 (-)

u Fiebre m Cefalea = Dolor articular = Gripa ®Tos u Sinsintomas

Figura 9. Sintomatologia Mujeres SARS-CoV-2 (-)
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X. DISCUSION

Desde que fue reportado el primer caso a finales de 2019 en Wuhan, China, el
SARS-CoV-2 se caracteriz6 por su gran transmisibilidad y potencial infeccioso al ser
humano, siendo este el séptimo coronavirus identificado en los ultimos 20 afios
(Holmes y col., 2021); (Hu y col., 2020).

Con el paso del tiempo, se fueron respondiendo las principales incognitas acerca
de este nuevo virus ya que al inicio se desconocian las causas y el agente causal de
los pacientes que padecian una enfermedad similar a neumonia (Kadamy col., 2021).
A pesar del trabajo de los expertos en todo el mundo, el virus continué propagandose
de manera alarmante, por lo que la Organizacibn Mundial de la Salud declaré de
manera oficial pandemia en enero de 2020 (Hu y col., 2020).

En el mundo, se ha visto que las coinfecciones bacterianas pueden manifestarse
en pacientes SARS-CoV-2 (+) y aunque al inicio solian pasarse desapercibidas por el
personal de la salud, es bien sabido que estas pueden agravar la enfermedad de
quienes las padecen (Oliva y col., 2020). Ademas, Lai y col., establecieron en el afio
2020 que el SARS-CoV-2 poseia la capacidad de establecer coinfecciones con
microorganismos (virus, bacterias y hongos). A pesar de esto, son pocos los estudios
gue se han realizado para establecer la frecuencia y los agentes causales de las

coinfecciones bacterianas.

En esta investigacion se intent6 estudiar y esclarecer la frecuencia de coinfeccion
de SARS-CoV-2 con algunas bacterias causantes de neumonias adquiridas en la
comunidad con el objetivo de establecer si la presencia de coinfeccion aumentaba la
gravedad en la sintomatologia de la enfermedad para cada paciente haciendo uso de
PCR multiplex y andlisis estadistico descriptivo para analizar la sintomatologia de cada

paciente al momento de la toma de muestra.

Westblade y col., en el afio 2021 hicieron una revision sisteméatica con el objetivo
de evaluar las coinfecciones bacterianas al momento del ingreso hospitalario de
pacientes SARS-CoV-2 (+) y reportaron que menos del 4% de los pacientes
hospitalizados con covid-19 presentaban coinfeccion bacteriana. La mayoria de los

pacientes involucrados en estos estudios recibieron terapia antibacteriana. Sin
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embargo, los autores enfatizan la disparidad entre la cantidad de pacientes
hospitalizados que fueron tratados con antibidticos y la cantidad de pacientes que
verdaderamente tienen coinfeccion bacteriana, resaltando la administracion

innecesaria de antibacterianos en pacientes con covid-19.

El uso desconsiderado e innecesario de antibioticos fue un problema que se
presento al inicio de la pandemia en muchas partes del mundo y México no quedo
exento de ello. Westblade y col., 2021 sugieren que esto se debié a la incertidumbre
que una nueva enfermedad infecciosa conlleva, al aumento en el nUmero de pacientes
en estado critico y la falta de tratamientos para el SARS-CoV-2. También es importante
mencionar que conforme se fue obteniendo mayor conocimiento de este virus la

manera de abordarlo fue mejorando.

Los pacientes que participaron en nuestra investigacion fueron hombres y
mujeres de diferentes rangos de edad que van de menores de 5 afios hasta mayores
de 60 afios. Es importante contar con multiples rangos de edad para asi evaluar la

sintomatologia caracteristica de acuerdo con el rango de edad de cada paciente.

El 65% de nuestros pacientes eran mujeres mientras que el 35% eran hombres.
En el estudio realizado por Hughes y col., en 2020, el 62% de los pacientes eran
hombres mientras que el 38% fueron mujeres. Por otro lado, el 78.2% de los pacientes

fueron hombres en el estudio elaborado por Elabbadi y col., en 2021.

El rango promedio de edad SARS-CoV-2 (+) de nuestro estudio fue de 52 afios.
En su investigacion en el afio 2020, Hughes y col., reportaron una edad promedio de
69.5 afnos. Comparado con nuestros datos, hay una diferencia considerable de casi 20
afios entre cada uno de los grupos de estudio. Por otro lado, el promedio de edad
reportado por Hedberg y col., en 2022 fue de 62 afios, reportando un rango entre los
52 y 73 afios. En este caso la diferencia de edad fue de 10 afios. Es necesario
mencionar que la mayor cantidad de pacientes SARS-CoV-2 (+) en nuestra
investigacion se ubicaron entre la adultez (27-59 afios) y la vejez (60 afios en
adelante). Estos rangos de edad fueron establecidos de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud.
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El rango de edad es importante ya que, en nuestro pais, particularmente en
Sinaloa, muchas de las principales actividades econ6micas no pararon.
Especificamente, los empleos del area privada fueron los que continuaron las
actividades, aunque reforzaron las medidas con el objetivo de disminuir la propagacion
entre los trabajadores. Sin embargo, esto permitié que los principales infectados por
este virus fueran personas en edad laboral, es decir de los 18-20 afios en adelante.
Esto es un dato que confirmamos con nuestra investigacion, ya que los principales
pacientes infectados pertenecian a la juventud (18 afios en adelante). Uno de los
factores involucrados en este comportamiento de la poblacion, fue la necesidad de
continuar trabajando para llevar el sustento a casa, ya que si dejaban de asistir al

trabajo podian perder el empleo, algo impensable e insostenible para muchos.

Particularmente, los adultos mayores (60 afios en adelante) involucrados en
nuestra investigacion presentaron una frecuencia elevada. En nuestro pais hubo
quienes no hicieron caso a la solicitud de las autoridades de quedarse en casa,
principalmente para evitar el contagio a personas vulnerables, entre ellos los adultos
mayores. Especificamente, fue muy comun la visita domiciliaria a este tipo de personas
y las consecuencias fueron el aumento considerable en adultos mayores infectados,

incluso aquellos que murieron a causa del virus.

Para diagnosticar la infeccién por SARS-CoV-2 se utiliza RT-gPCR a nivel
mundial, incluso en México, tal como lo confirmé Martinez-Liu y col., en 2021 es el
estdndar de oro en el diagnoéstico de este. Aunado a esto, las coinfecciones
bacterianas son un problema importante que puede agravar la sintomatologia de los
pacientes SARS-CoV-2 (+). Por ello, es necesario la existencia de métodos
moleculares capaces de detectarlas, buscando la atencion temprana y evitar la
gravedad de la sintomatologia de los pacientes infectados que pudiera condicionarlos

a la muerte.

La prueba molecular utilizada en este estudio fue una PCR multiplex que permite
identificar hasta 4 patégenos (Streptococcus pneumoniae, Legionella pneumophila,
Chlamydia pneumoniae y Haemophilus influenzae) causantes de neumonia capaces

de ocasionar coinfeccion bacteriana en pacientes SARS-CoV-2 (+). Esta prueba ha
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sido utilizada en multiples ocasiones con el objetivo de identificar mas de un patégeno

respiratorio a la vez.

En nuestro caso, fue posible identificar en 13 pacientes SARS-CoV-2 (+) la
presencia de coinfeccion bacteriana ocasionada por la bacteria Streptococcus
pneumoniae. Ningun otro de los pacientes presentd coinfeccion bacteriana ocasionada
por esta bacteria o por alguna otra de las involucradas en nuestro estudio. De estos

13 pacientes 9 eran mujeres y 4 hombres.

Nuestros hallazgos confirman el hecho de que esta bacteria es una de las
agentes causales de neumonias adquiridas en la comunidad y coinfecciones
bacterianas en este tipo de pacientes. En 2023, Bordi y col., detectaron Mycoplasma
pneumoniae causante de coinfeccién en 5 pacientes (4.0%), mientras que 1 de sus
pacientes (0.8%) padecia coinfeccién ocasionada con Streptoccocus pneumoniae.
durante su estudio. Los porcentajes de su estudio son distintos comparados con los
nuestros, en nuestro caso, 13 pacientes en coinfeccidn ocasionada por esta ultima
bacteria representaron el 12.5% de nuestros pacientes estudiados. Esto resalta y
confirma la capacidad que tiene esta bacteria de ocasionar coinfecciones en este tipo

de pacientes.

Por otro lado, en 2019 Lee y col., utilizaron PCR multiplex para identificar hasta
35 patdgenos respiratorios. En su estudio reportaron la identificacién de Streptococcus
pneumoniae, Legionella pneumophila, Haemophilus influenzae, entre otros. Incluso,
reportaron un 42.3% de coinfeccion en sus muestras. Estos datos fortalecen la
importancia de esta prueba molecular en diagnésticos de este tipo, al mismo tiempo

que fundamenta y solidifica su utilizacién en nuestro estudio.

Los sintomas caracteristicos de los pacientes infectados con SARS-CoV-2
incluyen tos seca, fiebre y dificultad respiratoria, asi como dolor de garganta,
cansancio, cefalea, mialgia, y en casos mas severos infeccién pulmonar y disfuncion
multiorganica Seyed Hosseini y col., 2019. También, en algunos casos se ha reportado
la capacidad que tiene este virus de ocasionar problemas a nivel neurolégico, como
alteracion de la conciencia, accidentes cerebrovasculares isquémicos y musculares,

asi como dafio muscular, segun lo reportado por Mohamadian y col., 2020.
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Struyf y col., realizaron un analisis que involucré 16 estudios con el objetivo de
identificar la precision diagndéstica de signos y sintomas caracteristicos de pacientes
SARS-CoV-2 (+) en 2020. En este estudio encontraron que los principales sintomas
asociados a la infeccion ocasionada por este virus son tos, dolor de garganta, fiebre,
mialgia, artralgia, fatiga y cefalea (Struyfy col., 2020). Los pacientes de nuestro estudio
también padecieron algunos de estos sintomas con los datos mencionados

anteriormente.

Hasta donde sabemos, nuestro estudio es el primero en nuestro estado que
analiza coinfecciones bacterianas en pacientes SARS-CoV-2 (+) y (-). Esto ha
permitido dar un paso hacia adelante con el objetivo de continuar dilucidando los
factores que permiten el establecimiento de coinfecciones en pacientes de este tipo.
Aun quedan muchas incognitas por responder, pero nuestro estudio sirve como punto
de partida para investigaciones relacionadas con objetivos similares acerca de la
agresividad de la infeccion por este virus que eventualmente puede conducir a la

muerte de los pacientes.
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Xl. CONCLUSIONES

Las infecciones ocasionadas por SARS-CoV-2 ocasionan una sintomatologia
caracteristica en la que destaca la presencia de fiebre, tos, dolor de garganta, gripa,

mialgia, artralgia, disnea, entre otros.

Cuando hay presencia de coinfecciones bacterianas la sintomatologia puede
agravarse como lo mencionan algunos autores. En este sentido, en nuestro estudio la
bacteria causante de coinfecciones bacterianas en pacientes infectados por este virus
fue la especie Streptococcus pneumoniae que coincide con lo reportado por varios
autores como una de las principales especies involucradas en coinfecciones, y estuvo

presente en 13 de nuestros pacientes, 9 mujeres y 4 hombres.

La PCR multiplex es una prueba molecular atil en diagndsticos de este tipo de
bacterias y con los datos de nuestro estudio se recomienda la utilizacion de PCR
multiple en futuros estudios de este tipo ya que, con ella es posible la identificacion de

diversas bacterias relacionadas con dificultad respiratoria en pacientes con covid-19.
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XII.PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

1. Realizar un andlisis de correlacidbn que permita asociar si la presencia de
coinfecciones bacterianas en pacientes SARS-CoV-2 aumenta la gravedad de
los sintomas y por ende la gravedad de la enfermedad.

2. Amplificar mas genes de otras especies causantes de neumonia con el objetivo
de identificar si hay méas especies ademas de las ya reportadas con la

capacidad de establecer coinfecciones bacterianas en pacientes de este tipo.
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

ACE-2: enzima convertidora de angiotensina 2

CARDS: sindrome de dificultad respiratoria adquirido en la comunidad
CDC: centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades
CLIA: ensayo de quimioluminiscencia

Covid-19: enfermedad causada por el SARS-CoV-2

ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

FER: protooncogén tirosina-proteina cinasa

IL-18: interleucina 1 beta

IL-8: interleucina 8

LFA: ensayo de flujo lateral

NAC: neumonia adquirida en la comunidad

NAH: neumonia adquirida en el hospital

NSPS: proteina no estructural

OMS: organizacion mundial de la salud

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

RFLP: fragmentos de restriccion de longitud polimérfica

RTC: complejo viral replicacion-transcripcion

RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
rRNA: &cido ribonucleico ribosomal

SARS-CoV-2: coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo
SSA: secretaria de salud

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

Hm: micrometro
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