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1. Introduccién

A principios de diciembre de 2019, en Wuhan, China, se notifico la aparicion de un
nuevo coronavirus, genéticamente afin al SARS-CoV-1, designado como SARS-
CoV-2. Este virus es el agente causal de la pandemia de COVID-19, la cual fue
oficialmente declarada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en marzo de
2020. El periodo de incubacién de la COVID-19 oscila entre 2 y 14 dias en el
hospedero, manifestdindose con sintomas comunes que incluyen tos, fiebre,
cefalea, diarrea y dificultad para respirar. En casos graves, la infeccion puede
requerir hospitalizacion para ventilacion mecanica y suplementacion de oxigeno,

llegando, en situaciones severas, a provocar la muerte.

Historicamente, pandemias anteriores causadas por virus respiratorios han revelado
la asociacién con otros microorganismos, como virus, bacterias y hongos, los cuales
pueden generar complicaciones durante el curso de la infeccién. En particular, este
estudio se enfoca en las micoplasmas, microorganismos autorreplicables de menor
tamafio, responsables de neumonias atipicas, asi como en los cocos piégenos
Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus, que causan diversas
enfermedades respiratorias, incluyendo neumonia y bacteriemia. El objetivo
principal de esta investigacion consistié en la deteccién de estos microorganismos
en pacientes tanto positivos como negativos para SARS-CoV-2, estandarizando y
aplicando una herramienta rapida y sensible para evaluar la especificidad de los
productos de PCR, que permita identificar las secuencias de acidos nucleicos de
diferentes microorganismos presentes en muestras de pacientes sospechosos a la
infeccion por dicho virus, se trata de las curvas de disociacion o curvas melting,
dicha herramienta somete las muestras de ADN a un aumento gradual de
temperatura, observando una transicién en la curva de fluorescencia que indica el
punto en el cual las hebras complementarias de ADN se separan. Esta informacion
es util para determinar la presencia y la especificidad de secuencias, lo que es

esencial en aplicaciones como la identificacion de microorganismos. Se busco



comprender la correlacion entre estos microorganismos y las infecciones virales,
como el COVID-19, relacionando y comparando los resultados con la sintomatologia
gue podria agravar la infeccion causada por este virus respiratorio. Los resultados
obtenidos indican que los pacientes con infeccién positiva a COVID-19 y la
presencia de Streptococcus pneumoniae presentaron una sintomatologia mas
pronunciada en comparacion con aquellos que solo fueron positivos para COVID-
19. Los sintomas mas comunes en esta cohorte incluyeron dolor de cabeza, tos,
fatiga y dolor de garganta, ademas de la pérdida del olfato y gusto, especialmente
notoria en los pacientes positivos a COVID-19 durante la segunda ola. Por otro lado,
aguellos en los que se detectd6 Mycoplasma pneumoniae mostraron una
sintomatologia clinica comun, destacando fiebre, tos, dolor de garganta y fatiga, con
pérdida de olfato y gusto también observada en pacientes positivos a COVID-19
durante la segunda ola. Finalmente, en pacientes con la presencia de
Staphylococcus aureus, se manifestaron sintomas como tos, dolor de garganta y
fiebre, aunque es relevante sefalar que estos pacientes tenian una muestra
negativa para SARS-CoV-2. En general, se observdé un mayor numero de
manifestaciones clinicas en aquellos pacientes con muestras positivas tanto para
COVID-19 como para otros microorganismos, como Mycoplasma pneumoniae y

Streptococcus pneumoniae.

Palabras clave: Coronavirus, SARS-CoV-2, COVID-19, Pandemia, Sintomas,
Hospitalizacion, Complicaciones, Micoplasmas, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Neumonias atipicas, herramienta rapida y sensible, Curvas

de disociacién, Correlacion, Infecciones virales.



2. Marco Tebrico
2.1 SARS-CoV- 2

El dia 2 de diciembre del afio 2019 en la ciudad de Wuhan, China se report6 la
aparicion de un coronavirus llamado SARS-CoV-2 (Sindrome respiratorio agudo
severo coronavirus 2), el cual es genéticamente similar a SARS-CoV-1, pero con
caracteristicas que permite diferenciarlos (Cevik. et al., 2020). Se trata de un B -
coronavirus de RNA de cadena + con una secuencia similar a SARS-CoV-1(80%),
este virus presenta una glicoproteina en su superficie con forma de “espiga”
conocida como “spike”(S), una proteina que lo envuelve conocida como
“envelope”(E), proteinas de membrana (M) y proteinas de nucleocapside (N)(Yan
et al., 2020)( figura 1).La enfermedad causada por este patégeno recibe el nombre
de COVID-19, la rapida propagacion de SARS-CoV-2 ha tenido un efecto negativo

en el sistema de salud mundial, asi como estragos en la economia.
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Figura 1. Estructura de SARS-CoV-2 adaptado de Human Coronavirus structure BioRender.com
(2022). Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-templates.
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2.2 Enfermedad COVID-19

Es una enfermedad causada por el coronavirus SARS-CoV-2, que afecta
principalmente al sistema respiratorio; sin embargo, puede afectar a mdltiples
organos, los sintomas mas comunes son: fiebre, tos y dificultad para respirar (Mehta
et al., 2021). Después de la entrada del virus a la célula hospedera, este se replica
en la mucosa epitelial del tracto respiratorio superior, para migrar después a el
pulmon en donde se lleva a cabo mayormente la replicacion del virus. El virus utiliza
a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) como su receptor para entrar a
la célula, esta enzima se localiza principalmente en la mucosa del tracto respiratorio,
células endoteliales, corazon, intestino y riflones, por lo que SARS-CoV-2 tiene la
capacidad de replicarse en estos érganos (Tay et al., 2020). La replicacion del virus
conduce a una respuesta inflamatoria exponencial, en la cual ocurre una produccion
de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, que conduce a la activacién y migracion

de neutréfilos ocasionando la caracteristica tormenta de citocinas.

2.3 Carga Viricay duracion de la infeccién

En el tracto respiratorio, la carga maxima de SARS-CoV-2 se observa al momento
del inicio de los primeros sintomas o en la primera semana de la enfermedad,
posteriormente se observa una disminucion de esta carga, lo que explica que el
potencial de infecciosidad mas alto se presente dentro de los primeros cinco dias
del inicio de los sintomas (figura 2)(Cevik et al.,2020) .La deteccién de ARN viral por
RT-PCR no se traduce necesariamente a infecciosidad y raramente se ha detectado
SARS-CoV-2 mediante esta técnica después de 14 dias después de los primeros
sintomas de enfermedad. (Buitrago-Garcia et al., 2020)

Los pacientes que presentan un cuadro clinico grave o inmunocomprometidos
pueden tener altas cargas virales aun después de la primera semana de la

enfermedad. En cuanto a las personas que no presentan sintomas, pero si una



muestra positiva puede transmitir la infeccion, aunque su grado relativo de

infecciosidad parece ser limitado (Tay et al., 2020).
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Figura 2. Carga virica durante la infeccién de SARS-CoV-2. la carga maxima de SARS-CoV-2 se
observa al momento del inicio de los primeros sintomas o en la primera semana de la enfermedad,
posteriormente se observa una disminucion de esta carga, lo que explica que el potencial de
infecciosidad mas alto se presente dentro de los primeros cinco dias del inicio de los sintomas.
Adaptado de Time Course of COVID-19 Infection and Test Positivity BioRender.com (2022).
Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-templates

2.4 Manifestaciones clinicas

Segun la OMS Los sintomas mas habituales de la COVID-19 son: Fiebre, tos seca
y cansancio. Otros sintomas que se presentan con menor presencia son: congestion
nasal, dolor de cabeza, dolores musculares, conjuntivitis, perdida del gusto o el
olfato, dolor de garganta, nauseas o vomitos, diarrea, escalofrios o vértigo. Dentro
de los sintomas de un cuadro grave de COVID-19 se incluyen los siguientes:
Disnea, pérdida de apetito, confusion, dolor u opresiéon persistente en el pecho,

temperatura por encima de los 38° (Couzin & Frankel 2020).
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Existen sintomas que son menos frecuentes que los anteriormente mencionados
como la irritabilidad, ansiedad, depresion, trastornos del suefio, accidentes
cerebrovasculares y lesiones neurales. La sintomatologia aparece entre los 2 y 14
dias posteriores a la exposicion viral, los sintomas y los signos de COVID-19 no son
especificos y no puede diferenciarse clinicamente de otras infecciones respiratorias
viricas, aunque el desarrollo de disnea tras varios dias del inicio de los sintomas es
sugestivo de COVID-19 (Mohemadian M. et al., 2020).

Los sintomas asociados mas frecuentes incluyen: tos (50%), fiebre subjetiva o
mayor de 38 °C (43%), mialgias (36%), dolor de cabeza (34%), disnea (29%), dolor
de garganta (20%), diarrea (19%), nauseas/vomitos (12%), anosmia, ageusia,
disgeusia (Martinez -Chamorro et al., 2021). Algunos pacientes pueden presentar
una progresion rapida a una lesion pulmonar aguda. Y ARDS (Sindrome de
dificultad respiratoria agudo) con shock séptico. Los pacientes con COVID-19
pueden desarrollar una saturacion de oxigeno reducida en sangre (< 93%) con
saturacion de oxigeno hasta 50 0 60% en casos graves (Couzin & Frankel 2020).
En casos severos los pacientes requieren de hospitalizacion, para ventilacion
mecanica, suplementacién de oxigeno, terminando en la muerte del paciente.
(Cyprian.F et al., 2021).

2.5 Factores de riesgo

A nivel mundial, el contar con una edad avanzada se ha asociado con una tasa de
mortalidad alta. Se ha reportado una tasa de letalidad del 15 al 20% en adultos
mayores de 80 afios, del 15 al 20% en adultos con un rango de edad de 70 a 79
afos (Martinez -Chamorro et al., 2021). Enfermedades cardiovasculares, diabetes,
enfermedades respiratorias cronicas, hipertension, enfermedades autoinmunes,
cancer, asi como también obesidad se han asociado con un alto riesgo de muerte.
Es importante mencionar que en hombres la tasa de mortalidad es mayor que en

mujeres (Jordan et al., 2020).



2.6 Diagnéstico

Un diagnéstico temprano y el aislamiento de pacientes infectados juega un papel
importante en el curso de la enfermedad y la transmisién de este virus. Existen
diferentes métodos, el uso de estos depende de la poblacion y los recursos que se
tienen al alcance. Las técnicas de diagndstico que se usan hasta el momento son;
sintomatologia clinica, tomografias computarizadas, técnicas moleculares (RT-

PCR) y pruebas serologicas (Mohamadian, M. et al., 2021).

2.6.1 RT-gPCR
En la técnica de PCR en tiempo real, se generan curvas de amplificacién que

representan la sintesis exponencial de las copias del gen diana marcado con
fluorescencia o sondas. Estas curvas se visualizan mediante la representacion
gréafica donde el eje vertical (ordenadas) muestra la intensidad de fluorescencia, que
esta relacionada con la cantidad de ADN amplificado, y el eje horizontal (abscisas)
indica el numero de ciclos de la reaccion de PCR, durante cada ciclo de la PCR, se
produce una duplicacion exponencial del ADN objetivo marcado con fluorescencia.
A medida que avanzan los ciclos, la cantidad de ADN amplificado aumenta de
manera exponencial, y esto se refleja en el aumento de la intensidad de
fluorescencia registrada. El analisis de estas curvas permite determinar el punto en
el que se inicia la amplificacion exponencial, la eficiencia de la reaccién y la cantidad
inicial de ADN presente en la muestra original. Ademas, las sondas o marcadores
fluorescentes especificos permiten la deteccion y cuantificacion en tiempo real,

proporcionando resultados precisos y cuantitativos. (Cubillos et al., 2016).

2.6.2 RTg- PCR como método de deteccion de SARS-CoV-2

La secuenciacién del genoma completo de SARS-CoV-2 permitié el diagndstico
temprano del virus mediante técnicas de biologia molecular derivadas de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) de las cuales siguen vigentes hoy en dia. Usar
la proteina S como objetivo de la amplificacion para el diagnéstico demostré alta



especificidad, pero baja sensibilidad. Se ha hecho uso de oligonucleétidos que
busquen amplificar genes virales especificos como lo son los encargados de
codificar para la polimerasa (RdRp), nucleocapside (N) y Envoltura (E). (Chau et Al.,
2020)

La manera en la que se realiza la toma de muestra es mediante un hisopado
nasofaringeo y/o orofaringeo, una vez colectada la muestra, estos hisopos se
colocan en un medio de transporte viral universal bajo condiciones refrigerante.
Posteriormente se realiza una extraccion de ARN mediante kit, estos &cidos
nucleicos se utilizan para realizar una RT-gPCR ocupando una retro transcriptasa
para obtener cDNA a partir del ARN, el cual servira como molde para que una
polimerasa sintetice la cadena complementaria de DNA, (figura 3). La OMS
recomienda buscar la amplificacién de el gen E de envoltura y el gen RdRp que
codifica para la RNA polimerasa de SARS-CoV-2 . En el 2020 el Centro para control
y prevencién de enfermedades (CDC) publicé un protocolo para realizar la deteccion
de SARS-CoV-2. Dicho protocolo consiste en una RT-PCR multiple en tiempo real
para la deteccion cualitativa simultanea de SARS-CoV-2, virus de Influenza A y/o
virus de influenza B en muestras de las vias respiratorias superiores o inferiores
(CDC Influenza SARS-CoV-2 Multiplex Assay, 2021). Este ensayo también contiene
oligonucledtidos para detectar el gen de la RNasa P humana (RP) en muestras
clinicas o muestras de control para asegurar que la extraccion de ARN se haya
llevado a cabo de manera correcta, los oligonucleotidos para la deteccion de SARS-
CoV-2. Cada sonda utilizada en el marcado de esta region posee una longitud de
onda Unica, lo que permite distinguir y diferenciar entre los diferentes genes que se
estan amplificando. Durante el proceso de PCR en tiempo real, la sefial fluorescente
generada por estas sondas se monitorea en cada ciclo de amplificacion. La
deteccién se realiza al establecer un limite de amplificacion, conocido como
"Threshold" o umbral. Si la sefal fluorescente supera este umbral en algin punto
durante los ciclos de amplificacion, se considera una prueba positiva. Este enfoque
permite determinar de manera precisa si la secuencia especifica del SARS-CoV-2

esta presente en la muestra analizada. Cada sonda fluorescente Unica contribuye a



la identificacién especifica de la regidon amplificada, asegurando la especificidad y

sensibilidad del método de deteccion(figura3) (Chau et al., 2020).
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Figura 3. Prueba basada en (r)RT-PCR para el diagnostico de SARS-CoV-2 .Se muestra el proceso
para realizar la RT-PCR mudltiple en tiempo real segun el protocolo publicado por el CDC en el 2020.
Primero se hace una extraccion de ARN, el cual mediante una retro transcriptasa se obtiene cDNA,
este servira como molde para continuar el proceso. Este protocolo es usado para la deteccién
cualitativa simultanea de SARS-CoV-2(gen N), virus de Influenza A y/o virus de influenza B y el gen
de la RNasa P humana (RP). Modificado de "COVID-19 Diagnostic Test through RT-PCR” Obtenido
de https://app.biorender.com/illustrations/65419df3aaf4b454fbb481f1.

2.7 Analisis de Curvas de disociacion (Melting curves)

La técnica de curvas de disociacion, también conocida como curvas melting,
constituye una etapa posterior a la amplificacion en la PCR. Esta metodologia
implica la aplicacién de diversas temperaturas a los amplicones generados durante
la PCR, lo que permite obtener una cinética de disociacion. El objetivo principal es
determinar la Temperatura de Fusion (Tm) caracteristica de la molécula de ADN
bajo estudio. La Tm refleja las condiciones en las cuales la doble hélice de ADN se
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desnaturaliza, siendo un valor distintivo para cada secuencia especifica. Este
analisis de curvas melting proporciona informacién valiosa sobre la composicion y
de los productos amplificados, contribuyendo a la identificacién precisa de las
secuencias de interés en la muestra. (Wittwer et al., 2003).

La temperatura de melting (Tm) es la temperatura a la cual se expresa la cantidad
de energia que se necesita para separar las hebras de doble cadena de ADN de
una secuencia determinada en una proporcion del 50%, es decir que, en la Tm, la
mitad de la secuencia se encuentra de forma bicatenaria y la otra mitad de forma
monocatenaria (figura 4).Esta temperatura (Tm) puede variar de acuerdo con el
porcentaje de bases nucleotidicas que presenta una secuencia de ADN, una mayor
presencia de G y C supone la union bajo condiciones mas estrictas en comparacion
alas bases Ay T (Buckingham Lela & Flaws Maribeth L. 2007).

DS

DS=5S

SS

Incremento de temperatura

Figura 4. Temperatura de melting (Tm). La tm es el punto en el cual exactamente la mitad de una
secuencia de doble cadena de ADN pasa a dos cadenas sencillas. Esta temperatura esta
determinada en el punto de infleccién de la curva melting. DS: Cadena Doble, SS: Cadena sencilla.
Tomado y modificado de (Buckingham Lela & Flaws Maribeth L. 2007)

Este método se presenta como una herramienta valiosa en la fase postamplificacion
de datos reales, haciendo uso de un agente intercalante de ADN de doble cadena
fluorescente como el bromuro de etidio 0 SYBR Green. Durante este procedimiento,
el equipo incrementa gradualmente la temperatura (aproximadamente 0,3 °C/seg.).
Los colorantes especificos para el ADN de doble hebra generan inicialmente una

sefal alta, ya que, a bajas temperaturas, la mayoria del ADN se encuentra en forma
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bicatenaria. A medida que la temperatura se eleva, los duplex de ADN comienzan
a separarse, desprendiéndose en hebras individuales. En consecuencia, se
experimenta una disminucion progresiva de la sefial fluorescente. Este fenomeno
se aprovecha para realizar un analisis de las curvas de disociacién o curvas melting,
permitiendo la identificacion de la Temperatura de Fusién (Tm) caracteristica de
cada secuencia de ADN. La pérdida gradual de la sefial fluorescente a medida que
se incrementa la temperatura refleja la desnaturalizacion progresiva de los duplex
de ADN, lo que resulta crucial en la determinacion precisa de la Tmy, por ende, en
la identificacion especifica de las secuencias de interés. asi como se observa en la
figura 4 (Farrar et al., 2010). La representacion visual de este andlisis se logra a
través de picos, donde se grafica la derivada de la velocidad de disminucién de la
fluorescencia en funcion de la temperatura (que se incrementa). En esta
representacion, la temperatura correspondiente a la Temperatura de Fusion (Tm)
de cada secuencia se interpreta como un pico con respecto al eje x (ver Figura 5).
En el caso de muestras que contienen diversas secuencias, se generaran distintos
picos o curvas de disociacion, cada uno correspondiente a la Tm especifico de las
secuencias presentes en la muestra. Esta variabilidad en los picos es esencial para
discernir y distinguir entre las diferentes secuencias de acidos nucleicos presentes

en la muestra analizada (Buckingham Lela & Flaws Maribeth L. 2007).

Normal \
Heterozygous
mutation
df/dt \

Temperatura

Figura 5. Curvas melting. Grafica de la derivada de la fluorescencia (df/dt) contra la temperatura que
muestran los puntos de infleccién de las curvas melting en forma de picos en la Tm de la secuencia
correspondiente. En este caso una muestra Homozygota normal tiene una Tm que se puede
distinguir de una Tm en una muestra mutante.Tomado y médificado de (Buckingham Lela & Flaws
Maribeth L. 2007)
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2.8 Micoplasmas

Se trata de los microorganismos autorreplicables mas pequefios conocidos hasta
ahora, pertenecen a la clase Mollicute (piel blanda), este grupo de bacterias han
evolucionado de un ancestro en comun Gram positivo con bajo contenido de G-C
(C. Citti & A. Blanchard 2013). Estos microorganismos se han caracterizado por
carecer de pared celular, debido al tamafio de su genoma (577-2200kb) debido a
ello cuentan con requerimientos nutricionales exigentes en condiciones de
laboratorio, el crecimiento de microcolonias en forma de” huevo frito” es
caracteristico de Mycoplasma (Rivera-Tapia et al., 2001) (figura 6).

Existen dificultades en el momento de cultivar e identificar estos microorganismos a
partir de muestras clinicas, que normalmente pueden contener otras bacterias u
hongos, por lo que es complicado su diagndéstico y su asociacion causal con las
enfermedades, por lo que el avance en la secuenciacion de genomas ha facilitado
la identificacion de una gama de especies (Barré, A et al.,, 2004). Estos
microorganismos usualmente son asociados con enfermedades crénicas como el

caso de Asma (Baseman & Tully1997).

Figura 6. Crecimiento colonial de Mycoplasma en agar Eaton. Las flechas indican las colonias en
donde se observan los rasgos caracteristicos de microcolonias en formade "huevo frito" (escala de
la barra = 0.5 mm).( Tomado de Rivera-Tapia et al., 2001)
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En el ser humano han sido identificados 6 diferentes especies de micoplasmas
patdogenos (Mycoplasma genitalium, Mycoplasma pneumoniae, Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma hominis, Mycoplasma penetrans y Mycoplasma
fermentans) que establecen vinculos con enfermedades caracterizadas por una alta
morbilidad y una baja morbilidad, estas infecciones pueden ser sistémicas en
pacientes inmunocomprometidos. (Rivera-Tapia et. al.,2006).

Las micoplasmas tienen la capacidad de estimular y suprimir los linfocitos, se ha
demostrado que estos microorganismos y sus componentes celulares derivados
modulan la actividad de monocitos, macrofagos y las células NK, debido a esta
razon inducen en su hospedero una produccion de citocinas proinflamatorias, factor
de necrosis tumoral, interleucina 1 (IL 1) e IL6, quimiocinas como IL8, proteina 1
quimioatrayente de monocitos y de macrofagos (Mufioz-Zurita et al., 2014).

2.8.1 Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae es un patdégeno que comunmente se asocia con una
gama amplia de manifestaciones clinicas que incluyen infecciones de las vias
respiratorias, neumonias y también sintomas clinicos extrapulmonares (P. K, Kutty
et al., 2019).

Diversos estudios han demostrado que las infecciones por M. pneumoniae son
influenciadas por el género, edad, antecedentes genéticos, estrés ambiental e
infecciones virales, dichos factores pueden contribuir a la amplia gama de
manifestaciones clinicas que presentan los pacientes (Chu, H. W et al., 2006) M.
pneumoniae tiene la capacidad de adherirse a la superficie de la célula epitelial, en
donde utiliza moléculas téxicas para dafar la célula del huésped, induciendo
ciliostasis y descamacion epitelial, en un esfuerzo por adquirir los nutrientes
necesarios para su desarrollo (Atkinson. & Waites, 2014).

Las células de M. pneumoniae atraviesan la capa de moco en el tracto respiratorio,
los cilios son un sitio de unidén inicial, seguido por translocacion a la superficie de la
célula huésped, a través de la motilidad deslizante que presenta esta bacteria

(Prince et al.,2014) Las células responden estimulando la produccion de mucina,
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por lo que exacerba los sintomas de la enfermedad (Hao et al.,2014). Las células
de M. pneumoniae tienen la capacidad de organizarse en superficies como
biopeliculas lo que sugiere un papel adicional para la adherencia en el proceso de
la enfermedad promoviendo la resistencia a las defensas del huésped y antibiéticos
(Waites et al., 2017).

2.9 Cocos pidgenos

Existen microorganismos con la capacidad de afectar diversas partes del organismo
al acceder a través de distintas vias. Un ejemplo de estos son los cocos pidgenos,
que pueden clasificarse tanto como Gram positivos (+) como Gram negativos (-),
desencadenando diversos procesos patologicos, tales como supuraciones,
formacién de abscesos y septicemias potencialmente mortales. Dentro de esta
categoria se incluyen especies relevantes como Staphylococcus aureus,

Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis (Microbiologia y salud, 2019).

2.9.1 Staphylococcus aureus

Se trata de una bacteria Gram (+) con forma de coco, tienden a organizarse en
racimos que se describen “en forma de uva”. (Taylor TA & Unakal CG., 2022). No
presenta movilidad, algunas cepas producen una capsula mucoide, es anaerobia
facultativa, productora de las enzimas coagulasa y catalasa, en el medio salado de
Chapman son capaces de fermentar el manitol (Kuroda et al., 2001). La mayoria
de las cepas de S. aureus pueden sintetizar enzimas como nucleasas, lipasas y
proteasas, las cuales pueden destruir los tejidos del hospedero. También son
productoras de B-lactamasas. Staphylococcus aureus es un patégeno humano y al
mismo tiempo una bacteria comensal, se estima que aproximadamente el 30% de
la poblacion humana esta colonizada con S. aureus (Wertheim HF et al., 2005).
Simultaneamente, es uno de las principales agentes causantes de neumonia y otras

infecciones del tracto respiratorio, bacteriemia y endocarditis infecciosa, ademas de
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estar relacionada con infecciones ocasionadas por dispositivos médicos. (Tong, S.
Y., etal., 2015).

La bacteriemia causada por S. aureus tiene una tasa de incidencia de 20 a 50 casos
por cada 100, 000 habitantes en el mundo por afio, aproximadamente del 10 al 30
% de estos pacientes mueren debido a la infeccion. (van Hal et al., 2012). Las
infecciones causadas por S. aureus se catalogan como problematicas debido a la
frecuencia de cepas resistentes a diferentes antibiéticos, siendo la cepa resistente
a meticilina (MRSA) la mas importante clinicamente. (Turner, 2019).

2.9.2 Streptococcus pneumoniae

También conocido como pneumococcus se trata de una bacteria Gram (+),
anaerobia facultativa, catalasa negativa, inmoévil y presenta capsula, a la
observacion en microscopio se pueden presentar en cadenas de 2 (diplococos), en
cultivo crece en agar sangre formando colonias mucosas rodeadas de un halo de
a-hemolisis (TC. Barnett et al 2015). En el 2017 la Organizacion mundial de la salud
(OMS) incluy6 a este patégeno como uno de los 12 patdgenos prioritarios, para la
investigacion y desarrollo de nuevos antibioticos ya que las tasas en constante
aumento de resistencia a la penicilina y otros antibiéticos han suscitado un creciente
interés en el ambito de la prevencién. (Weiser, J. N. 2018) Se considera como un
patdogeno que puede colonizar las superficies mucosas del tracto respiratorio alto
del humano, también mantienen una relacion de comensalismo con el hospedero,
aproximadamente S. pneumoniae coloniza cerca del 10% de la poblacion (Yahiaoui
et al.,, 2016). S pneumoniae es una bacteria causante de una gama amplia de
infecciones que incluyen neumonia adquirida en la comunidad, meningitis, otitis
media y sepsis. (Whitney et al., 2003)

Las infecciones causadas por S. pneumoniae son mas frecuentes en adultos
mayores de 60 afios, en nifios menores de 2 afios y en pacientes que padecen
enfermedad renal, cardiaca o pulmonar cronica, asi como en diabéticos,

inmunodeprimidos y pacientes sin bazo (TC. Barnett et al., 2015).
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3. Antecedentes

Cuando en un paciente se hace la deteccion simultanea de dos o0 mas
microorganismos patdégenos en una misma muestra, podria existir una correlacion
entre estos microorganismos. Estas correlaciones se han detectado a lo largo de
multiples pandemias (Soltani et al., 2021). En marzo del 2020 la OMS declaro la
pandemia de COVID-19 originada por el virus SARS-CoV-2, desde entonces a partir
de diferentes muestras clinicas como hisopados nasofaringeos, aspirados
endotraqueales y sangre periférica provenientes de pacientes positivos a SARS-
CoV-2, se ha tratado de detectar la presencia de bacterias destacando a los
micoplasmas y cocos pidgenos en el tracto respiratorio dado que los sintomas de
estas infecciones pueden superponerse con los de la infeccion ocasionada por
SARS-CoV-2, especialmente en las etapas iniciales (Fattorini et al., 2020). En el

siguiente apartado se describen algunos de los trabajos mas relevantes.

En el afio 2020, Easom y colaboradores, en el Reino Unido, llevaron a cabo un
estudio utilizando muestras nasofaringeas de pacientes confirmados positivos al
SARS-CoV-2. La investigacion se centrd en la busqueda de tres microorganismos
especificos: Mycoplasma pneumoniae, Staphylococcus aureus y Haemophilus
influenzae. De las 49 muestras analizadas, se logro identificar la presencia de M.
pneumoniae en un paciente, S. aureus en otro paciente y H. influenzae en un tercer
individuo (Tabla 2).

En paralelo, Richardson y colaboradores también realizaron un estudio en el mismo
afio con el objetivo de detectar dos microorganismos vinculados a neumonias
atipicas: Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae. Dicha eleccién se
baso6 en la similitud sintomatica entre las infecciones causadas por estas bacterias
y el SARS-CoV-2. Sorprendentemente, solo se logro identificar la presencia de M.

pneumoniae en un paciente y C. pneumoniae en dos pacientes (Tabla 2).

Otra investigacion relevante, liderada por Crotty MP. et al., 2020, se propuso la
deteccién de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli

en un conjunto mas extenso de muestras de pacientes positivos al SARS-CoV-2
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(289 muestras). Los resultados indicaron un mayor nimero de muestras positivas
para S. aureus (7/289). Es pertinente sefialar que las muestras utilizadas abarcaban

tanto el tracto respiratorio alto como el bajo.

En el contexto de los cocos pidgenos, focalizando la atencion en otro estudio llevado
a cabo en China en 2020, se identificé una mayor prevalencia de Streptococcus
pneumoniae (13/289) seguido de Staphylococcus aureus (3/289) entre los pacientes
positivos a SARS-CoV-2 (Tabla 2).

Contrariamente, en dos estudios realizados en Estados Unidos, donde se investigo
la presencia de Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae, no se
observd ningln paciente positivo para estos microorganismos. No obstante, en un
estudio en pacientes pediatricos en China, se detect6 la presencia de Mycoplasma
pneumoniae en 10 de 74 pacientes positivos a SARS-CoV-2. Esta discrepancia
podria deberse a la mayor frecuencia de M. pneumoniae en la poblacién infantil,
ademas de la posible influencia de ciclos epidemioldgicos que presenta esta

micoplasma con una periodicidad de 3-7 afios (Tabla 2).

Es esencial destacar que ninguno de los estudios de referencia hizo mencién al
empleo de grupos control, es decir, muestras de pacientes negativos al virus
respiratorio SARS-CoV-2. Este aspecto constituye una consideracion importante al

evaluar los resultados y la interpretacion de las investigaciones mencionadas.
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Tabla 1. Antecedentes de Microorganismos detectados en pacientes con SARS-

CoV-2.

NUumero de

m.o.
detectados/Numero (o[]
pacientes + a COVID-19

M. pneumoniae (1/67)

Muestra clinica

Muestras

Método

diagnéstico

Respiratory panel

Reino

Referencia

Easom N. et al.,

respiratorio alto

y bajo.

respiratorios

S. aureus (1/49) nasofaringeas 2 pllus Unido 2020.
H.influenzae (3/49) (Biomeriux)
M.pneumoniae (1/42) Muestras RT-PCR Estados Richardson S. et
Chlamydia pneumoniae nasofaringeas (Respiratory Unidos al., 2020.
(2/142) panel)
S.aureus (7/289) tracto PCR Estados Crotty MP. et al.,
S. pneumoniae (4/289) respiratorio alto Unidos 2020.
E.Coli (1/289) y bajo.
S.aureus (3/289) Muestra PCR China He F. et al., 2020
S. pneumoniae (13/289) nasofaringea
H.influenzae (23/289)
M. pneumoniae (10/74) Muestras PCR China Wu, Q etal., 2020.
nasofaringeas
de pacientes
18ediatricos
M. pneumoniae (0/459) Muestras Panel respiratorio  Estados Hazra A. et al.,
C.pneumoniae (0/459) nasofaringeas BioFire Unidos 2020.
B. pertusis (0/459) Film Array 2
M. pneumoniae (0/116) Muestras de Panel de Estados Kim, D et al,
C. pneumoniae (0/116) tracto patégenos Unidos 2020.
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4. Justificacion

En diciembre del 2019 en Wuhan, China se report6 la aparicion de un coronavirus
parecido en un 80% a SARS-CoV-1 llamado SARS-CoV-2 meses después la OMS
declar6 la pandemia de COVID. Se han realizado investigaciones en paises como
Estados Unidos y China con el objetivo de detectar otros microorganismos
patdgenos que puedan estar presentes en el tracto respiratorio de pacientes
positivos a SARS-Cov-2, lo que podria causar complicaciones en los pacientes
infectados por dicho virus. En Latinoamérica es notoria la falta de estudios
relacionados a este tema, es por ello por lo que en esta investigacion se busca
realizar la detecciébn de micoplasmas y cocos piégenos en pacientes positivos a
SARS-CoV-2 optimizando una técnica de diagndstico molecular que fuera rapida y
especifica para diferentes microorganismos en habitantes de la ciudad de Puebla 'y
de un grupo control, compuesto por pacientes con sintomas de COVID-19 pero
negativos al virus causante de la infeccion, SARS-CoV-2. Ademas de relacionar los
datos clinicos de los pacientes con los resultados obtenidos, se compararan los
resultados del grupo de estudio y el grupo control para conocer si la presencia de
estos microorganismos es comun en pacientes positivos a SARS-CoV-2 .Continuar
con este tipo de estudios es con el afan de proporcionar informacion documentada
que ayuden a entender el papel de la presencia de ciertos microorganismos en
enfermedades causadas por virus respiratorios como en el caso del SARS-CoV-2y
el de la implementacion de tratamientos antibacterianos que puedan apoyar a la

recuperacion del paciente.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general

1.- Detectar infecciones por micoplasmas y/o cocos pidgenos en pacientes positivos

a SARS-COV-2, utilizando una herramienta rapida y sensible.

5.20bjetivos especificos

1.Implementacion de una PCR multiple en tiempo real y analisis de curvas “melting”

para la identificacion de S. aureus, S. pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae.
2.Detectar la presencia de micoplasmas y cocos piégenos por PCR en tiempo real
en muestras de pacientes (+y -) a SARS-CoV-2 de la segunda y la quinta ola en

la ciudad de Puebla.

3. Correlacion de sintomatologia clinica con los datos experimentales obtenidos.
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6. Materiales y métodos

6.1 Muestras clinicas

El personal del Centro de deteccion Biomolecular se encarg0 de realizar exudados
nasofaringeos de pacientes sospechosos a SARS.CoV-2 y realizar la busqueda de
SARS-CoV-2, al mismo tiempo que se les realizo una encuesta clinica para poder
relacionar la informacion con los datos experimentales. (Anexo 3). Las muestras
utilizadas en esta investigacion consistieron en extracciones de ARN que fueron
preservadas mediante ultracongelacion. Estos materiales biolégicos forman parte
del banco de muestras del Centro de Deteccion Biomolecular de la BUAP. La
recoleccion de las muestras abarcd dos periodos distintos, correspondientes a la
segunda "Ola" de la pandemia de COVID-19, que transcurri6 del 16 de febrero al 26
de septiembre de 2020, y a la quinta “Ola”, que tuvo lugar desde el 19 de diciembre
de 2021 hasta el 05 de marzo de 2022. Es importante destacar que las muestras
fueron adquiridas de manera voluntaria por individuos que accedieron a participar

en el proyecto de investigacion (Anexo 2).

6.1.1 Criterios de inclusion (grupo de estudio)

Muestras de pacientes ambulatorios SARS-CoV-2 (+) que acudieron a realizarse la
prueba (RT-PCR) al Centro de Deteccion Biomolecular BUAP durante la segunda y

quinta ola.

6.1.2 Criterios de inclusién (grupo control)

Muestras de pacientes ambulatorios SARS-CoV-2 (-) que acudieron a realizarse la
prueba (RT-PCR) al Centro de Detecciéon Biomolecular BUAP durante la segunda y

guinta ola.

6.1.3 Criterios de exclusion (grupo de estudio y grupo control)
Muestras que no cumplan los requisitos mencionados en los apartados anteriores.
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En total se utilizaron 114 muestras de pacientes con sospecha de SARS-CoV-2, del
total de muestras el 64% (73 muestras) correspondieron al sexo femenino mientras

que el 36% (41 muestras) correspondieron al sexo masculino. (Ver figura 7).

POBLACION DE ESTUDIO

oF EM

Figura 7. Poblacién de estudio. Se muestra el porcentaje de pacientes femeninos y
masculinos en la presente investigacion.

[ X

" SARS-CoV-2(+) mSARS-CoV-2(- ® SARS-COV-2 (+) = SARS-CoV-2 (-)

Figura 8. NiUmero de muestras positivas (+) y negativas (-) a SARS-CoV-2. A. Se observa el nimero
de muestras utilizadas correspondientes a la segunda ola de COVID-19. B. NUmero de muestras
utilizadas en el periodo correspondiente a la quinta ola de COVID-19.
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6.2 Metodologia

6.2.1 Diagrama general de trabajo

Encuesta clinica a los pacientes
sospechosos a SARS-CoV-2 que

| acudieron al CDB de la BUAP.
Disefio de oligonucleétidos especificos
para M. pneumoniae, S.aureus vy,
S.pneumoniae
Eleccion de :
muestras vy PCR punto final de cada microorganismo por separado
recoleccion de (Verificacion de oligonucledtidos especificos).
datos clinicos
de los
pacientes

Estandarizacion de PCR mudltiple en
tiempo Real haciendo un pull de DNA
de los microorganismos y el control
enddgeno

PCR Multiplex en
tiempo real de
p-| muestras de grupo
control y grupo de
estudio

Analisis post amplificacién: Curvas
Melting

Relaciéon de datos clinicos con los
datos experimentales




6.2.2 Cepas control para estandarizacion de PCR

En el presente estudio, se emplearon cepas de tipo ATCC para M. pneumoniae y S.

pneumoniae. Respecto a S. aureus, se utilizaron la cepa ATCC 25923 y una cepa

proveniente de un aislado clinico donada generosamente por la Facultad de

Ciencias Quimicas de la BUAP. Ademas, se incluyeron muestras de extraccion de

ARN de un paciente positivo y otro negativo a SARS-CoV-2 para llevar a cabo el

control endégeno de la reaccion. Estos elementos fueron fundamentales en la

ejecucion del estudio y se detallan en la Tabla correspondiente.

Tabla 2. Cepas de referencia.

Microorganismo y GEN de

referencia

Cepa o muestra utilizada

Mycoplasma pneumoniae

ATCC cepatipo EATON

S. pneumoniae

o ATCC 49619

S. aureus

e ATCC 25923

e Cepa de aislado clinico

GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa)

e Extraccion de RNA de
paciente positivo y negativo
a SARS-CoV-2
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Para realizar la estandarizacion de PCR, las condiciones de trabajo para cada cepa
fueron las siguientes:

La cepa ATCC de M. pneumoniae se cultivd en medio Eaton con Dextrosa
monohidratada al 0.5% para el aislamiento e identificacion del microorganismo. El
medio de cultivo se prepardé a partir del medio Mycoplasma Broth Base y se
enriquecieron con dializado de levadura al 15% y con suero de caballo al 25% como
fuente de colesterol (anexo 1). Se tomaron 200 pl de la cepa ATCC en medio liquido
y se inocularon en 3ml del medio de cultivo; posteriormente se dejaron incubar a
37°C por un periodo de 7 a 15 dias o hasta que el indicador del medio viré de color
de Rojo a Amarillo (medio con Glucosa) indicando el crecimiento de estos
microorganismos.

Finalmente se tomaron 400 ul del medio de cultivo Eaton inoculado con M.
pneumoniae para proceder a realizar la extraccion de acidos nucleicos (Ver figura
10).

Cepa ATCC Medio Eaton PCR con
aligonuclectidos
Dextroza P
M. pneumaniae monohidrata 0.5%

-— -—

I 400 pl S Incubacian g 104l N

arc

\'-
] " " é
1-2 Incubacian

Semanas I7°C
7 dias

Figura 09. Esquema general para el empleo de la cepa ATCC de Mycoplasma pneumoniae.

Para las cepas de Streptococcus pneumoniae, se realizé el cultivo microbioldgico
en agar sangre de carnero al 2%, utilizando 10 - pl de las cepas ATCC en medio de
cultivo TSB vy distribuyéndola sobre la placa por estria cruzada, Asi mismo utilizando
de 10 yl de la de la cepa ATCC de Staphylococcus aureus se realiz6 un cultivo

microbiolégico en agar sal y manitol aplicando estria cruzada Posteriormente, se
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llevé a incubacion a 37°C por un periodo de 2 a 3 dias. Finalmente se realiz6 la
extraccion de ADN de las 2 cepas de cocos pidégenos, y se procedio a realizar PCR

punto final con los oligonucleétidos Iyt A y nucA segun la cepa.

Cepas ATCC

5. pnsumaniae Agar sal y manitol

5. aureus

' Eveluacion de ‘%

cligonucletidos hyt A
10l 370 ¥ nuch

- - E—
! 2-3 dies

Agar sangre

Figura 10. Esquema general para el empleo de las cepas ATCC de Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoiae.

6.2.3 oligonucleotidos usados

Los oligonucleétidos empleados en el marco de este proyecto fueron derivados de
literatura cientifica preexistente, siendo sometidos a modificaciones especificas en
la region 5°. Esta adaptacion se llevé a cabo con el propdésito de generar amplicones

con diferentes Temperaturas de Melting (Tm) (Tabla 3).

6.3 Verificacion de la eficacia y funcionalidad de los oligonucleétidos.

En el presente estudio, se llevaron a cabo ajustes en los oligonucledtidos utilizados
por Hamdan-Partida et al., 2015 para la deteccion de Staphylococcus aureus se
opt6 por amplificar una region especifica del gen nucA, conocido por codificar una
termonucleasa extracelular, ampliamente utilizado como criterio diagndstico para

esta especie bacteriana.

En relacibn con Streptococcus pneumoniae, se realizaron ajustes a los
oligonucledtidos originalmente propuestos por Kusznierz et al., 2016. El enfoque fue
amplificar una region especifica del gen IytA (N-acetilmuramoil-l-alanina amidasa),

responsable de codificar una autolisina fundamental en la patogénesis de la
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infeccion neumococica. En el caso de Mycoplasma pneumoniae, se realizaron

modificaciones a los oligonucleotidos propuestos por Kumar et al.,, 2020. La

estrategia consistié en amplificar una region conservada del gen P1, responsable

de codificar una proteina adhesina densamente agrupada en el sitio de union del

organulo de este microorganismo. Para el control enddgeno, se realizaron ajustes

a los oligonucleétidos propuestos por N. J. Gadsby et al., 2015, buscando amplificar

una region especifica del gen GAPDH, correspondiente a la Gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa, una enzima clave en la glucélisis en humanos (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleotidos modificados, utilizados para la deteccién de micoplasmas, cocos piégenos

y control endégeno de reaccion.

™ ™ Tamafio ™ Referenci
Organismo Gen Oligonucleotidos | Tamafio | serial | Tedrica | amplicon Real a
cloner °C

S. Iyt A Fw 21 nt 61.3

pneumoniae 5"CGGACTACC °C (Kusznier
GCCTTTATATCG 82.6 °C 548 pb 82°C |z etal,
3 2016)
Rv 20 nt 60.5°C
5'GGCATTTGAT
ACCATGGCGC 3’

M. P1 Fw 20 nt 60.5°C

pneumoniae 5"ACTCGGAGGA (Kumar S.
C 87.1°C 483 pb 87°C |etal,
AATGGTCAG 3’ 2020)
Rv 20 nt 56.4°C
5"CAAACCCGGT
CTTTTCGTTA 3

S. aureus nucA | FW5'GCGATTGAT 21 nt 59.4°C
GGTGATACGGTT (Hamdan-
3 77.4°C 276 pb 77.4 °C | Partida
Rv 21nt | 59.4°C etal.,
5"CAAGCCTTGAC 2015)
GAACTAAAGC 3

control GAPDH | Fw 20 nt 60.5°C

enddbgeno 5"GATGAGTCCAG (N. J.
TGAGGAAGG 3 85°C 239 pb 85 °C | Gadshy et
Rv 5' 20nt | 58.4°C al.,2015)
GCTGAGTCACA

AAGATGGTG 3
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Con el propésito de garantizar la especificidad de los oligonucleétidos modificados,
se llevaron a cabo alineamientos en la base de datos del NCBI previo a la PCR
punto final, este proceso se implementé como parte de la verificacion de la eficacia
y funcionalidad de los oligonucleétidos.

6.4 Extraccion de ADN

200 a 300 pl de cultivos microbioldgicos de las cepas de referencia se centrifugaron
a 14000 rpm por 25 min, para obtener la pastilla bacteriana.

Para la extraccion de ADN se empleéd el kit comercial High Pure PCR Template
Preparation Kit de Roche®, de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Finalmente, se cuantificd la concentracion de ADN por espectrofotometria con el
nanofotometro Pearl de IMPLEN (NanoPhotometer® Pearl) y se conservaron las

muestras de ADN en congelacién a -20°C hasta su uso.

6.5 Evaluacion de oligonucleotidos por PCR punto final

Previo a la ejecucion de los analisis moleculares en las muestras clinicas, se llevo
a cabo un proceso de estandarizacion de la técnica. Esta fase se implement6 con
el propdsito de evaluar la funcionalidad de la técnica en la deteccion precisa de los
microorganismos de interés en el contexto de esta investigacion. Se realizé6 PCR
punto final con los oligonucle6tidos especificos para Mycoplasma pneumoniae, S.
aureus y S. pneumoniae y GAPDH para evaluar la funcionalidad de los
oligonucleotidos (tabla 4).

Cada reaccion de PCR punto final a emplear en este trabajo se llevo a cabo a un
volumen final de 25 pl el cual contenia: 1.00 pl 0.3 uM de cada oligonucleétido
(sentido y anti-sentido) al 10 mM, 5 ul de ADN templado, 12.5 yl de mezcla maestra
(2X) para DreamTaq Green (Thermo Scientific) y 5.5 yl de agua grado biologia
molecular.

Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador marca Labnet con las
siguientes condiciones de reaccién: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 40

ciclos de amplificacion con desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineamiento de
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oligonucledtidos por 1 min a 60°C, extension a 72°C por 1 min; y por ultimo una
extension final de 72°C por 5 min. Una vez finalizado el programa, los productos
amplificados se corrieron en gel de agarosa al 1% y fueron tefidos con bromuro de
etidio.

6.6 Estandarizacién de PCR Mudltiplex y andlisis Melting

Una vez que se evaluo la funcionalidad de los oligonucleoétidos utilizados para la
deteccién de los microorganismos y el control endégeno abordados en este
proyecto, se procedi6 a realizar la estandarizacion de gPCR multiplex y su posterior
andlisis mediante curvas melting.

En la primera etapa se realizaron reacciones para la deteccion por separado de los
microorganismos, para ello se preparé una master mix en un volumen final de 15 pl
con los siguientes componentes: 0.3 uM de todos los oligonucleétidos (tabla 3), 4 pl
de ADN templado, 2.5 pl de agua grado biologia molecular y 7.5 pl de la mezcla
maestra Applied Biosystems™ SYBR Green.

En la segunda etapa se realizé la qPCR multiple para la deteccion simultanea de
los microorganimos, por lo que se afiadieron en la misma reaccion los templados de
ADN de M. pneumoniae, S. aureus y S. pneumoniae, en una mezcla con los
siguientes componentes:

1.2 yl al 0.3 uM del mix de oligonucleotidos, 2 pl de ADN templado de cada
microorganismo y el control end6geno, 0.8 ul de agua grado biologia moleculary 10
pl de la mezcla maestra Applied Biosystems™ SYBR Green obteniendo asi una

reaccion de 20 pl.

Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador Light Cycler 480 Real-Time
PCR System (Roche), en las siguientes condiciones de reaccion: un ciclo de pre-
incubacion a 95°C por 10 min; 40 ciclos de 1 min a 60°C, un ciclo de curvas melting
a 97°C y una etapa final de enfriamiento por 30 segundos a 40°C. Una vez concluido
el ciclo de reaccion, el equipo llevo a cabo una etapa post amplificacion mediante la

generacion de curvas de disociacion. En esta fase, la temperatura se incrementa
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mientras se grafica la derivada de la fluorescencia (df/dt) frente a la temperatura.
Este proceso revela los puntos de inflexion en las curvas de disociacion,
manifestados como picos en la temperatura de fusion (Tm) correspondiente a la

secuencia especifica.
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7. Resultados

7.1 Evaluacion de oligonucleétidos

7.1.1 Evaluacién de oligonucledtidos para S. aureus

El producto de la amplificacion, conocido como amplicon, exhibe una longitud
especifica de 276 pares de bases (pb). La visualizacion en la Figura 11 demuestra
la concordancia del tamafio del amplicon obtenido con el tamafio esperado, tanto
en la muestra de S. aureus de la cepa ATCC 25923 (carril 3) como en la muestra
de S. aureus proveniente de aislado clinico (carril 4). La observacion de este patrén
de confirmé la eficacia y especificidad de la reaccion de amplificacion para el gen
nucA, proporcionando evidencia concluyente de la presencia del microorganismo

objetivo en las muestras evaluadas.

500 pb
300 pb
200 pb
100 pb

NUCA nucA nucA
C_

Figura 11. Evaluacion de oligonucleotidos para S. aureus (nNUcA). Carril 1. Marcador de peso
molecular.Carril 2. Control templado de la reaccién. Carril 3. S.aureus cepa ATCC 25923. Carril 4.
Cepa de S. aureus de aislado clinico.
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7.1.2 Evaluacién de oligonucledtidos para S. pneumoniae

La secuencia amplificada correspondiente al gen IytA de Streptococcus pneumoniae
exhibe una longitud especifica de 548 pares de bases (pb). La visualizacion en la
figura 12 ilustra claramente la obtencién del tamafio de amplicon esperado en
ambas reacciones utilizando la cepa ATCC (carriles 2 y 3). Este resultado respalda
la consistencia y adecuacion de la reaccion de amplificacién para el gen IytA de
Streptococcus pneumoniae, validando asi la deteccion especifica de dicho

microorganismo en las muestras analizadas.

548 pb 500 pb + D =
400 pb
300 pb C-
200 pb IVtA IytA
100 pb YIA IVIA  IytA

Figura 12. Evaluacién de oligonucleotidos para S. pneumoniae (lytA). Carril 1. Marcador de peso
molecular.Carril 2 . S. pneumoniae cepa ATCC 49619 obtenida de un cultivo con agar sangre. Carril
3. S.pneumoniae cepa ATCC 49619 obtenida de un cultivo en TSB . Carril 4. Control templado de
la reaccion.
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7.1.3 Evaluacién de oligonucledétidos para Mycoplasma pneumoniae

La secuencia amplificada, esperada para el gen especifico P1 de Mycoplasma
pneumoniae, presenta una longitud precisa de 483 pares de bases (pb), tal como
se ilustra en la figura 13. Es pertinente sefialar que en ambas reacciones realizadas
con la cepa ATCC, identificadas en los carriles 5 y 6, se lograron obtener los

tamarios de amplicones conforme a las expectativas predefinidas.

iggpt e a0 .o — 483 pb
300 pb C-

200 pb lytA WtA |vtA P1° Pl

100 pb : :

Figura 13. Evaluacion de oligonucleotidos para M. pneumoniae (P1). Carril 1. Marcador de peso
molecular.Carril 5. M.pneumoniae cepa ATCC eaton obtenida de un cultivo en medio eaton. Carril
6. M.pneumoniae cepa ATCC eaton obtenida de un cultivo en medio eaton. Carril 7. Control
templado de la reaccién.
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7.1.4 Evaluacién de oligonucleoétidos para GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa)

El amplicdn correspondiente es de 239 pb, se puede observar en la figura 14 que

en las 3 recciones con las diferentes muestras de pacientes (carril 2,3 y 4) se

obtuvieron los tamafios especificos para este control endogeno.

300 pb
200 pb
100 pb

239 pb

Figura 14. Evaluacion de oligonucleotidos para el Control endégeno (GAPDH). Carril 1. Marcador
de peso molecular.Carril 2. Extracciones de RNA mediante kit RNA Virus de Nucleo spin ® de
muestras de pacientes SARS-CoV-2 (+). Carril 3. Extracciones de RNA mediante kit RNA Virus de
Nucleo spin ® de muestras de pacientes SARS-CoV-2 (-). Carril 4. extraccion de DNA de kit High
Pure PCR Template Preparation Kit de Roche® de una muestra de un paciente sin sospecha de
COVID-19. Carril 5. Control templado de la reaccion.
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7.2 Estandarizaciéon de PCR multiple en tiempo real

Una vez realizada la evaluacion de los oligonucleotidos mediante PCR punto final,
se procedio a realizar la estandarizacion de la PCR multiple en tiempo real, para ello
en una primer fase de experimentos se hicieron reacciones de manera separada
por duplicado para cada par de oligos y sus respectivos moldes de DNA (S.aureus,
S. pneumoniae, M. pneumoniae y control enddgeno) con su respectivo control

templado por cada reaccion.

7.2.1 Staphylococcus aureus

Para Staphylococcus aureus, se determiné que la Temperatura de Melting (Tm) del
amplicon generado fue de 77.4°C. Posteriormente, al concluir la PCR en tiempo
real, se procedio al andlisis de curvas de disociacion. En este analisis, se confirmo
de manera efectiva que el pico de la Tm coincidié con la temperatura previamente
establecida de 77.4°C. Este resultado se evidencia en la figura 15, especificamente
en el inciso B, donde se destacan los picos de disociacion en color rojo y azul
marino, correspondientes a la Tm especifico para este microorganismo. Este
hallazgo confirma la funcionalidad de los oligonucle6tidos nucA para la deteccién
precisa de Staphylococcus aureus. Ademas, se incluye en la figura la curva de
disociacion del control templado en color verde, lo cual indica que esta curva es
inespecifica para este microorganismo, reforzando la especificidad del método de

deteccién para S. aureus.
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Figura 15. Estandarizacién de PCR multiple para S. aureus. A. curvas de amplificacion de PCR en
tiempo real. B. Paso post amplificacion “Curvas melting”.
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7.2.2 S. pneumoniae

Utilizando los oligonucleétidos modificados para el gen IytA, se calculé una
Temperatura de Melting (Tm) tedrica correspondiente al amplicon de 82.6 °C. No
obstante, los datos experimentales obtenidos en el analisis post amplificacion
revelaron que la Tm real es de 82°C. En la figura 16, se presenta en el apartado B,
en colores rojo y azul marino, la curva de disociacion con la Tm real de 82°C.
Adicionalmente, se observa un pico adicional en color amarillo, que representa el
control templado de la reaccion. Este hallazgo confirma de manera concluyente la
funcionalidad y especificidad de los oligonucledtidos IytA, destacando la capacidad

de estos para la deteccion precisa de Streptococcus pneumoniae en el contexto de

esta investigacion.

s ) R )

5
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Figura 16. Estandarizacién de PCR multiple para S. pneumoniae. A. curvas de amplificacién de
PCR en tiempo real. B. Paso postamplificacion “Curvas melting”.
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7.2.3 Mycoplasma pneumoniae

La Tm tedrica correspondiente a la secuencia de amplificacion del gen P1 de
Mycoplasma pneumoniae es de 87.1 °C , los datos experimentales del analisis
postamplificacion indican que la Tm real es de 87°C , se pueden apreciar en color
rojo los picos melting en la figura 17 porlo que se comprobd que los oligos P1y
la Tm real para la deteccion de Mycoplasma pneumoniae son funcionales en esta
investigacion vy si se obtiene el “pico melting” especifico para detectar a este

microorganismo.
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Figura 17. Estandarizacion de PCR multiple para M. pneumoniae A. curvas de amplificacion de
PCR en tiempo real. B. Paso postamplificacion “Curvas melting”.

7.2.4 GAPDH

Para nuestro control endégeno (GAPDH) la Tm tedrica correspondiente a la
secuencia de amplificacion del gen GADPH es de 85 °C, en este caso los resultados
del andlisis postamplificacion indican que la Tm real es la misma, es decir 85°C, se
pueden apreciar en color rojo y azul los picos melting en la figura por lo que se
comprobd que los oligos GAPDH y la Tm real para la deteccion del control

enddgeno son funcionales y especificos para los fines de esta investigacion .
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Figura 18. Estandarizaciéon de PCR multiple para el control endégeno GAPDH. A. curvas de
amplificacion de PCR en tiempo real. B. Paso postamplificacion “Curvas melting”.

7.3 Segunda fase de estandarizacion de PCR multiple en tiempo real

La segunda fase del experimento consistié en llevar a cabo la estandarizacion de la
PCR multiple en tiempo real después de finalizar la primera fase de reacciones. En
este paso, se cred un pool de oligonucleotidos con cada par correspondiente a los
microorganismos de interés (S. aureus, S. pneumoniae, M. pneumoniae y GAPDH).
La reaccion se realiz6 con un mix de ADN de los moldes, que contenia ADN de cada

microorganismo.

Durante el experimento, la primera reaccion produjo picos de melting especificos
para S. aureus a 77°C y para S. pneumoniae a 82°C (ver figura 19). Sin embargo,
el pico correspondiente a Mycoplasma pneumoniae (87°C) no se observo. Esta falta
de deteccion podria deberse a la dificultad para cultivar el organismo en medio de
cultivo, asi como al tamafio extremadamente pequefio del genoma de Mycoplasma
pneumoniae. Al cuantificar el ADN mediante espectrofotometria en el equipo
nanodrop, aparentemente no se detectd una concentracion significativa. Es crucial
destacar que la ausencia de una concentracion detectable no implica

necesariamente la ausencia de ADN de Mycoplasma pneumoniae en la muestra.

38



S. aureus M. pneumoniae
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Figura 19. Estandarizacién de PCR multiple para S. aureus y S. pneumoniae. Se observan los
“picos melting” en 77 °C Y 82° respectivamente.

Derivado de los resultados de la primera reaccion, se prosiguié con una nueva
reaccion utilizando Unicamente el par de oligos de M. pneumoniae y utilizando como
molde la amplificacion de la primera reaccién, obteniendo de esta forma el pico

melting especifico para Mycoplasma pneumoniae de 87°C (ver figura 20)
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Figura 20. Segunda reaccién en estandarizacion de PCR multiple para Mycoplasma pneumoniae
Se observa el “pico melting ” especifico para M. pneumoniae en 87°C.

Tras completar la estandarizacion de la técnica, se implementd este modelo de
trabajo para el procesamiento de las muestras clinicas. En otras palabras, para cada
muestra se llevd a cabo una primera reaccion con el propésito de detectar los
microorganismos S. aureus y S. pneumoniae. Posteriormente, se utilizé la muestra

resultante de esta primera reaccion como molde para la deteccion de Mycoplasma
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pneumoniae, replicando asi la estrategia empleada durante la estandarizacion de la

técnica.

7.4 Resultados de muestras clinicas

En el conjunto total de 114 muestras provenientes de pacientes con sospecha de
infeccion por SARS-CoV-2, 65 corresponden a la segunda "ola" de la pandemia de
COVID-19, con 30 muestras clasificadas como positivas y 35 como negativas para
SARS-CoV-2. Por otro lado, en el marco de la quinta "ola" de la pandemia, se
emplearon 49 muestras, de las cuales 25 resultaron positivas y 24 negativas para
SARS-CoV-2.

Durante el analisis de las muestras de la segunda ola de COVID-19, se identificaron
Mycoplasma pneumoniae en 3 pacientes y Streptococcus pneumoniae en 1
paciente, todos ellos positivos para SARS-CoV-2. En contraste, en pacientes
negativos para SARS-CoV-2 en la misma ola, se detectaron Mycoplasma
pneumoniae en 1 caso, Staphylococcus aureus en 1 caso y Streptococcus

pneumoniae en 1 caso.

En relacion con la quinta ola de COVID-19, se encontré la presencia de
Streptococcus pneumoniae en 3 pacientes positivos para SARS-CoV-2, mientras
gue en los pacientes negativos para el virus en la misma ola se detectaron 2 casos

de Streptococcus pneumoniae (Tabla 4).
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Tabla 4. Microorganismos detectados en muestras de pacientes con sospecha de COVID-19.

Edad Sexo Microorganismo NuUmero de ola /Tipo de Sintomatologia
detectado muestra

16 Femenino | S. pneumoniae Ola 2, SARS-CoV-2 (+) dolor de cabeza, tos,
fatiga y dolor de
garganta, anosmia,
disgeusia, disnea.

30 Femenino | M. pneumoniae | Ola 2, SARS-CoV-2 (+) dolor de cabeza, fiebre,
tos, dolor de garganta,
fatiga, anosmia,
disgeusia.

22 Femenino | M. pneumoniae | Ola 2, SARS-CoV-2 (+) dolor de cabeza, fiebre,
tos, dolor de garganta,
fatiga, anosmia Yy
disgeusia.

32 Femenino | M. pneumoniae | Ola 2, SARS-CoV-2 (+) dolor de cabeza, fiebre,
tos, dolor de garganta,
fatiga, anosmia y
disgeusia.

34 Masculino | M. pneumoniae | Ola 2, SARS-CoV-2 (-) fiebre, tos, dolor de
garganta, fatiga.

52 Femenino | S. pneumoniae Ola 2, SARS-CoV-2 (-) dolor de cabeza, tos,
fatiga y dolor de
garganta.

35 Masculino | S. aureus Ola 2, SARS-CoV-2 (-) Fiebre, dolor de
garganta y dolor de
cabeza.

60 Masculino | S. pneumoniae Ola 5, SARS-CoV-2 (+) dolor de cabeza, fatigay
dolor de garganta,
fiebre.

68 Femenino | S. pneumoniae Ola 5, SARS-CV-2 (+) dolor de cabeza, tos,
fatiga y dolor de
garganta.

35 Masculino | S. pneumoniae Ola 5, SARS-CoV-2 (+) tos, fatiga, temperatura
y disnea.

28 Masculino | S. pneumoniae Ola 5, SARS-CoV-2 (-) tos, fatiga y dolor de
garganta

55 Masculino | S. pneumoniae Ola 5, SARS-CoV-2 (-) tos, y dolor de
garganta.

Esta investigacion se centr6 en la deteccion de 3 bacterias: Mycoplasma
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae. En las muestras
de la ola 2 se detectaron 3 cocos piogenos; 2 Streptococcus pneumoniae y 1
Staphylococcus aureus, en un paciente positivo a SARS-CoV-2 y en un paciente
negativo a SARS-CoV-2 se identificé a S.pneumoniae ( figura 21), en otro paciente

negativo al virus se detect6 a S. aureus ( tabla 4).
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Figura 21. Deteccién de S. pneumoniae en un paciente positivo a SARS-CoV-2. Se observa el pico
melting especifico para dicho coco piégeno en 82°C.

en otro paciente negativo al virus en la misma ola de COVID-19 se detect6 a S.
aureus (ver tabla 4), cabe mencionar que de las 114 muestras analizadas entre
pacientes negativos y positivos a SARS-CoV-2 es la Unica muestra en la que se

detectd a este microorganismo (figura 22).
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Figura 22. Deteccién de S. aureus en un paciente negativo a SARS-CoV-2. Se observa el pico
melting especifico para dicho coco piégeno en 77 °C.
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Para el caso de Mycoplasma pneumoniae, en muestras analizadas de la segunda
ola de COVID-19, esta bacteria se detecté en 3 pacientes positivos a SARS-CoV-2
en cambio en los pacientes negativos de la misma ola se detecté en 1 paciente a

este microorganismo ( figura 23).
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Figura 23. Deteccion de Mycoplasma pneumoniae en un paciente negativo a SARS-CoV-2. Se
observa el pico melting especifico para dicho coco piégeno en 87 °C.

En la ola 5 no se detectd ningin Mycoplasma pneumoniae ni en pacientes positivos
ni en pacientes negativos a SARS-CoV-2, sin embargo, en la ola 2, se detecté a M.
pneumoniae en 3 pacientes positivos a el virus respiratorio y 1 en un paciente
negativo. No obstante, en esta misma ola se detectaron en total en 5 muestras a
Streptococcus pneumoniae, en 3 de ellos positivos a SARS-CoV-2 y 2 de ellos
negativos a este virus. (grafica 1).
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Grafica 1. Graficas de microorganismos detectados por ola en los pacientes. A. Se muestra la
cantidad de pacientes positivos a cocos pidgenos en la ola 2 B. Cantidad de pacientes positivos a
cocos piégenos en la ola 5. C. Muestras positivas a Mycoplasmas en la ola 2. D. pacientes positivos
a mycoplasmas en la ola 5.

El microorganismo que tuvo mayor prevalencia en las 114 muestras fue S.
pneumoniae, el cual corresponde al 58.33% de los microorganismos detectados
(7/12), seguido de Mycoplasma pneumoniae que fue detectado en 4 pacientes
correspondiendo al 33.33 % de los microorganismos detectados (4/12) y por ultimo
el microorganismo con menos presencia en los pacientes que formaron parte de
esta investigacion fue Staphylococcus aureus que corresponde al 8.33% de los

microorganismos detectados.
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7.5 Sintomas clinicos de los pacientes

Las manifestaciones clinicas que refirieron los pacientes positivos Unicamente a
SARS-CoV-2 varian (Anexo 3), sin embargo, la presencia de anosmia y disgeusia
se presentd con mayor frecuencia en pacientes de la segunda ola de COVID-19 en
comparacion con los pacientes de la quinta ola (grafica 2), siendo el caso también

de la tos y la presencia de temperatura que se presenté con mayor frecuencia en la

segunda ola.
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Grafica 2. Sintomatologia de pacientes con COVID-19.

En el caso de los pacientes que presentaron una muestra positiva a SARS-CoV-2 y
a otros microorganismos como Mycoplasma pneumoniae y Streptococcus
pneumoniae el nimero de sintomas que presentaban los pacientes era mayor en
comparacion con los pacientes (grafica 3) que Unicamente eran positivos a SARS-
CoV-2. Los pacientes que presentaban una muestra positiva al virus respiratorio y
a S. pneumoniae presentaban con mayor frecuencia: dolor de cabeza, tos, fatiga

muscular, anosmia, disgeusia y disnea.
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Los pacientes que presentaron una muestra positiva a SARS-CoV-2 y a M.

pneumoniae refirieron con mayor frecuencia tener dolor de cabeza, fiebre, tos, dolor

de garganta, fatiga, anosmia, disgeusia, disnea. (tabla 5)

Tabla 5. Sintomatologia de pacientes con SARS-CoV-2 y M. pneumoniae / S.
pneumoniae

Edad

Sexo

Microorganismo
detectado

Nimero de ola /Tipo de
muestra

Sintomatologia

16

Femenino

S. pneumoniae

Ola 2, SARS-CoV-2 (+)

Dolor de cabeza, dolor de
garganta, temperatura,
tos, fatiga muscular,
congestion nasal,
anosmia, disgeusia vy
disnea.

30

Femenino

M. pneumoniae

Ola 2, SARS-CoV-2 (+)

Congestion nasal, tos,
anosmia, disgeusia, dolor
de cabeza, dolor de
garganta, temperatura,
fatiga muscular y disnea

22

Femenino

M. pneumoniae

Ola 2, SARS-CoV-2 (+)

Congestion nasal, tos,
anosmia, disgeusia, dolor
de cabeza, dolor de
garganta, temperatura,
fatiga muscular y disnea

32

Femenino

M. pneumoniae

Ola 2, SARS-CoV-2 (+)

Congestion nasal, tos,
anosmia, dolor de
cabeza, dolor de
garganta, temperatura,
fatiga muscular y disnea

60

Masculino

S. pneumoniae

Ola 5, SARS-CoV-2 (+)

Dolor de cabeza,
congestion nasal, tos,
temperatura,  anosmia,
dolor de garganta, fatiga
muscular.

68

Femenino

S. pneumoniae

Ola 5, SARS-CV-2 (+)

Dolor de cabeza, dolor de
garganta, fatiga
muscular, congestion
nasal, anosmia.

35

Masculino

S. pneumoniae

Ola 5, SARS-CoV-2 (+)

Dolor de cabeza, dolor de
garganta, fatiga
muscular.

No se detectd la presencia de S. aureus en pacientes con SARS-CoV-2, sin

embargo en los pacientes con dicho virus respiratorio en los que se logré detectar

a M. pneumoniae y S.pneumoniae se puede notar claramente que hay una mayor
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presencia de sintomas en los que predominan la fatiga muscular, temperatura,
disnea, dolor de cabeza, dolor de garganta y tos.

Se observo una asociacion entre la presencia de Mycoplasma pneumoniae en
pacientes positivos a SARS-CoV-2 y la sintomatologia disnea. Sin embargo, se
enfatiza que estos sintomas no necesariamente son causados por la bacteria, sino
que podrian ser atribuibles al virus. Ademas, se proporciona informacion sobre la
prevalencia de la disnea en pacientes con una muestra positiva a SARS-CoV-2 y
Mycoplasma pneumoniae, en comparacion con aquellos con Streptococcus

pneumoniae. (grafica 3).
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Grafica 3. Sintomatologia de pacientes con COVID-19, M.pneumoniae y S. pneumoniae

47



8. Discusion

Las vias respiratorias son vulnerables a infecciones originadas por una gama amplia
de microorganismos, esto se debe a que es uno de los sistemas que se comunica
directamente con el ambiente externo al organismo. Dependiendo de las
condiciones del huésped, el ambiente y el microorganismo en cuestion, cualquier
microorganismo, si se presentan las circunstancias adecuadas, puede ocasionar
una infeccién de las vias respiratorias altas que podria propagarse a las vias
respiratorias inferiores (Olivia J, et al., 2021). Gran parte de los microorganismos
gue producen infecciones de las vias respiratorias inferiores primero colonizan el
epitelio nasal y faringeo. Los microorganismos que residen en estas vias alcanzan
el tracto respiratorio inferior en el momento en el que los mecanismos que utiliza el
sistema inmune para proteger al organismo de infecciones se alteran, por lo general
a causa de una infeccion viral. Como se menciono al inicio, el propésito primordial
de esta investigacion fue la identificacion de microorganismos en pacientes,
portadores del virus SARS-CoV-2. Se llevd a cabo una estandarizacion rigurosa y
la aplicacion de una herramienta agil y precisa con el fin de evaluar la pureza y
especificidad de los productos generados mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Esta herramienta, conocida como curvas de
disociacion o curvas melting empleando SYBR Green han evidenciado ser una
herramienta altamente eficaz en la identificaciébn y discriminacion de diversos
patdgenos (Laiyen, et al., 2019). La técnica fue empleada con el propdsito de
discernir las secuencias de acidos nucleicos correspondientes a distintos
microorganismos presentes en las muestras de pacientes bajo sospecha de
infeccion por el SARS-CoV-2. La metodologia aplicada consistié en exponer las
muestras a un aumento gradual de temperatura, mientras se monitoreaba la curva
de fluorescencia. La curva indicé el punto en el cual las hebras complementarias de
ADN se separaron, conocido como temperatura de disociacion (Tm). Esta
informacion se revel6 como esencial para determinar la existencia y especificidad
de las secuencias elegidas, aspecto crucial en aplicaciones destinadas a la

identificacion precisa de los microorganismos estudiados en el presente proyecto.
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No solo facilito la identificacion de la presencia de diferentes microorganismos en
las muestras, sino que también aseguro la especificidad de las secuencias
detectadas. La implementacidn de esta técnica robustecio la capacidad de discernir
entre diversos agentes infecciosos, proporcionando asi un enfoque preciso y
sensible en el diagndstico microbiolégico de las muestras clinicas, cabe destacar
gue aungue no se encontr6 informacién del uso de esta técnica para la deteccion
de microorganismos en pacientes positivos a SARS-CoV-2, el trabajo de Landolt et
al., 2019 destaca por su aplicacion en la identificacion de Mycobacterium
tuberculosis, un microorganismo de gran relevancia médica. En su estudio,
emplearon curvas de disociacion para evaluar la presencia y especificidad de
secuencias de &cidos nucleicos en muestras de aislados clinicos. Esta técnica
demostr6 ser una herramienta eficaz en la identificacion precisa de
microorganismos patdgenos, brindando resultados significativos para la deteccion
de Mycobacterium tuberculosis. La capacidad de las curvas de disociacion para
diferenciar secuencias especificas de 4cidos nucleicos en muestras clinicas resalta
su utilidad en la investigacion y diagndstico de enfermedades infecciosas,

especialmente aquellas causadas por patégenos de importancia médica.

Cabe resaltar que para realizar la presente investigacion, el equipo del Centro de
Deteccion Biomolecular de la BUAP realizé la prueba de detecciéon de SARS-CoV-
2 en 114 pacientes ambulatorios de la comunidad poblana con diferente
sintomatologia, algunos de ellos no presentaban sintomas, pero habian estado en
contacto con pacientes positivos a COVID-19, dichas muestras se encontraban en
congelacion a -20°C.Para determinar el papel de estos microorganismos en el grupo
de estudio, se empled la prueba de chi cuadrada (X2) entre los microorganismos
presentes en el grupo de estudio (con presencia de SARS-CoV-2). No obstante, el
valor obtenido para los cocos piogenos fue de p= 0.6717, y para Mycoplasma
pneumoniae fue de p= 0.6834 el cual carece de significancia estadistica debido a
gue es mayor al esperado (p= <0.05). De la misma forma, se realizé la misma
prueba estadistica adicionando los datos obtenidos del grupo control negativo,
observandose el mismo fenomeno. Por tal motivo, se infiere que la presencia de los

diferentes microorganismos objeto de este estudio (Streptococcus pneumoniae,
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Staphylococcus aureus y Mycoplasma pneumoniae ) presentes en los pacientes con
SARS-CoV-2 no estan relacionadas con la adquisicion de este virus respiratorio
como se hubiera esperado, sin embargo Se observo una asociacion entre la
presencia de Mycoplasma pneumoniae en pacientes positivos a SARS-CoV-2 y la
sintomatologia de anosmia y disgeusia.Cabe destacar que en otro proyecto de
investigacion realizado por Wu Q. y colaboradores en 2020 se detecto por PCR de
muestras nasofaringeas en 10 de 74 pacientes pediatricos a Mycoplasma
pneumoniae, es el Unico estudio que vincula a este microorganismo con la presencia
de SARS-CoV-2. Debido a lo anteriormente mencionado, este estudio pretendia
vincular las infecciones de micoplasmas y cocos piégenos con la infeccion causada
por SARS-CoV-2 ya que este conjunto de microorganismos afecta principalmente

al tracto respiratorio y la sintomatologia clinica que ocasionan es similar entre si.

A pesar de que no se haya observado una evidencia estadistica significativa entre
los cocos pidgenos y M. pneumoniae en los pacientes positivos a SARS-CoV-2 ,
se puede apreciar que en la segunda ola (27 de septiembre del 2020 al 17 de abril
del 2021) se observé un mayor niumero de pacientes positivos a Mycoplasma
pneumoniae, en tres pacientes positivos a SARS-CoV-2 y en un paciente negativo
a dicho virus, mientras que en comparacion con los pacientes de la quinta ola no
se detect6 a micoplasma ni en pacientes positivos ni negativos a el virus respiratorio,
esto puede deberse a que durante la segunda ola de covid-19 la poblacién ain no
se encontraba vacunada contra COVID-19, y al ser un virus emergente, tomé por
sorpresa a la poblacion y a los sistemas de salud, por lo que la poblacién en dichos
momentos se encontraba susceptible, aunado a ésto la muestra de los pacientes en
los que se detecté a Mycoplasma pneumoniae fueron tomadas en fechas
decembrinas del 2020, y las infecciones por este microorganismo tienen mayor
incidencia durante el invierno y presenta ciclos epidémicos de 4-7 afos. En la 5ta
ola (27 de septiembre del 2020 al 17 de abril del 2021) una gran parte de la
poblacién ya contaba con un esquema completo de vacunacion contra SARS-CoV-
2,y la sana distancia en esos momentos ya era un practica comuan de la poblacién,
cabe mencionar que diversos estudios han demostrado una relacion entre

enfermedades respiratorias y M. pneumoniae en pacientes pediatricos, tal y como
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lo reporto W. Q et al., 2020, en el cual lograron detectar 10 pacientes infectados
con M. pneumoniae en 74 pacientes pediatricos con SARS-CoV-2 , mientras que en
la presente investigacion el promedio de edad fue de 40 afios, todos estos factores
entre otros pudieron jugar un papel clave en la deteccion de este microorganismo.
En el caso de los cocos pidgenos en la segunda ola Unicamente se detectd a S.
pneumoniae en pacientes positivos a SARS-CoV-2 mientras que en las muestras
de pacientes negativos al virus se detecté a un S. pneumoniae y un S. aureus. En
estos pacientes en donde se detectaron a dichos microorganismos coinciden los
siguientes sintomas: dolor de cabeza, tos, y gripa por lo cual acudieron a tomarse
muestra por sospecha a infeccién por SARS.CoV-2. En el andlisis de las muestras
correspondientes a la quinta "ola" de la pandemia, se identificaron 5 cocos piégenos,
todos ellos atribuibles a Streptococcus pneumoniae. Estos hallazgos se
distribuyeron en tres pacientes positivos a SARS-CoV-2 y dos pacientes negativos
para este virus. En los meses mas frios del afio, que en Puebla suceden de
noviembre a diciembre, es considerada como la "temporada respiratoria”, ya que un
namero mayor de individuos son portadores asintoméaticos de S. pneumoniae en la
faringe. De este modo los seres humanos constituyen el reservorio mas importante
para este microorganismo (Mitsi et al., 2022) y de acuerdo con los resultados el
58.8 % de los microorganismos detectados en los pacientes ya sean positivos o
negativos a SARS-Cov-2 corresponden a S. pneumoniae. Aunado a esto se ha
demostrado que infecciones preexistentes de las vias respiratorias superiores, por
lo general de origen viral, interfieren con los mecanismos normales de defensa de
estas vias permitiendo la entrada de microorganismos como S. pneumoniae hacia
las vias respiratorias inferiores, y por consiguiente el desarrollo de infecciones por
este agente (Olivia J, et al., 2021). Los principales mecanismos que favorecen la
sobreinfeccién bacteriana son mudltiples, sin embargo el principal es que la
replicacion de un virus, produce dafio en la barrera epitelial pulmonar, con
exposicion de receptores de la membrana basal, lo que favorece la adherencia
bacteriana y el hecho de que haya una disminucion del aclaramiento mucociliar, lo
gue hace que aumente el sustrato disponible para las bacterias ademas, las

infecciones virales respiratorias inducen un aumento de la inflamacion, a través de
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la respuesta inmune innata y de la produccién de citocinas en el epitelio respiratorio,
lo que podria crear un entorno adecuado para la proliferacion de algunas bacterias
comensales, como S. pneumoniae( Mitsi,et. al., 2022). Por otro lado, la infeccién
viral respiratoria puede alterar el microbioma respiratorio, induciendo la aparicion de
otros microorganismos que podrian ocasionar dafio a la poblacion, como los
estudiados en este proyecto, continuar con la comprension de estas relaciones entre
microorganismos puede resultar clave para comprender la gravedad clinica que
estas conllevan, ya que pueden agravar el curso de la enfermedad, como se puede
observar en este proyecto, los pacientes positivos a COVID-19 y que presentaron a
S. pneumoniae indicaron tener mas sintomas que los pacientes que Unicamente
fueron positivos a COVID-19, entre los mas comunes que presentaron fueron : dolor
de cabeza, tos, fatiga y dolor de garganta, aunado a la pérdida del olfato y gusto
entre los pacientes positivo a COVID-19 de la segunda ola. Mientras que para los
pacientes en los que se detectd a M.pneumoniae la sintomatologia clinica comun
fue: fiebre, tos, dolor de garganta, fatiga y de igual manera en los tres pacientes
durante la segunda ola que también presentaron una muestra positiva a COVID-19
, indicaron tener perdida de olfato y gusto , finalmente la sintomatologia presentada
por S. aureus fue tos, dolor de garganta y fiebre sin embargo este paciente
presentaba una muestra negativa a SARS-CoV-2. Se logré observar un mayor
namero de manifestaciones clinicas en los pacientes con una muestra positiva a
COVD-19 y a otro microorganismo como M. pneumoniae y S. pneumoniae por lo
gue continuar con este tipo de investigaciones ayuda a sustentar y aumentar la
prevencion (vacunacion), diagndstico y por consiguiente terapias mas efectivas

frente a estas infecciones que pueden agravarse.
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9. Conclusiones

1. Se establecieron las condiciones para una PCR multiple en tiempo real y
mediante el paso post amplificacion de curvas melting, fue posible detectar a S.

aureus, S. pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae.

2. En la segunda ola se detectd tanto en pacientes positivos como negativos a
SARS-CoV-2a Mycoplasma pneumoniae.

3. Streptococcus pneumoniae fue el coco que se detecté con mayor frecuencia en
las dos olas, ademas este microorganismo se detectd tanto en pacientes positivos

como negativos a SARS-CoV-2.

4. Se detecté en una muestra a S. aureus (1/114), correspondiente un paciente
negativo a SARS-CoV-2 de la ola 2.

5. Las diferentes especies de microorganismos abordados en este estudio; M.
pneumoniae, S. aureus y S. pneumoniae no tienen relacion significativa con la
enfermedad COVID-19 , en la poblacion estudiada.

6. La sintomatologia mas comun en los pacientes en los que se detect6 a S.
pneumoniae fue dolor de cabeza, tos, fatiga y dolor de garganta, y algunos
presentaron pérdida del olfato y gusto. Mientras que para los pacientes en los que
se detectd a M.pneumoniae la sintomatologia comun fue: fiebre, tos, dolor de
garganta, fatiga y perdida de olfato y gusto. La sintomatologia presentada en
pacientes con S. aureus fue tos, dolor de garganta y fiebre.
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10. Perspectivas del trabajo

El presente estudio propone diversas direcciones para futuras investigaciones con

el objetivo de fortalecer la validez y amplitud de los hallazgos obtenidos:

1.

Incrementar el volumen de muestras clinicas procedentes de pacientes tanto
positivos como negativos a SARS-CoV-2, con el fin de robustecer la
significancia estadistica de los resultados presentados en el estudio actual.
Ampliar la diversidad de especies bacterianas consideradas en el estudio,
incorporando nuevas especies viricas en el andlisis y, de manera
complementaria, analizar muestras de sangre periférica de los pacientes
para identificar estos microorganismos.

Evaluar alternativas técnicas para la deteccion de microorganismos, ademas
de los métodos convencionales de biologia molecular, como, por ejemplo, la
aplicacion de técnicas de cultivo de microorganismos y pruebas bioguimicas.
Realizar un analisis comparativo entre muestras de pacientes con COVID-19
gue se encuentren hospitalizados y aquellos que reciben tratamiento de
forma ambulatoria, con el propésito de identificar posibles diferencias en la

carga microbiana y su relacion con la severidad de la infeccion.

Estas propuestas de investigacion adicional contribuirdn a una comprension mas

profunda de las interacciones microbianas asociadas con el virus SARS-CoV-2,

permitiendo refinar las estrategias diagndsticas, terapéuticas y preventivas en el

manejo de esta enfermedad.
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12.Anexos

12.1 Anexo 1. Preparacion de medio de cultivo Eaton con Glucosa

Reactivos

+ 2.0 g de medio de cultivo “Mycoplasma broth base”
* 0.5 g de dextrosa monohidratada

» 2000 Ul de penicilina G

* 1 ml rojo de fenol (solucion)

* 65 ml de agua Tridestilada

* 10 ml dializado de levadura

* 25 ml suero de caballo

Procedimiento

En una balanza granataria pesar el medio “Mycoplasma broth base” y la dextrosa
Posteriormente afadir el agua Tridestilada y homogenizar perfectamente. De ser
necesario calentar la solucion 1 min para que se disuelvan mejor los sélidos. Con
ayuda de una pipeta analitica o una micropipeta, medir 1 ml de la solucién de rojo
de fenol y afiadir a la solucién dentro del matraz. Esterilizar la solucion en autoclave
a 15 Ib por 15 minutos. Una vez pasado el tiempo dejar enfriar a temperatura
ambiente. Agregar suero de caballo (20%) y dializado de levadura (10%)

Pesar la penicilina G dentro de un tubo Eppendorf con ayuda de la balanza analitica
y posteriormente afiadir al medio de cultivo en condiciones de esterilidad. Verter el
dializado de levadura y el suero de caballo (estériles) en el medio de cultivo,
homogenizar perfectamente y verter el medio en Tubos de 6 ml para su

conservacion a - 4°C hasta su posterior uso.
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12.2 Anexo 2. Carta de consentimiento informado.

Mediante la firma de este documento, doy mi consentimiento para participar en el
proyecto de investigacion “Deteccion de micoplasmas y cocos pidogenos en
pacientes positivos a SARS-CoV-2”, el cual esta realizando el estudiante de
maestria en microbiologia y del instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (BUAP-ICUAP) Axel Pifia Flores, en colaboracion con el Dr.
Jorge Antonio Yafiez Santos del Centro de Deteccion Biomolecular de la BUAP Este
estudio pretende aportar resultados que documenten posibles coinfecciones de
micoplasmas y cocos pidgenos en pacientes positivos a SARS-COv-2 mismos que
serviran para un manejo adecuado de los pacientes con esta enfermedad.

Entiendo que mi participacion sera permitiendo que los investigadores me tomen
una muestra que consiste en hisopado nasofaringeo, esto no repercute en mi
integridad fisica o dafio a la salud, ni en lo econémico ya que los estudios que se
realizaran seran costeados por la BUAP. Es también de mi consentimiento que los
investigadores pueden ponerse en contacto conmigo en el futuro para saber de los
resultados obtenidos y a fin de obtener mas informacién acerca de la enfermedad,
para que estos ayuden a entender el posible papel de coinfecciones por
micoplasmas y cocos pidgenos en la enfermedad COVID-19. Fui elegido(a) para
participar en este estudio porque padezco sintomas de COVID-19 o estuve en
contacto con pacientes positivos a dicha enfermedad.

He concedido libremente mi participaciéon en el estudio. Se me ha informado que es
totalmente voluntaria y que aun después de iniciado el estudio, puedo rehusarme a
participar o contestar preguntas en el momento que yo decida. Se me ha notificado
también que los resultados obtenidos en el estudio son confidenciales y que mi
nombre no ser& publicado en ningun informe y que ademas si rehuso a participar,
no me seré afectado de ninguna manera.

También he sido informado que mi participaciéon es voluntaria y que no recibiré
ninguna compensacion econémica.

Folio: Ciudad de Puebla, Pue. A de del 20 )

Nombre y firma del paciente
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12.3 Anexo 3. Cuestionario de sintomas clinicos.

Nombre:

Edad:

Sexo:

Dosis de Vacunacion:

¢Ha presentado alguno de los siguientes sintomas
clinicos en los ultimos dias?:

Dolor muscular Tos seca Tos con

expectoraciones Temperatura

Fatiga Dolor de cabeza Dificultad al

respirar escurrimiento o congestion
nasal conjuntivitis anosmia
disgeusia___ nauseas
Dolor abdominal cuadro diarreico

Algun otro sintoma que no se haya mencionado:

Presenta alguna de las
Comorbilidades:

siguientes

Hipertensiobn__ Asma____ Diabetes_
Céancer Cardiopatias_ EPOC___
Enfermedad autoinmune_
Inmunodeficiencia__ Obesidad

Alguna otra comorbilidad que no se haya
mencionado:
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