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RESUMEN
El presente estudio tuvo como objetivo estandarizar una PCR convencional para la deteccion
de Haemophilus influenzae en muestras nasofaringeas de nifios menores de cinco afos, asi
como determinar el limite de deteccion de la PCR y su sensibilidad empleando muestras
positivas a H. influenzae por microbiologia y utilizando otros patdgenos nasofaringeos como
S. pneumoniae, S. aureus y N. meningitidis. Las condiciones adecuadas de este PCR fueron
desarrolladas utilizando el kit PCR Promega® a concentraciones optimas de 1,5 mM en MgClz
y 0.2 mM para dNTP. Se utilizo los primers dirigidos al gen Apd con una concentracion de 7,5
mM y un rango de concentracion de ADN de 0.183-183 ng por reaccion. La temperatura optima
de hibridacién fue de 60°C con 40 ciclos. El limite de deteccion fue 3.29 x10* UFC/mL
equivalente a 0,183 ng de ADN. Asimismo, se evalud diez muestras con diagnostico previo de
H. influenzae por microbiologia amplificando en el gen /4pd que indica la positividad para esta
bacteria ademas este PCR solo amplificé en H. influenzae al evaluar su sensibilidad diagnostica
con otros patdgenos nasofaringeos. Estos resultados abordan el desarrollo de una PCR
convencional con la finalidad de ser una prueba de rapido diagnostico y bajo costo para detectar
H. influenzae en muestras nasofaringeas de nifios colonizados como prevencion en el desarrollo
de enfermedad invasiva y con ello futuros estudios de vigilancia epidemiologica sobre esta

bacteria.

Palabras clave: Haemophilus influenzae, PCR convencional, limite de deteccion,

sensibilidad diagnostica.



ABSTRACT
The objective of this study was to standardize a conventional PCR for the detection of
Haemophilus influenzae in nasopharyngeal samples from children under five years old, as well
as to determine the detection limit of the PCR and its sensitivity using samples positive for H.
influenzae by microbiology and using other nasopharyngeal pathogens such as S. pneumoniae,
S. aureus and N. meningitidis. The appropriate conditions for this PCR were developed using
the Promega® PCR kit at optimal concentrations of 1.5 mM in MgCl2 and 0.2 mM for dNTPs.
Primers targeting the /spd gene were used with a concentration of 7.5 mM and DNA
concentration range of 0.183- 183 ng per reaction. The optimal hybridization temperature was
60°C with 40 cycles. The detection limit was 3.29 x104 CFU/mL equivalent to 0.183 ng of
DNA. In addition, ten samples with a previous diagnosis of H. influenzae by microbiology
were evaluated, amplifying the #pd gene that indicates positivity for these bacteria. Additionally,
this PCR only amplified in H. influenzae when evaluating its diagnostic sensitivity with other
nasopharyngeal pathogens. These results address the development of a conventional PCR with
the purpose of being a rapid and low-cost diagnostic test to detect H. influenzae in
nasopharyngeal samples from colonized children as a prevention in the development of

invasive disease and thus future epidemiological surveillance studies on these bacteria.

Keywords: Haemophilus influenzae, conventional PCR, detection limit, diagnostic

sensitivity.
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L INTRODUCCION
H. influenzae contintia formando parte de la lista de patdogenos prioritarios publicado
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debido a la creciente farmacorresistencia y las
complicaciones clinicas que ocasiona (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2024). Entre
las principales infecciones invasivas se ha registrado otitis media aguda, sinusitis y meningitis
ocurriendo principalmente en nifios no inmunizados o recién nacidos que ain no han recibido

la vacuna Hib contra H. influenzae (Khatta y Anjum, 2023).

Los nifios sanos pueden ser colonizados por H. influenzae a través de la nasofaringe y
garganta con una frecuencia registrada del 20% en el primer afio y el 50% en menores de cinco
afios sin causar sintomatologia (Shooraj et al., 2019). Sin embargo, es sabido que la
colonizacidn es la principal via de contagio y desarrollo de enfermedad invasiva por lo que se

requiere de metodologias de rapido diagnostico.

En la actualidad aun se utiliza pruebas microbioldgicas de alto costo como el uso de
factores de crecimiento el cual requiere un cultivo de 24 horas que puede resultar en falsos
positivos (Dealler et al., 1991). Por lo tanto, es necesario recurrir a pruebas moleculares que
nos permitan una correcta identificacion y rapido diagnostico asimismo con la finalidad de
tener una correcta descripcion a nivel epidemioldgico del estado de colonizacion de H.
influenzae en Perq.

1.1 Descripcion y formulacion del problema

Haemophilus influenzae es un cocobacilo gramnegativo causante de neumonia y
meningitis en nifios y adultos, y la sexta causa de muerte en los paises de medianos y bajos
ingresos (Azzari et al., 2008; Heinz, 2018). La incidencia de H. influenzae invasivo es mayor en
niflos menores de cinco anos con 0,15 casos / 100.000 nifios comparado en adultos con 0,06
casos / 100.000 adultos (Oliver et al., 2021). Por otro lado, la colonizacion nasofaringea en

nifios que no presentan alguna sintomatologia se da con una frecuencia del 20% al 50% desde
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el primer afio de vida hasta los cinco afios (Mukundan et al., 2007). La infeccion por H.
influenzae suele ser por las vias respiratorias, colonizando la nasofaringe, adhiriéndose a las
células epiteliales del huésped (Spahich et al., 2012). Se diferencia en seis serotipos, siendo el
mas virulento el serotipo b (Hib) cuyo principal factor de virulencia es la capsula de polisacarido

compuesta por pilirribosil ribitol fosfato (PRP) (Slack et al., 2021).

La identificacion de H. influenzae empleando técnicas microbioldgicas se basan en
medios de cultivos con requerimientos especiales para su crecimiento. La prueba gold standard
emplea factores de crecimiento como protoporfirina (factor X) y nicotinamida adenina
dinucledtido (factor V) el cual requiere un cultivo de 24 horas, retardando asi su identificacion
(Dealler et al., 1991). Esta metodologia, asi como el uso de antibidticos previa a la toma de
muestra y la baja concentracion de bacterias; disminuye la sensibilidad de la técnica generando

falsos negativos (Parra et al., 2007).

Dentro de este contexto, en una localidad altoandina de Peru, se realiz6 un estudio
epidemioldgico aislando 10 (2,8%) cepas de H. influenzae a partir de sangre, liquido
cefalorraquideo (LCR) y secreciones del tracto respiratorio provenientes de 354 pacientes de
diferentes grupos etarios con diagndstico de enfermedad respiratoria aguda (IRAs). Solo tres
aislamientos de H. influenzae provenian de pacientes menores de cinco afios (uno de
secreciones del tracto respiratorio y dos de LCR) donde se empled los métodos convencionales
de cultivo las cuales tardaron entre 24 a 72 horas para su identificacion (Pantigozo et al., 2006).
Asimismo, se han realizado pruebas moleculares como Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) en Tiempo Real para estudios epidemioldgicos en H. influenzae, sin embargo, esta
técnica tiende a elevar los costos debido a los reactivos y equipos empleados (Chien et al.,

2013).
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Entre los reportes epidemiologicos, el Sistema Regional de Vacunas (SIREVA) en el afio
2015, reportd 5,3 mil casos de neumonia y 200 casos de meningitis por H. influenzae en el
continente americano disminuyendo considerablemente en un 90% en pacientes con
enfermedad letal luego de la introduccion de la vacuna Hib en el afio 1990 contra H. influenzae.
En Pert se hareportado 201 casos de H. influenzae en pacientes con neumonia menores de cinco
afnos entre los afnos 2017 y 2018 (Organizacion Panamericana de la Salud [OPS], s.f.), sin
embargo, los estudios son muy escasos sobre la portacion nasofaringea siendo una de las
principales vias de transmision para el desarrollo de enfermedad invasiva ademas de emplear

técnicas microbioldgicas costosas para su identificacion.

Frente a estos inconvenientes, aun se siguen empleando métodos microbiolégicos que
no permite una correcta identificacion y posterior vigilancia de H. influenzae, (Clementi y
Murphy, 2011). Por lo tanto, se recomienda la implementacion de la técnica de diagnostico
molecular de PCR convencional debido a que puede acortar el tiempo diagnostico. Con ello,
se requiere establecer las condiciones de temperatura, MgCla, primers y concentracion de ADN
que permitird identificar la presencia de este microorganismo a partir de muestras
nasofaringeas. Por consiguiente, el presente estudio de tesis planted la siguiente pregunta;
(Cudles son las condiciones de la PCR convencional para la deteccion de Haemophilus
influenzae en muestras nasofaringeas de nifios menores de cinco anos?
1.2 Antecedentes

H. influenzae suele colonizar la nasofaringe en adultos mayores y de nifios menores de
cinco anos, a pesar de la introduccion de la vacuna Hib atn se reportan casos (Wen et al., 2020).
Suele volverse invasiva por ingreso intravascular causando neumonia y meningitis (Tabatabaei

et al., 2021). Antes de la creacion de la vacuna conjugada Hib
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contra Haemophilus influenzae tipo b en la década de 1990, existian casos muy frecuentes de
meningitis (Tsang y Ulanova, 2017). En Pert, la introduccion de la vacuna Hib se dio en el afio
1998 disminuyendo las afecciones clinicas severas de enfermedad invasiva en nifios menores
de cinco afios (Resolucion Ministerial N°719/2018, 1 de agosto de 2018). Esto ha generado un
nuevo enfoque epidemioldgico en el estado de portacion nasofaringea como primera via de
contagio. Debido a esto, la vigilancia continua es necesaria, sin embargo, la evaluacion de esta
conlleva en poder aplicar técnicas de facil acceso y pronto resultado como las pruebas

moleculares.

Un estudio realizado en Irdn entre 2014 a 2015 evaluo6 la frecuencia de H. influenzae,
S. agalactiae, S. pneumoniae y N. meningitidis a partir de LCR. H. influenzae solo se aislo por
cultivo microbioldgico en tres de 196 muestras. En contraste, al emplear técnicas moleculares
como la PCR con primers dirigidos al gen bex, se pudo detectar H. influenzae en ocho muestras
(Amin et al., 2016). Por otro lado, en Reino Unido en el afio 2014, se realiz6 una comparacion
entre pruebas microbioldgicas y moleculares para detectar patdgenos respiratorios en 262
muestras nasofaringeas provenientes de adultos con neumonia. Se identifico a H. influenzae en
130 (40,2%) muestras por PCR en Tiempo Real amplificando el gen fuck, y 51 (15.8%)
aislamientos por cultivo. Asimismo, se pudo detectar por PCR en Tiempo Real a S. pneumoniae
en 115 (35,5%) muestras y 20 (6,2%) por cultivo, asi como a Staphylococcus aureus en 33

(10,2%) muestras por PCR en Tiempo Real y 16 (5,0%) por cultivo (Gadsby et al., 2016).

La correcta identificacion de H. influenzae empleando pruebas moleculares debe
realizarse con la seleccion los primers adecuados los cuales van a delimitar la secuencia que se
desee amplificar. Considerando esto, un estudio en Colombia evalué estandarizar una PCR
convencional como formato multiple para la deteccion de H. influenzae, S. pneumoniae y

Neisseria meningitidis aplicado a pacientes con diagnodstico de meningitis,
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donde la PCR estaba enfocada para muestras de LCR obteniendo una concentracion minima
detectable de 12,5 fg para H. influenzae correspondiente a una densidad bacteriana de 5,6
Unidades Formadoras de colonias (UFC). En este mismo estudio se menciona el uso del primer
omp?2 el cual detecta una proteina externa OMP de H. influenzae y no presento reaccion cruzada
para la identificacion de S. pneumoniae y Neisseria meningitidis en el PCR multiple (Parra et
al., 2007). Asimismo, en Mongolia, se evalu6 mediante una PCR en Tiempo Real, el uso del
primer omp?2 versus los primers que amplifican el gen Apd (el cual codifica la proteina D
altamente conservada en la membrana externa de H. influenzae). Concluyeron que los primers
que amplifican el gen 4pd pueden detectar con mayor sensibilidad (93%) y especificidad (87%)
la presencia de H. influenzae en muestras de LCR (Wang et al., 2011). Mientras que en Nigeria
se evaluo la deteccion de H. influenzae, S. pneumococo'y N. meningitidis por PCR en Tiempo
Real a partir de muestras clinicas con sospecha de meningitis. Se detectdé que H. influenzae
estaba presente en dos de 88 muestras utilizando los primers que amplifica el gen hpd

agregando la sonda Hex (Peletiri et al., 2021).

En Cajamarca, Pert se evalu6 la comparacion entre cultivo microbiologico y PCR en
Tiempo Real utilizando primers con diferente secuencia dirigidos al gen hpd para H.
influenzae, y la sonda Hex. Este estudio evallilo muestras nasofaringeas de nifios menores de tres
afios identificando H. influenzae en 131 (37,3%) por PCR y 83 (23,6%) por cultivo
microbioldgico de un total de 351 muestras lo cual sugirié que el método molecular tuvo una
mayor especificidad (mas de 17% a 29%) frente a la técnica de cultivo microbiologico (Chien et
al., 2013). A pesar de que los primers utilizados en estos estudios presentan diferentes
secuencias, estos siguen teniendo como sitio diana al gen Apd, debido a que es una region

altamente conservada en H. influenzae.
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En Peru, se han realizado estudios de colonizacidn respecto a otras bacterias como S.
pneumoniae sin embargo los estudios sobre H. influenzae en nifios son escasos. Uno de los
ultimos estudios se dio en el afio 2003 donde se identifico H. influenzae en 0,8% en pacientes
con neumonia y 28,8% con meningoencefalitis a partir de aislamientos microbioldgicos; sin
embargo, estos resultados provenian de pacientes con sintomatologia previa y no en nifios sanos
(Alarco et al., 2008). Esto dificulta la actualizacion del estado de colonizacion a nivel local,
regional o nacional sobre H. influenzae con el fin de prevenir su diseminacion y contagio. En
relacion con la problematica expuesta, el presente trabajo de tesis plante6 estandarizar una PCR
convencional para la deteccion de Haemophilus influenzae en muestras nasofaringeas de nifios
menores de cinco afios.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

-Estandarizar una PCR convencional para la deteccion de Haemophilus influenzae
en muestras nasofaringeas de nifios menores de cinco afios.
1.3.2 Objetivos especificos

-Determinar las condiciones de PCR optimas de temperatura, MgCla, primers y
concentracion de ADN para la deteccion de H. influenzae en muestras nasofaringeas de niflos

menores de cinco afios.

-Determinar el limite de deteccion de la PCR convencional en muestras nasofaringeas

de nifios menores de cinco anos.

-Evaluar la sensibilidad de la PCR convencional en muestras nasofaringeas de nifios

menores de cinco afios con cultivo positivo para H. influenzae y otros patogenos nasofaringeos.
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1.4 Justificacion

La deteccion de H. influenzae por métodos microbioldgicos requieren de tiempo y
debido a su baja sensibilidad usualmente se reportan falsos negativos. Asimismo, detectar esta
bacteria en nifos suele ser aun mas complicado. La condicion de los nifios menores de cinco
afnos conlleva a una alta tasa de colonizacién y es un paso importante en el desarrollo de
infecciones patogenas (Martens et al., 2022). Esto se debe a las condiciones favorables en la
nasofaringe, como la mucosa nasal débil y abundantes vasos sanguineos que proporcionan las
condiciones Optimas para la colonizacion de H. influenzae (Maetal., 2023). Por lo tanto, utilizar
técnicas moleculares son una alternativa, debido a que son mas sensibles, especificas y rapidas

para un diagndstico temprano (Abdeldaim y Herrmann, 2013).

Por lo expuesto, el presente estudio planted tres aspectos importantes; desde el enfoque
en salud, realizar la estandarizacion de una PCR convencional aportaria a la oportuna
identificacion de este microorganismo, aportando a la mejora de la vigilancia epidemioldgica
de patdgenos respiratorios que colonizan principalmente a nifios menores de cinco afos los
cuales son el principal grupo etario afectado por enfermedades respiratorias y considerando
que, el primer paso para desarrollar enfermedad invasiva es la previa colonizacidon por este

patdgeno (Bogaert et al., 2004).

Desde el aspecto econdémico, se podrian evitar gastos innecesarios en la compra de
materiales que no ayudan a una correcta identificacion utilizando métodos microbioldgicos. Si
bien es cierto existen las pruebas moleculares como la PCR en Tiempo Real, sin embargo, se
encarece la identificacion por el elevado precio de sus reactivos y equipos; asi como utilizar
tres regiones conservadas para la especificidad de la prueba; primers (forward y reverse) y
sonda, siendo la sonda uno de los reactivos de mayor costo (Mondragon et al., 2022). En
contraste, la técnica de PCR convencional que se utilizard en este estudio empleard reactivos

de facil acceso y bajo costo, ademés su especificidad solo dependera del uso de un par de
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primers (forward y reverse). Desde el aspecto tecnoldgico, es recomendable la implementacion
de la técnica de PCR convencional en los centros de salud debido a que ha demostrado tener
una mejor sensibilidad y especificidad en comparacion con el gold standard (microbiologia)
para el diagnoéstico de este patdgeno (Chien et al., 2013). Esto generaria la fomentacion del uso
de técnicas que proporcionen resultados en corto tiempo implementado especialmente para la
vigilancia epidemiologica, realizando asi una correcta descripcion del escenario
epidemiologico del estado de colonizacion de H. influenzae a nivel regional y nacional en nifios

menores de cinco anos.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Bases tedricas de la investigacion
2.1.1 Haemophilus influenzae

H. influenzae es un cocobacilo gramnegativo, facultativamente anaerdbico que se
presenta en dos tipos basados en su polisacarido: capsulado y no capsulado (NTHi) (Kenjale et
al, 2009). H. influenzae suele ingresar por las vias respiratorias y coloniza la nasofaringe
adhiriéndose a las células epiteliales del huésped (Spahich et al., 2012). Colonizan mayormente
la nasofaringe de nifios y adultos, siendo también causantes de enfermedades invasivas y del

tracto respiratorio (Kenjale et al, 2009).

Este microrganismo también se le conoce por poseer variantes tipificables y no
tipificables (NTHi). H. influenzae tipificable; que presentan capsula, se subdivide en serotipos
de a, b, ¢, d, e y f; siendo el serotipo b (Hib) el mas virulento, seguido del serotipo a (Hia)
(Langereis y de Jonge, 2020). Las cepas no capsuladas causan otitis media, sinusitis y
conjuntivitis (infecciones no invasivas), mientras que las cepas encapsuladas son una causa
importante de bacteriemias (Turk, 1984). Los casos graves son causados por el serotipo b (Hib)
y se estima que mas del 95% de casos son invasivos, principalmente causando meningitis
bacteriana en nifios antes de la introduccion de la vacuna contra Hib en 1980 (Pinto et al.,

2019).

Actualmente hay una disminucion del serotipo b en casos graves a comparacion de los
reportes en los afios 90, sin embargo, otros serotipos son los causantes de un nimero creciente de
infecciones, de la misma manera con NTHi debido a que no se han desarrollado vacunas contra
estas variantes (Guellil et al., 2022). En personas que no presentan enfermedad, H. influenzae
se considera parte del microbioma comensal en las vias respiratorias superiores donde puede

propagarse y causar enfermedad a través de su diseminacion por gotas (Watts y Holt, 2019).
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2.1.2 Cinética de crecimiento bacteriano

La cinética de crecimiento bacteriano es el aumento de la masa celular que implica su
multiplicacion. Esta se puede observar a escala individual, lo cual hace referencia a todos los
procesos del ciclo celular; y a escala poblacional incluye una cinética de crecimiento (Caycedo
etal., 2021).

La evaluacion de la cinética del crecimiento bacteriano se realiza empleando un medio
de cultivo liquido donde se evalua cuatro fases. La primera fase es de adaptacion a las
condiciones ambientales y nutricionales. Luego, la fase exponencial donde el consumo de
nutrientes del medio favorece la multiplicacion acelerada de los microorganismos. En la
siguiente fase, estacionaria, se estabiliza el crecimiento bacteriano debido a la disminucion de
nutrientes en el medio y se genera la liberacion de los productos de desecho. Finalmente, la fase
de muerte, donde se da la reduccion del nimero de bacterias viables (Kim et al., 2018).

2.1.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La técnica de la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR), es un método enzimatico
in vitro que amplifica una secuencia especifica del ADN. Al ser una herramienta especifica y
sensible puede detectar la presencia de las biomoléculas en una muestra, aun cuando las

cantidades se encuentran en picogramos (Erlich et al., 1991).

Los elementos importantes de la reaccion son el ADN, la enzima, los cebadores o
primers, los ANTPs y el ion magnesio. Durante las reacciones, las cadenas del ADN se separan
y funcionan como un molde para la accion de la enzima y esta pueda sintetizar en nuevas
cadenas. Esta enzima mantiene su funcionalidad a altas temperaturas por lo que se le considera
termoestable (Cariello et al., 1991). Los primers son dos secuencias; forward y reverse, que
delimitan la secuencia especifica que se requiere amplificar. Por otro lado, los dNTPs, son las
bases nitrogenadas y con accion de la enzima se pueda sinteriza las cadenas de ADN. El

magnesio; al ser un cofactor enzimatico, influye en la especificidad de la reaccion (Tamay de
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Dios et al., 2013).

Todos estos elementos interactian en las etapas que componen esta técnica:
desnaturalizacion, hibridacion y extension. En la desnaturalizacion, las cadenas de ADN son
separadas a una temperatura de 95°C por un tiempo dependiendo de la secuencia del templado;
luego, sigue etapa de hibridacion donde los primers se alinean al extremo de 3’ y para que la
temperatura melting (Tm) sea optima debe oscilar entre 50°C a 60°C. Y por tltimo la extension
donde la Taq polimerasa actia sobre el complejo templado- primers, la temperatura optima es
de 72°C y teniendo como resultados a los amplicones o productos de PCR (Pedrosa, 1999).
Los termocicladores generan las condiciones de temperatura y tiempo para cada ciclo. Al final
de la reaccion, los productos de PCR son analizados en geles de agarosa (Tamay de Dios et al.,
2013). Esta técnica molecular permite obtener una gran sensibilidad diagnostica al poder
detectar cantidad bajas de ADN y al amplificar la secuencia de este por medio de los primers

disefiados (Méndez y Pérez, 2004).
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III. METODO

3.1 Tipo de investigacion

El presente estudio de tesis fue un estudio secundario de tipo basica, alcance descriptivo
con un enfoque cualitativo y disefio no experimental de corte transversal donde se determind
las diferentes condiciones de la PCR convencional como la temperatura de hibridacion, MgClz
y primers, ademas de la concentracion del ADN respecto al limite de deteccion utilizando una
muestra nasofaringea con cultivo negativo para H. influenzae.
3.2 Ambito temporal y espacial

El presente estudio de tesis inici6 en el afio 2023. Se realiz6 en el Laboratorio de
Infectologia Pediatrica (LIP) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, ubicado en el
distrito de San Martin de Porres del departamento de Lima, Pert.
3.3 Variables

Las variables independientes son las condiciones de la PCR convencional (curva de
temperatura, MgCl, primers y concentracion de ADN), la variable dependiente es la
amplificacion por PCR del gen /pd el cual identifica la presencia de H. influenzae.
3.4 Poblacion y muestra

La poblacion de estudio estuvo conformado por las muestras nasofaringeas de 1000
nifios menores de cinco afnos colectadas en un estudio previo y el tamafio de muestra estuvo
conformado por once muestras nasofaringeas para la evaluacion de esta PCR. . Se utiliz6 para
el limite de deteccion, una muestra nasofaringea con cultivo negativo a H. influenzae y
para la evaluacion de la PCR diez muestras nasofaringeas con cultivo positivo a H. influenzae.
Estas muestras fueron otorgadas por el estudio principal "Distribucion de serotipos, biotipo y
sensibilidad antibidtica de Haemophilus influenzae en nios portadores nasofaringeos de cinco
hospitales en Lima, Pert entre los afios 2016-2019”, las cuales fueron cedidas con

consentimiento informado por otro estudio titulado “Distribucidon de serotipos y sensibilidad
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antibidtica de neumococo en nifios portadores nasofaringeos luego de la introduccion de la
vacuna 13-valente en Lima, Pert1”, el cual enrol6 y colectd hisopados nasofaringeos de 1000
niflos menores de cinco afnos que fueron atendidos en su consulta de pediatria, control del nifio
sano y/o consultorio de vacunacion de cinco hospitales nacionales en Lima, Perti durante 2018-
2019.

Este estudio previamente nombrado enrold a nifios considerados como “nifio sano”
segun la siguiente definicion: nifio que acude a su control de crecimiento o inmunizacion y que
cuyo familiar refiere que al momento del enrolamiento no padece de ninguna enfermedad
importante (meningitis, neumonia o bacteriemia). Se tuvo como criterios de exclusion: a)
sospecha de enfermedad aguda seria (neumonia probable, sepsis, bacteriemia, meningitis,
encefalitis) y b) uso de antibiéticos al momento del enrolamiento (24 horas) (Gonzales et al.,
2023)

El estudio principal cedié las muestras nasofaringeas de los nifios cuyos apoderados
dieron su consentimiento para su uso en estudios futuros. Esta tesis utiliz6 solo las muestras
colectadas cuyos apoderados hayan brindado el consentimiento previamente mencionado
(Anexo A).

3.5 Instrumentos

Se elabord una ficha de evaluacion de recoleccion de datos donde se colocaron las

diferentes variables estudiadas para su evaluacion. Para mas detalle revisar el Anexo D.

3.6 Procedimientos

La cinética de crecimiento utiliz6 la cepa Haemophilus influenzae ATCC® 10211 tipo b
como control positivo para evaluar el limite de deteccion de ADN y posterior estandarizacion.
Este aislamiento estdndar se reactivo en agar chocolate (TSA + 0.5% de sangre desfibrinada de
cordero calentada en bafio maria a 70°C) la cual permaneci6 en incubacion a 37°C por 24 horas

dentro de una jarra de anaerobiosis manteniendo un ambiente de CO al 5%. Posteriormente,
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se tomo una asada de la cepa reactivada del cultivo y se realizé un cultivo overnight en caldo
Infusion cerebro corazén (BHI) con suplemento Vitox Oxo0id® empleando las mismas

condiciones de incubacion previamente mencionadas (Tikhomirova, 2016).

Al completar la incubacion se procedid a medir la densidad o6ptica (OD) de la
suspension bacteriana y posteriormente obtener un valor entre 0,04 — 0,06. Luego se dispenso
3 mL de la suspension bacteriana en 12 tubos los cuales se incubaron empleando las mismas
condiciones descritas anteriormente, y se tomo las medidas de las absorbancias (625 nm) cada
hora en el espectrofotometro siendo la hora cero la absorbancia de la dilucidon inicial.

3.6.1 Cadlculo de las unidades formadoras de colonias

La cepa de referencia sera reactivada en agar chocolate para luego tomar una azada del
crecimiento bacteriano y posteriormente incubada en overnight en caldo BHI con Vitox
Oxo01d® en las mismas condiciones de la cinética de crecimiento. Luego se empled 16 mL de
la suspension bacteriana overnight y se depositd en un tubo conico de 50 mL para centrifugar
a 4000 rpm por 10 minutos. Se decantd el sobrenadante y se realizé dos lavados con 16 mL de
PBS, centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos, luego se resuspendio en 5 mL de PBS. Se
colectd6 1 mL de la nueva suspension y se colocd en un tubo eppendorf de 1,5 mL.
Posteriormente, se tom6 100 pL de esta dilucion y se colocd en un tubo de microcentrifuga que

contenga 900 pL de PBS, asi sucesivamente hasta lograr la dilucion 10 (Tikhomirova, 2016).

Una vez concluida las diluciones sucesivas, se toméd 100 pL de cada dilucion y se
inocularon las placas de agar chocolate para luego sembrar con un asa de drigalski.
Posteriormente, las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas dentro de una jarra de
anaerobiosis manteniendo un ambiente de CO> al 5%. Finalmente se realizo6 el conteo de las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) correspondiente a cada dilucion.

3.6.2 Inoculacion de la cepa bacteriana y extraccion de ADN

Se realizo la reactivacion de la cepa de referencia y posterior suspension bacteriana en
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caldo BHI con Vitox Oxoid ® para cumplir la cinética de crecimiento.

Posteriormente se procedio a inocular 20 pL de la suspension bacteriana en 180 uL de
una muestra nasofaringea negativa para H. influenzae por cultivo, la cual se encontraba
criopreservada en el medio STGG el cual contiene leche descremada, TSA, glucosa y glicerol.
Luego se procedio a extraer el ADN empleando el kit High Pure PCR Template Preparation Kit
ROCHE®. Se colect6 200 puL de la suspension bacteriana y luego se agregd 100 puL de buffer
TE (pH 8.0) que contiene una concentracion de lisozima a 10 mg/mL e incubo en el
Thermomixer® por 15 minutos a 37 C° (Chien et al., 2013). Finalmente se realizo la extraccion
del ADN empleando el protocolo mencionado en el kit. Se cuantificé el ADN utilizando el
Nanodrop®.

3.6.3 Evaluacion de las condiciones de PCR

Las condiciones de PCR fueron evaluadas utilizando los primers F729 y R819 que
amplifican el gen /pd (Tabla 1). Para evaluar la concentracion de ADN se utiliz6 la muestra
nasofaringea con cultivo negativo para H. influenzae previamente extraido con el protocolo
mencionado anteriormente. Asimismo, se utilizo como control positivo la cepa de Haemophilus
influenzae ATCC® 10211. También se evalu6 la temperatura en 52°C, 54°C, 56°C, 58°Cy

60°C, concentracion de magnesio y concentracion de primers.

Tabla 1

Primers para la amplificacion del gen hpd de H. influenzae.

Tamaio
Gen Secuencia (5'— 3") Referencia
(pb)
5’ AGA TTG GAA AGA AAC ACA AGA AAA .
F729 Peletiri et al.
AGA3’ 113

hod (2021)

R819 5 CAC CAT CGGCATATT TAACCACT 3’
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3.6.3.1 Electroforesis en gel de agarosa. Los amplicones o productos de PCR fueron
visualizados en un gel de agarosa de diferentes concentraciones utilizando buffer TBE 0,5 X
(tris 89 mM, 89 mM de acido boérico, 2 mM de EDTA pH 8,3) y bromuro de etidio (0,6 mg/mL)
utilizando la camara de electroforesis Biorad® horizontal a diferentes voltajes en distintos
tiempos de corrida electroforéticas para determinar las condiciones apropiadas para la correcta
visualizacion de los productos de PCR. El revelado del gel se realizé utilizando el
Fotodocumentador Biorad®.
3.6.4 Limite de deteccion de la PCR convencional

Para evaluar el limite de deteccion de la PCR se tom¢ diferentes concentraciones del ADN de
la muestra nasofaringea inoculada con la suspension bacteriana de H. influenzae, los cuales
corresponderan a una concentracion equivalente a las diluciones de UFC previamente analizadas. Se
utilizara como control positivo la cepa de Haemophilus influenzae ATCC® 10211.
3.6.5 Evaluacion de la sensibilidad diagnostica de la PCR en muestras nasofaringeas y otros
patogenos nasofaringeos

Se emple6 muestras nasofaringeas positivas por cultivo para H. influenzae elegidas
azar. Asimismo, se emplearan cepas estandar de S. pneumoniae D39, S. aureus (ATCC®
43300) y N. meningitidis (ATCC® 13077) como controles negativos y una muestra control
positiva de H. influenzae (ATCC® 10211). Finalmente se visualizo los productos de la PCR
en el gel de agarosa al 2%.
3.7 Analisis de datos

Se realizo el analisis analitico y observacional utilizando graficos y tablas a partir de los
resultados obtenidos. Para calcular los parametros de la estandarizacion y la evaluacion de los
resultados se utilizo los programas de Excel v.16 y STATA SE v.18, respectivamente, a partir

de las variables mencionadas.
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3.8 Consideraciones éticas

El presente estudio de tesis es un estudio secundario del proyecto de investigacion
titulado "Distribucion de serotipos, biotipo y sensibilidad antibidtica de Haemophilus
influenzae en nifios portadores nasofaringeos de cinco hospitales en Lima, Pert entre los afos
2016-2019” el cual conto con codigo de registro del Sistema Descentralizado de Informacion
y Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) y aprobaciéon del comité de ética 2075677 de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (Anexo B). El autor principal cedi6 las muestras para la

realizacion del presente estudio de tesis.



IV. RESULTADOS

4.1 Cinética de crecimiento y UFC de Haemophilus influenzae ATCC® 10211
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La fase latencia de la cepa de referencia Haemophilus influenzae estd comprendida en las tres

primeras horas. La fase exponencial o logaritmica inicié en la hora cuatro. La fase estacionaria inicio

entre la hora seis y siete prolongandose hasta el final del ensayo (Figura 1).

Figura 1
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Nota. Las medidas fueron resultado del promedio de tres ensayos diferentes con las mismas

condiciones y cepa de referencia. Fuente propia.

Las diluciones comprendidas entre 10" y 10 dieron como resultado un niimero de colonias

incontables. Las diluciones entre 104,10° y 10 dieron como resultados 329, 62 y 6 UFC

respectivamente. Las diluciones 10® y 10 no presentaron crecimiento bacteriano (Tabla 2).
p y p
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Tabla 2

Conteo de las UFC correspondiente a cada dilucion de H. influenzae

Dilucion N° colonias en 100 uL UFC/mL
10! Incontables -
102 Incontables -
103 Incontables -
10 Incontables -
10 329 UFC 3,29 x 108
106 62 UFC 6,20 x 10®
10”7 6 UFC 0,6 x 108
108 0 0
10 0 0

Nota. Fuente propia.

4.2 Determinacion de las condiciones de la PCR convencional

La concentracion de primers adecuada fue de 7,5 uM y se utilizd las condiciones
universales proporcionadas por el kit de PCR GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase Promega®
para la concentracion de MgCl> y dNTPs. La concentracion de ADN utilizada fue de 10 ng por
reaccion proveniente de la cepa de referencia. Se utilizd un volumen de ADN de 5 pl y un

volumen final de 22 puL por reaccion (Tabla 3).

Las condiciones de desnaturalizacion, hibridacion y extension fueron modificadas a
partir de la referencia proporcionada del kit PCR Promega® (Tabla 4). La temperatura de
hibridacion adecuada fue de 60°C y a 40 ciclos observando una banda intensa en dicho producto

utilizando un gel de agarosa al 2% con 70 voltios a 60 minutos (Figura 2).



Tabla 3

Supermix de la PCR estandarizada
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Concentracion Inicial Concentracion
. pL
Final

HO 11,95
Primer F 7,5 uM 0,3 uM 0,88
Primer R 7,5 uM 0,3 uM 0,88

Buffer 5X 1X 4.4
dANTP 10 mM 0,2 mM 0,44
MgCl» 25 mM 1,5 mM 1,32
Taq Polimerasa 5U/uL 0,03 U/rxn 0,132

ADN (ng/uL) - - 5
Volumen final ( uL ) 22

Nota. Adaptado de las condiciones dadas por el kit PCR Promega®. Fuente propia.

Figura 2

Determinacion de la temperatura de hibridacion

M B

113 pb

52°C 54°C 56°C 58°C 60°C

Nota. Gel electroforesis del resultado de PCR convencional. M; marcador de peso molecular

de 100 pb, B; blanco. Fuente propia.



Tabla 4

Condiciones de la PCR convencional para la deteccion de H. influenzae

Condiciones del equipo Condiciones de electroforesis
1X 94°C por 2 min Agarosa al 2% 12¢g
0,5X buffer TBE 60 mL
94°C por 30 sec
0,6 pg/ul dg bromuro 6 UL
60°C por 90 sec de etidio
40X p
72°C por 30 sec Cargar 8 uLL de muestray 7 pL de 100 pb
1X 72°C por 5 min marcador
00 4°C Corrida a 70V por 1h
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Nota. Adaptado de las condiciones dadas por el del kit PCR Promega® para conveniencia del

estudio. Las condiciones de la electroforesis post-reaccion estan sujetas a cambios en funcion a

la cantidad de muestras que se analizara. Fuente propia.

4.3 Limite de deteccion de la PCR

En las diluciones seriadas para la determinacion de las UFC se obtuvo como limite de

deteccion referencial 6,20 x 108 UFC/mL (Anexo C). La muestra nasofaringea negativa para

H. influenzae inoculada con la cepa de referencia obtuvo una concentracion de ADN de 36 ng

por reaccion mientras que en un volumen de 5 pL es equivalente a 183 ng. Se realizé diluciones

seriadas en factor 1/10 de 3,29 x 107-10° UFC/mL obteniéndose amplificacion hasta una carga

bacteriana de 10* siendo equivalente a una concentracion de 0,183 ng por reaccién (Figura 3).

Por lo tanto, el limite de deteccion para muestras nasofaringeas es de 3,29 x 10* UFC/mL.
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Figura 3

Evaluacion del limite de deteccion de la PCR

Nota. Amplicones de cada dilucion de ADN a partir de la muestra nasofaringea inoculada con
H. influenzae ATCC® 10211. M; marcador de peso molecular de 100 pb, B; blanco, C+;
Haemophilus influenzae ATCC® 10211. Fuente propia.
4.4 Evaluacion de la sensibilidad diagnéstica de la PCR

La PCR para la evaluacion diagnostica mediante el gel electroforético muestra que la
amplificacion para H. influenzae sin mostrar banda en los productos de controles negativos
(Figura 4A). De la misma manera, esta PCR identificé H. influenzae en diez muestras que

fueron positivas por microbiologia (Figura 4B).
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Figura 4

Evaluacion de la sensibilidad diagnostica

Nota. M; marcador de peso molecular de 100 pb, B; blanco. A: Gel electroforesis de H.
influenzae como control positivo y otros patdogenos como controles negativos. 1; H. influenzae
ATCC® 10211, 2; S. aureus ATCC® 43300, 3; S. pneumoniae D39, 4; N. Meningitidis
ATCC® 13077. B: Muestras positivas a H. influenzae evaluadas previamente por

microbiologia, C+; H. influenzae ATCC® 10211. Fuente propia.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio, se estandarizo una PCR convencional para la deteccion de H.
influenzae en muestras nasofaringeas de nifios menores de cinco afos considerados como
poblacion de riesgo. La temperatura de hibridacion optima de la PCR fue 60°C con 40 ciclos,
las concentraciones ideales fueron 1,5 mM en MgCly, 0,2 mM para dANTP, 7,5 mM en primers
y el rango de concentracion optimo de ADN fue de 0,183-183 ng por reaccion. El limite de
deteccion fue 3,29 x10* UFC/mL correspondiente a una concentracién de ADN de 0,183 ng.
De un total de diez muestras positivas identificadas por microbiologia, la PCR detectd H.
influenzae en todas las muestras. La evaluacién con controles negativos detecto solo H.
influenzae sin amplificar en S. pneunomiae, S. aureurs y N. meningitidis. Nuestros resultados
sugieren que el emplear técnicas moleculares son una alternativa eficaz como método
diagnéstico rapido de esta bacteria a partir de muestras donde la densidad bacteriana es baja.
Entre las condiciones de este PCR, los resultados fueron dados gracias al kit Promega® que
incluye las concentraciones iniciales de dNTP y MgCl> obteniendo una concentracion final
optima de 0,2 mM y 1,5 mM, respectivamente. La concentracion optima de primers fue 7,5
mM, sin embargo, un estudio en Estados Unidos evalu¢ el desarrollo de un PCR en tiempo real
para la deteccion de patogenos causantes de meningitis en muestras de LCR, entre ellos
utilizando el primer dirigido al gen hpd para la deteccion de H. influenzae a una concentracion
de 300 nM. Asimismo, emple6 un kit PCR master mix Kentalq® que contiene MgClz a una
concentracion de 17,5 mM y ANTP a 1 mM obteniendo una sensibilidad del 95% y especificidad

del 99,7% en el diagndstico (Voung et al., 2016).

Por otro lado, la temperatura de hibridacion optima en nuestro estudio fue de 60°C a 40
ciclos, sin embargo, entre otros estudios de PCR en tiempo real obtuvieron una amplificacion
optima a 30 ciclos para muestras nasofaringeas empleando una temperatura de hibridacion de

50°C (Tian et al.,, 2012). Asimismo, un estudio en China donde evaluaron muestras
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nasofaringeas obtuvo resultados 6ptimos con 35 ciclos y a una temperatura de 54°C empleando
un PCR multiplex para identificar H. influenzae (Fan et al., 2018). Dentro de este contexto, las
variaciones en el protocolo de nuestro PCR frente a otras técnicas moleculares dependerian del
kit utilizado, técnica de PCR empleado si es en tiempo real o convencional, asi como la
secuencia del primer del cual es necesario evaluar para determinar la temperatura de
hibridacion.

La concentracion optima de ADN se encontré en un rango de 0,183 — 183 ng por
reaccion para determinar el limite de deteccion de la prueba molecular. En Nigeria se
estandariz6 un PCR multiplex para la deteccion de H. influenzae, S. pneumoniae y N.
meningitidis aplicado a muestras de liquido cefalorraquideo considerando una concentracion
optima de ADN entre 0,03 — 50,5 ng/ uL por reaccion (Peletiri et al., 2021). Esto sugiere que la
variacion de concentracion es debido al tipo de muestra. Nuestro estudio evalud la
concentracion de ADN a partir de una muestra nasofaringea de un nifio sano el cual tiene menor
densidad bacteriana comparado con un paciente con enfermedad lo que conllevaria a una baja
sensibilidad de identificacion si se utiliza como método el cultivo microbioldgico al contrario

del PCR como método de deteccion de bacterias viables y no viables en la muestra.

El limite de deteccion obtenido fue de 3,29 x10* UFC/mL para una densidad bacteriana
minima detectable equivalente a una concentracion de ADN de 0,183 ng. En Australia, se
realizo el andlisis de densidad bacteriana en muestras nasofaringeas de nifios sanos. Entre las
bacterias evaluadas se encontraba H. influenzae con una densidad bacteriana detectable por
PCR en tiempo real de 6,5 x 10% a 1,8 x 10% células por mL lo que conllevé al limite de deteccion
optimo de la PCR (Binks etal.,2011). De igual manera en Peru se analizo la densidad bacteriana
entre asociaciones de S. pneumoniae, H. influenzae y S. aureus en muestras nasofaringeas de
nifios sanos siendo para H. influenzae una densidad bacteriana minima detectable de 10*

UFC/mL por PCR cuantitativo (Chien et al.,2013).
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Si bien en nuestro estudio no se ha analizado la asociacion de la densidad bacteriana de
H. influenzae con otros patogenos, se infiere que existe alguna interaccion bacteriana y otros
factores del huésped que influyen en la colonizacion (Jacoby et al., 2007). Un estudio de datos
longitudinales y andlisis del estado de colonizacion en nifios sanos de Australia encontr6 una
asociacion positiva entre S. pnuemoniae 'y H. influenzae; sin embargo, estudios in vitro sugieren
la inhibicion de crecimiento de H. influenzae causado por el peroxido de hidrogeno producido
por S. pneumoniae (Pericone et al., 2000). Otro estudio epidemioldgico en nifios con infeccion
respiratoria aguda mostrd la asociacion positiva entre H. influenzae en presencia de M.
catarrhalis, otro colonizaste de la nasofaringe (Pettigrew et al., 2008). En este contexto, el
mecanismo que ocurre en la nasofaringe es complejo y existen factores externos propios del
huésped que pueden afectar o no la densidad bacteriana de H. influenzae y como consecuencia

su colonizacion.

Por otro lado, esta PCR utilizo el primer dirigido al gen /pd el cual codifica la proteina
D y se encuentra altamente conservado en la superficie de la membrana de H. influenzae
ademas es altamente especifico y sensible para la deteccion de H. influenzae encapsulados y
no encapsulados (Wang et al., 2011). En este estudio se observd que al utilizar los controles
negativos de S. pneumoniae, N. meningitidis y S. aureus; considerados como patogenos
colonizantes de la nasofaringe, no amplificé para ninguno de ellos. Asimismo, la evaluacion
diagnostica identificé H. influenzae en diez muestras positivas las cuales fueron evaluadas
previamente por la técnica microbiologica gold estandar. De hecho H. influenzae presenta
cierta similitud en la morfologia de colonias y caracteristicas bioquimicas con otras especies
como lo es H. haemolyticus siendo un microorganismo comensal de la nasofaringe el cual

puede resultar en falsos positivos (Murphi et al., 2007).

Un estudio en Estados Unidos elabor¢ tres ensayos de PCR en tiempo real con el gen

hpd con diferentes secuencias comparando con otros genes dirigidos a H. influenzae obteniendo
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una especificidad del 91% y sensibilidad del 88% a comparacion de los otros genes con 80%;
por lo tanto, los primers dirigidos al gen Apd obtuvieron una mayor sensibilidad (Blinks et al.,
2012). Dentro de este marco, al utilizar el ensayo PCR con primers dirigidos al gen hpd, es
altamente especifico para la identificacion de H. influenzae proporcionando una herramienta

adecuada para la diferenciacion de este frente a otros microorganismos (Theodore et al., 2012).

Entre las limitaciones del estudio, este PCR convencional obtuvo un limite de deteccion
bajo esperando una amplificacion a diluciones minimas en comparacion de otras técnicas
moleculares cuantitativas. Por otro lado, esta técnica convencional continia siendo costo
beneficio ya que pudo detectar H. influenzae en muestras nasofaringeas con un tiempo de
criopreservacion mayor a dos afos donde la densidad bacteriana es minima. Otro factor
determinante fue la metodologia de UFC donde se observo una amplificacion del PCR a una
dilucion no esperada. Se puede inferir que el proceso de dilucidn y posterior extraccion de ADN
empleando el kit existe una pérdida de bacterias viables en el medio la cual afectaria la
amplificacion en el PCR como posterior sobreestimacion de colonizacion bacteriana por lo que
se recomienda la metodologia en copias por genoma. A pesar de ello, la escasa bibliografia en
la metodologia de UFC en esta bacteria aporta informacion sobre su crecimiento bacteriano
desde la cepa ATCC en comparacion con una muestra nasofaringea considerando asi el limite

deteccidn.
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VI. CONCLUSIONES
-Las condiciones de la PCR fueron 1,5 mM en MgClz, 0,2 mM para dNTP, 7,5 mM y

0.183 — 183 ng de ADN a una temperatura de hibridaciéon de 60°C con 40 ciclos.

-El limite deteccion fue de 3,29 x10* UFC/mL con una concentracion de ADN de 0.183
ng para muestras nasofaringeas.
-El gen hpd identificd H. influenzae en diez muestras nasofaringeas y sin amplificacion

en S. pneumoniae, N. meningitidis y S. aureus.
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VII. RECOMENDACIONES
-Se recomienda realizar una comparacién del limite de deteccion empleando el método
de copias por genoma con la técnica de Unidades formadoras de colonias. Esto permitira
observar la perdida de bacterias viables empleando las UFC por lo que actualmente la

bibliografia referencial utiliza el primer método en mencion.

-Se recomienda reorganizar el volumen final de primers en funciéon de la concentracion
con la finalidad de optimizar el uso de los reactivos en caso se evalien grandes cantidades de

muestras.

-Se recomienda evaluar el voltaje y tiempo de la electroforesis en funcion del tamafio

del gel que se empleard, con ello la cantidad de muestras que el investigador plantea analizar.

-En mas de diez afios los ultimos estudios epidemiologicos en Peru referentes a
colonizacion de H. influenzae en nifios sanos no se han actualizado, por lo tanto, se recomienda

emplear esta PCR como método.
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IX. ANEXOS

Anexo A. Consentimiento informado.

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: Distribucion de serotipos y sensibilidad antibiotica de neumococo en nifios portadores
nasofaringeos luego de la introduccion de la vacuna 13-valente en Lima, Peru,
Sede Hospitalaria:

Investigadores del Proyecto:

Dr. Mosheh M. Alcarmaz (Universidad Pervana Cayetano Heredia (UPCH), Hospital Cayetano Heredia (HCH)), Dra.
Alessandra Luna (UPCH), Lic. Erik H Mercad (UPCH), Dr. Eduardo Chaparro (HCH), Dr. Francisco Campos
(Hospital San Bartolomé), Dra, Olguita Del Aguila (Hospital Nacional E. Rebagliati M.), Dra. Maria Esther Castillo
(Inst. Nauciomal de Salud del Nifio), Dr. Andrés Suenz (Hospital Daniel Alcides Carridn), Dra. Theresa J. Ochoa
Woodell (UPCH).

1) ¢De qué se trata ¢l proyecto?

1 neumococo s un microbio que puede ubicarse en ¢l interior de la nariz y la garganta de nifios sanos; pero, en
ocasiones, puede producir enfermedades como meningitis (infeccion al cerebro), neumonia, infecciones en ¢l okdo,
entre otras. L transmision del neumococo se ve facilitada-por el elevado ndmero de nifos que tienen microbios en
lu nariz. Hoy fenemos vacunas contra ¢l neumococo, pero no climinan totalmente la presencia del neamococo en la
nariz (estado de portador).E1 propdsito de este estudio e saber si su hijo tiene el neumococo en la nariz a pesar de
estar suno. Para esto, le tomaremos una muestra de Ia nariz con un hisopo y le haremos algunas preguntas sobre la
salud de su bijo. También nos intéresa conocer sl existe resistencia del neumococo contra los antibidticos (si
funcionin o no). Esto lo mediremos ¢n ¢l laboratorio. Su nifio no recibird ningin tratamiento, En este  proyecto
participarin aproximadamente 1000 nifios de $ hospitales de Lima

2)  ;Quicnes pueden participar en ol proyecto?

Podran participar nifios de 2 meses o 2 aflos de edad que acuden ol Programa de Control del Nifio Sano o al
Programa de Crecimiento y Desarrollo o & Vacunacién de este hospital. Pueden participar niflos sanos © con una
leve Infeccion respintoria superior (resfrio comin, tos leve, rinomea o “moquitos™, estomudos, temperntura menor
de 38.5°C), Pueden participar nifos vacunndos o no contra el neumococa.

3 LComo se realizard la toma y andlisis de ln muestra?

Se usar un hisopo flexible y muy delgado, especinlmente disefado para este tipo de muestrus. Se sostendrd al nifio
fijando su cabeza con cuidado, se introducird ¢l hisopo por la fosa nasal y se doslizard suavemente hasta al fondo de
la nariz, Luego se retirard y s¢ colocard en un medio especial para ¢l crecimiento del neumococo. Las muestras se
analizarin en ¢l Laboratorio de Infectologia Pedidtrica de In UPCH, Las muestras las guardaremos por 10 afios, para
poder buscur otros microbios en ¢l futuro,

Favor de leer cuidadosamente lo siguiente, marcar “Si™ 0 “No™ ¢ Incluir sus iniciales y la fecha
Estoy de acuerdo con que la muestra de fn nariz de mi hijo s¢ almacene pars uso futuro de investigaciones
relacionada 4 otros microbios, aprobudos por los Comités de Etica de investigacion en seres humanos.

E NO Iniciales Fecha
Deseo que s¢ me contacte para estudios futuros si son aprobados por los Comités de Etica (de la UPCH yio del
Hospital) para que yo tenga la opeion de proveer consentimiento para que un investigador use las muestras de mi
hijo

() Sk quiero la opckon de proveer consentimiento nuevamente cadi vez que un estudio futuro se apruche
() No, no necesito proveer consentimiento nuevamente cada vez que se aprucbe un estudio futuro
Iniclales Focha

4)  LExiste algin riesgo para el nifio que participa en ¢ proyecto?

£ tomar esta muestra en su niflo le puede causar cierta incomodidad y leve dolor (por la presencia del hisopo en la
nariz). En muy rams ocasiones se puede observar una minima coloracion de sangre en la punta del hisopo que no
thene ningin peligro. No existen riesgos para la salud del nifo con este procedimiento.

§) iExiste algin beneficio por participar en el proyecto?

No hay un beneficio directo para usted o su hijo; sin embargo, este proyecto dard aportes cientificos a la comunidad.
F1 estudio permitird saber si su nifio ¢s portador sano de neumococo. Si su niflo estd sano, No requiere tratamiento,
Conocer ¢l tipo de neumococo nos ayudard o vigilar ¢ efecto de las vacunas en nuestro pais. Ademds, conocer la
resistencin o los antibidticos permitird dar un adecuado tratamiento en el futuro a Jos niflos que acudan o este
hospital por alguny enfermedad en la que se sospeche neumococo.
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Anexo B. Aprobacion del comité de ética.

NNT o : Drezoan Uaversiiaca oe
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Anexo C. PCR de diluciones sucesivas de las UFC.

Nota. Amplicones de las diluciones en funcion a las UFC de H. influenzae ATCC® 10211. M;

marcador de peso molecular de 100 pb, B; blanco. Fuente propia.
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Anexo D. Instrumentos del disefio de estudio de acuerdo a las variables.

Diseiio de Tipo de Variable Detalle
estudio Variable
Independiente Temperaturas utilizadas:

Curva de Temperatura.

52°C, 54°C,56°C,58°C,60°C.

Descriptivo, no MgCl,

Concentracion de MgCl12

experimental de

corte transversal Primers

Concentracion de primers

Concentracion de
ADN.

UFC e intensidad de la
banda.

Dependiente Amplificacién de gen

Observacional hpd.

Visualizado en el gel
electroforesis, banda de 113
pb.




