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RESUMEN

La infeccion respiratoria aguda esta dentro de las cinco primeras causas de
consultas médicas y de morbilidad en Colombia. Los adultos mayores presentan
algunas caracteristicas fisiologicas e inmunolégicas que los hacen mas
susceptibles a las enfermedades respiratorias. El propdsito de este estudio fue
conocer la etiologia de las infecciones respiratorias en adultos mayores de 60
afios de un centro geriatrico. Se estudiaron 71 pacientes que presentaban
infeccién respiratoria aguda. La neumonia y el resfriado comdn fueron las
infecciones respiratorias mas frecuentes en el centro geriatrico. La etiologia
bacteriana represent6 el 57,1% de los casos siendo K. pneumoniae y S. aureus

los microorganismos bacterianos mas frecuentes.

Palabras clave: Geriatria; Infeccidbn Respiratoria Aguda; Etiologia; Frecuencia;

Neumonia; Bronquitis; Laringitis; Faringitis; Resfriado comuan; adulto mayor.

ABSTRACT

Acute respiratory infection is among the five leading causes of visits to the
physician's offices and of morbidity in Colombia. The adults have some
physiological and immunological characteristics that make them more susceptible
to respiratory diseases. The purpose of this study was to know the etiology of
respiratory infections in adults over 60 years of a geriatric center. Seventy one
patients with acute respiratory infections were studied. The most frequent
respiratory infections in the adults were pneumonia and common cold. Bacterial
etiology, with a frequency of 57,1%, was the main cause of respiratory infection

with K. pneumoniae and S. aureus being the most frequent etiologic agents.

Key words: Geriatrics; Acute Respiratory Infection; Etiology; Frequency;

Pneumonia; Bronchitis; Laryngitis; Pharyngitis; Common Cold; Adults.
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PRESENTACION

Introduccion: la infeccidon respiratoria aguda (IRA) es un grupo de patologias de
etiologia viral y bacteriana que afecta a personas de todas las edades siendo
causa importante de hospitalizacion en el adulto mayor donde presenta una tasa
de mortalidad de 3-5 veces mayor que la registrada para nifios y adultos jovenes.

Objetivo: determinar la etiologia microbiana de la IRA en adultos mayores de 60

afos residentes en 4 centros geriatricos de la ciudad de Bogota.

Materiales y métodos: se realiz6 un estudio descriptivo, de corte transversal en
adultos mayores de 60 afios que presentaron sintomatologia asociada a IRA en el
periodo comprendido entre Enero a Diciembre del 2012. A cada paciente se le
tomé6 una muestra de aspirado nasofaringeo para la deteccién por
inmunofluorescencia directa de antigenos virales para Virus Sincitial Respiratorio,
Adenovirus, Parainfluenza 1, 2, 3, Influenza A y B; esputo para identificacion de
bacterias de crecimiento rapido o tipicas por el sistema Microscan y para la
extraccion de ADN utilizado en la identificacion de C. pneumoniae y M.
pneumoniae por gPCR. Los datos de la historia clinica para estudio de factores de

riesgo fueron tabulados y analizados en una base de datos en SPSS19.

Resultados: se estudiaron 71 pacientes que presentaban infeccidn respiratoria
aguda de los cuales 56,3% pertenecen al género masculino y 43,7% al género
femenino con una mediana de edad de 76 afios y 72 afos respectivamente. Los
diagnosticos clinicos mas frecuentes fueron los relacionados con el tracto
respiratorio alto (IRA-TRA) con 49 casos (69%), mientras que los asociados con el
tracto bajo (IRA-TRB) se presentaron 22 casos (31%). A nivel de IRA-TRA el
33,8% fueron diagnosticados con resfriado comun, seguido de faringitis 15,5%,
sinusitis 9,9%, laringitis 5,6% y amigdalitis 4,2%. A nivel del IRA-TRB en el 23,9%

14
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se diagnosticd neumonia 23,9%, y bronquitis con el 7%. Se identifico la etiologia
microbiana en el 57,7% de los pacientes, para un total de 49 agentes etiol6gicos
de los cuales el 57,1% correspondid a bacterias de crecimiento rapido, 28,6%
virus, 14,3% bacterias atipicas y el 16,3% infecciones mixtas. Los
microorganismos de mayor frecuencia fueron K. pneumoniae y S. aureus con 8
casos (11,3%) dentro de las bacterias, y el Virus Sincitial Respiratorio con 6 casos
(8,5%) dentro de los virus. Se detect6 M. pneumoniae en 4 casos (5,6%), C.
pneumoniae con 3 casos (4,2%) dentro de las bacterias atipicas. Las infecciones
mixtas de mayor frecuencia fueron entre virus y bacterias de crecimiento rapido
con un 7%. La desnutricién, la dieta y las enfermedades de base fueron los
factores mas frecuentes en la poblacién de estudio, sin embargo no fue posible su
asociaciéon como factor de riesgo para la IRA debido al bajo nUmero de eventos
para el andlisis de cada infeccién y a los intervalos de confianza con rangos muy

amplios.

Conclusiones: las formas clinicas que predominaron fueron las infecciones
respiratorias agudas altas dentro de ellas el resfriado comin. En el tracto
respiratorio bajo se observé un bajo nimero de casos pero con un significativo
ndamero de neumonias. Se demuestra una alta incidencia de entidades bacterianas
y virales asociadas a IRA. Las bacterias de crecimiento réapido fueron los
principales agentes etioldgicos de IRA, siendo K. pneumoniae y S. aureus los
agentes bacterianos mas frecuentes. No sé encontré un factor de riesgo asociado
a IRA en la poblacion de adultos mayores de 60 afios estudiados.
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INTRODUCCION

La infeccion respiratoria aguda (IRA) incluye un complejo y heterogéneo grupo de
enfermedades de alta frecuencia que compromete una o mas partes del sistema
respiratorio, causada principalmente por virus y bacterias, con un periodo de
evolucion inferior a 15 dias (Valero et al., 2009). Anatdmicamente se clasifican en
infecciones del Tracto Respiratorio Alto (TRA) o del Tracto Respiratorio Bajo (TRB)
segun las estructuras del sistema respiratorio que comprometen. Dentro de las
infecciones del TRA tenemos resfriado comun, rinitis, sinusitis, otitis, mastoiditis,
faringitis, amigdalitis donde la inflamacion de cada 6rgano se acompafa por la
presencia de uno 0 mas signos/sintomas como rinorrea, obstruccion nasal,
odinofagia, otalgia, disfonia con o sin fiebre (Valero et al., 2009). Las infecciones
del TRB bronquitis, bronquiolitis, y neumonia incluyen como sintomas
caracteristicos y diferenciales dificultad respiratoria, expectoracion mucopurulenta,
dolor pleuritico acompafiadas o no de fiebre segun el microorganismo causal
(Drummond et al., 2000). Algunas patologias cronicas como enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, la insuficiencia cardiaca, la diabetes mellitus y factores como
el hacinamiento, desnutricion, cambios climaticos, mala higiene, no inmunizacion,
las enfermedades parasitarias, el uso indiscriminado de antibiéticos, fumador
pasivo entre otros son considerados factores de riesgo para los adultos mayores
(Lieberman & Lieberman, 2003; Sanguinetti, De Benedetto, & Miragliotta, 2000).

Las infecciones respiratorias son la principal causa de muerte mundial provocando
1,6 millones de muertes anuales en adultos mayores de 59 afos (World Health
Organization, 2008). En Colombia, la enfermedad respiratoria se encuentra dentro
de las cinco causas mas importantes de mortalidad en los adultos mayores
(Ministerio de salud y proteccién social, 2011), debido a la vulnerabilidad que
presenta este grupo etario por las caracteristicas fisiolégicas propias del

envejecimiento celular, una menor capacidad de respuesta del sistema inmune,
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presentar enfermedades cronicas de base, ademas de un mayor impacto de los
factores de riesgo, aspecto que hacen del adulto mayor una poblacién de salud
fragil con mudltiples factores que predisponen el desarrollo de infecciones

respiratorias (Alvarez, 2001).

Usualmente las infecciones del TRA se diagnostican a través de la historia clinica
y el examen fisico, en tanto que las de TRB se complementan con pruebas de
identificacion por el laboratorio clinico y radiologia dada la gravedad clinica y
requerimiento de tratamiento antibidtico. Las IRA pueden ser ocasionadas entre
otros por bacterias de crecimiento rapido o tipicas como Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenza, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, bacterias atipicas como Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia
pneumoniae y virus como el Virus Sincitial Respiratorio (VSR), Virus de la
Influenza A con su subtipo H1IN1 e Influenza B, Parainfluenza (PIV) 1, 2 y 3,
Adenovirus (AdV), y los recientemente identificados Metapneumovirus, Bocavirus
y Mimivirus. Aunque hoy en dia existe una gran oferta de pruebas para la
identificacion de estos microorganismos, es muy poco lo que se sabe acerca de M.
pneumoniae y C. pneumoniae especialmente en la poblacion adulta, la cual
presenta una mayor incidencia de los factores de riesgo, requerimientos de
hospitalizacion de 4 a 6 veces mayor en comparacion con la poblacién adulta de
menos edad, riesgos alrededor del 25-30% (Saldias et al., 2002) y tasas de

mortalidad de 3-5 veces mayor que en adultos mas jovenes (Meyer, 2010).

La IRA es un problema de salud publica en donde persiste el subregistro debido a
gue su notificacion no es obligatoria, ademas existe baja accesibilidad a pruebas
diagnoésticas confirmatorias, presentacion subclinica en el adulto mayor e
informacion limitada sobre bacterias atipicas como agentes etiologicos, razén por
la cual es importante conocer la realidad local sobre la etiologia, clinica,
diagnéstico y tratamiento de esta enfermedad con el fin de generar informacion

que a futuro permita implementar estrategias para mejorar la vigilancia
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epidemiologica, diagnoéstico y prevencion de la infeccion en la poblacion de
estudio.
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1. ALCANCE Y DEFINICION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

A nivel mundial las infecciones del tracto respiratorio se encuentran entre los
trastornos mas comunes que afectan la salud y el bienestar del individuo
(Lipscomb, Hutt, Lovchik, Wu, & Lyons, 2010). Para América Latina la mortalidad
reportada por este tipo de infecciones es del 6% comparado con el 4% de los
paises desarrollados (Isturiz, Luna, & Ramirez, 2010). En Colombia para el afio
2009, las enfermedades de las vias respiratorias se encontraban dentro de las
cinco primeras causas de mortalidad en adultos mayores con un 8,67% entre

100.000 habitantes (Ministerio de salud y proteccién social, 2011).

A nivel del adulto mayor, el envejecimiento de la poblacion y el crecimiento
demografico en este grupo etario, ha producido un aumento en la tasa de
pacientes que requieren hospitalizacion y por lo tanto sobrecostos en la atencion
por los servicios de salud, siendo necesaria la construccion de criterios unificados
y consistentes en el manejo y clasificacion de riesgo de la IRA que puedan
eliminar o reducir la necesidad de hospitalizacién o su duracién, lo cual sin duda
tendrd gran importancia econdémica, social y de salubridad (Lieberman &
Lieberman, 2003).

En este sentido, se hace necesario determinar la etiologia de las infecciones
respiratorias agudas en adultos mayores de 60 afios con el fin de generar datos
gue puedan ser usados como un punto de partida en la valoracion de los factores
de riesgo que inciden en este grupo etario frente a la infeccién y de esta manera
brindar herramientas para los programas de prevencion y tratamiento facilitando la
educacion para la salud y promocion de la participacion social de la comunidad
médica y de apoyo al cuidado del adulto mayor, teniendo como fin dltimo, mejorar

la calidad de vida de los individuos de edad avanzada de la poblacion de estudio y
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prevenir los factores que contribuyen al desarrollo de una enfermedad respiratoria
como lo es IRA.
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2. MARCO TEORICO

2.1 INFECCION RESPIRATORIA AGUDA

Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA) se encuentran constituidas por un
conjunto de patologias de origen viral o bacteriano que presentan como
manifestaciones clinicas comunes evolucion menor a 15 dias, tos, rinorrea,
obstruccion nasal, odinofagia, disfonia o dificultad respiratoria, acompafiados o no
de fiebre (McGeer et al., 1999) Las IRA se subdividen en tracto respiratorio alto
(TRA) vy tracto respiratorio bajo (TRB) involucrando muchos 6rganos y por ende
generando signos y sintomas de infeccién variable dependiendo del area
anatomica donde se ubique el proceso infeccioso, el cual puede cursar con
cuadros clinicos benignos hasta enfermedades graves que requieran
hospitalizacion, principalmente en pacientes de edad avanzada y nifios menores

de 5 afos (Olvera, Sanchez, Gutiérrez, & Zavala, 2002).

2.2 INFECCION RESPIRATORIA DEL TRACTO RESPIRATORIO ALTO

Las Infecciones del tracto respiratorio alto (IRA-TRA) en los adultos mayores se
observan con frecuencia en la practica clinica. Las personas de edad que sufren
de este tipo de infecciones pueden tener una disminucion de la actividad diaria,
una recuperacion mas lenta de la enfermedad, recurrir con mas frecuencia a los
servicios de salud lo cual implica una mayor morbilidad y un aumento en la carga
econdémica de la infeccion, ademas de la probabilidad de complicaciones mas
graves, a diferencia de los adultos mas jovenes. Entre las IRA-TRA tenemos el
resfriado comun, rinitis, sinusitis, otitis, mastoiditis, faringitis, amigdalitis (Geffen,
2006), siendo importante mencionar que también se incluye la laringitis, por efecto
de las muestras procesadas en el presente estudio. Las IRA-TRA a nivel viral se
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caracterizan por ser cuadros autolimitados y benignos a diferencia de las de origen

bacteriano que cursan con cuadros inflamatorios que requieren tratamientos

antimicrobianos dada la gravedad del proceso infeccioso. Las caracteristicas

clinicas de cada una de estas patologias se resumen en la tabla 1 y estan

enfocadas Unicamente a aquellos aspectos contemplados en

investigacion.

la presente

Tabla 1. Principales infecciones respiratorias asociadas al TRA. aracteristicas clinicas del proceso; se incluye la

etiologia de mayor frecuencia, los principales sintomas, los tiempos de incubacién y resolucién promediados entre

bacterias y virus.

Principales . i
. P Sintomas de _Penodo_g de .
Patologia agentes i incubacion y Referencia
infecciosa etiolégicos mayor peso clinico | yesarrollo de la bibliografica
enfermedad
Mas de 200 virus: Combinacion e Incubacion 2-5 | (Font, 2002;
c e Coronavirus, variable de fiebre, | dias. Greenberg, Allen,
E Rinovirus entre | tos, rinorrea, | e Resolucion 4- | Wilson, & Atmar,
o otros Picornavirus, | congestion y | 10 dias segun | 2000; Wat, 2004,
(&) A oz
o Virus secrecion nasal, y | respuesta del | West, 2002)
g Parainfluenza, congestion ocular. huésped.
= Influenza A y B,
3 Adenovirus y Virus
a Sincitial
Respiratorio.
e Rinovirus, Clinica bifasica | e Incubacion (Barberan,
Influenza, caracterizada  por | menor a 5 dias. Ortega, Mensa,
Parainfluenza vy | secrecion purulenta, | ® Resolucion Garcia, &
Adenovirus dolor unilateral, | MeNOr & 3| Barperan, 2008;
e Streptococcus semanas .
. mala respuesta a Del Rio-Navarro,
" pneumoniae y , )
= Haemophilus descongestionantes, Ito-Tsuchiya, &
3 influenzae y | Temperatura 39°C, Zepeda-Ortega,
c ’ . .
%) ocasionalmente halitosis, y efectos 2009; Rosenfeld

puede presentarse
infeccion por
Branhamella
catarrhalis

de presién facial,
cefalea y
alteraciones
olfatorias.

et al., 2007)
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¢ Rinovirus, Virus | Disfagia-Odinofagia, | e Incubacién 24- | (Choby, 2009;
de Influenza, | fiebre, hiperemia, | 72 horas Gore, 2013;
Parainfluenza, linfadenopatia e Resolucion 1 a | Kociolek &
" Z:grona\_/irus, regional y exudado 2 ) semanas Shulman, 2012;
= enovirus, . faringeo segun etiologia Somro et al,
o Enterovirus, Virus 9 2011; Zoorob,
= Sincitial Sidani, Fremont,
L Respiratorio, & Kihlberg, 2012)
Metapneumovirus
e Streptococcus
pyogenes, K.
pneumoniae, otros
¢ Rinovirus, Virus | Inflamacion, ¢ Incubacion 24- | (Choby, 2009;
" de Influenza, | eritema,  disfonia, | 72 horas Somro et al,
p= Parainfluenza, disfagia, exudado | ¢ Resolucion 1 a | 2011)
= Adenovirus, purulento o no, |2 semanas
2 Metapneumovirus rinorrea. segﬂn etio|ogia
S e Streptococcus
<
pyogenes, K.
pneumoniae, otros
e Rinovirus, Afonia, tos perruna, | e Incubacién 24- | (Reveiz,
Influenza, con o sin fiebre | 72 horas Cardona, &
Parainfluenza, desarrollando a | e Resolucién 3 — | Ospina, 2007)
Adenovirus y | continuacion, de | 8 dias
Coronavirus. forma lenta o aguda,
e Streptococcus un estridor
o viridans, inspiratorio
= Streptococcus caracteristico y
CE» pyogenes, dificultad
S Streptococcus respiratoria
-~ pneumoniae,
Haemophilus
influenza,
Moraxella
catarrhalis,
Chlamydia
pneumoniae

2.2 INFECCION RESPIRATORIA DEL TRACTO RESPIRATORIO BAJO

Las Infecciones del tracto bajo (IRA-TRB) son un grupo de entidades patolégicas,
que incluyen bronquitis, bronquiolitis, las exacerbaciones de la enfermedad
pulmonar crénica y neumonia siendo esta ultima la primera causa de muerte de
etiologia infecciosa en mayores de 60 afios, ocupando el quinto lugar entre las

causas de mortalidad global y el cuarto entre los motivos de hospitalizacién
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(Bonilla, Gémez, Robles, Vilalta, & Pedreira, 2003; Woodhead et al., 2011). Los
pacientes que presentan algun tipo de IRA-TRB pueden presentar signos
comunes como tos, disnea, taquipnea, fiebre, dolor en el pecho, respiracion
sibilante, anormalidades auscultatoria (Woodhead et al.,, 2011), y cambios

organolépticos en las caracteristicas del esputo (Greenberg et al., 2000).

Las neumonias pueden clasificarse en funciéon del agente causal (neumonia
neumocécica 0 neumonia estafilocécica), por el tipo de afectacion
anatomopatolégica (neumonia lobar, bronconeumonia, neumonia necrotizante,
absceso pulmonar y neumonia intersticial), en funcién del tipo de huésped,
(inmunocompetente e inmunosuprimido), en funcidon del ambito de adquisicion
(Intrahospitalarias y adquiridas), basados en el agente etiolégico y la
sintomatologia clinica (tipicas y atipicas) siendo esta ultima clasificacién la que
mas se adapta a los eventos fisiopatolégicos que ocurren en el adulto mayor dado
gue es importante mencionar que las personas de edad avanzada suelen tener un
cuadro clinico atipico con sintomas inespecificos. En ellos los sintomas iniciales
son una disminucién del nivel de conciencia, la aparicién de incontinencia urinaria
o de taquipnea, caidas, descompensacion de una enfermedad crénica o el
desarrollo de insuficiencia cardiaca congestiva, incluso pueden o no presentar
fiebre, produccion disminuida de esputo y tos ineficaz, haciendo el diagnéstico
mas complicado (Tipping & De Villiers, 2006). Las caracteristicas clinicas de las
patologias del TRB enfocadas a aquellos aspectos involucrados en la presente

investigacion se resumen en la tabla 2.
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Tabla 2. Principales infecciones respiratorias asociadas al TRB: caracteristicas clinicas del proceso segun indices

de Curb; se incluye la etiologia de mayor frecuencia, los principales sintomas, los tiempos de incubacion y

resolucién promediados entre bacterias y virus.

Sintomas de

Periodos de

Patologia Principales agentes incubacion y Referencia
. . L mayor peso G
infecciosa etiol6gicos I desarrollo de la bibliografica
clinico
enfermedad
3 Influenza A y B, | Cuadro catarral, | e Incubacion: (Aagaard &
Parainfluenza y Virus | fiebre, 24-72 horas. Gonzales,
Sincitial Respiratorio, | inflamacién o Resolucion: 2004;
MEIES que el 5 tolimitada del | 7-10 dias Buhagiar,
Coronavirus, Adenovirus, arbol  bronauial 2009:
X% Rinovirus X quial, T
= o Bordetella traqueg y Kroenmg,
=4 pertussis, Chlamydia | bronquios, Soroudi,
e pneumoniae y | fiebre, Castillo, &
@ Mycoplasma pneumoniae, | osteomialgias y Vilke, 2012;
Streptococcus malestar Tackett &
pneumoniae, general, tos, Atkins, 2012)
Haemophilus influenzae y ; .
Branhamella catharralis e?(pec qramon y
sibilancias.
. Influenza, Virus | Fiebre alta, | e Incubacién:1- | (Cheng, Chien,
Sincitial Respiratorio, | dolor pleuritico, | 7 dias Su, & Yang,
Adenovirus Y | escalofrios, tos | ® Resolucion: | 2013; Iroh,
Parainfluenza y expectoracion | / dias a 1 mes | 5593
. Streptococcus mucopurulenta. | S€9UN tratamiento. Jaroszewski
o pneumoniae, puruenta, ’
5 Staphylococcus ~ aureus, | leucocitosis o Webb, &
E Klebsiella ~ pneumoniae, | leucopenia 'y Leslie, 2012;
2 Haemophillus influenzae, | datos en la Woolfrey,
Pseudomonas aeruginosa | exploracion 2012)

. Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae y Legionella
pneumophila

radiolégica con
consolidacion
pulmonar

2.3 AGENTES ETIOLOGICOS DE IRA

La etiologia de la IRA involucra un amplio nidmero de microorganismos que

incluyen virus, bacterias de crecimiento rapido, bacterias atipicas y en el caso de

pacientes

inmunosuprimidos  se

micobacterias entre otros.

incluyen algunas especies de hongos vy
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2.3.1 Agentes Virales

En los adultos mayores, las infecciones respiratorias virales son una causa
significativa de morbilidad y mortalidad principalmente en TRB, en donde hasta un
40% de enfermedades respiratorias bajas diferentes a neumonia se han
relacionado con la infeccion viral respiratoria. En el caso de la neumonia, se
estima que se producen 100 millones de casos cada afio. So6lo en EE.UU., se
estima que 54.000 muertes anuales se atribuyen a Influenza y al Virus Sincitial
Respiratorio (VSR) (Jartti, Jartti, Ruuskanen, & Sdéderlund, 2012; Ruuskanen,
Lahti, Jennings, & Murdoch, 2011).

Los virus han sido ampliamente estudiados dentro del contexto de la IRA y su
caracterizacion clinica, epidemioldgica y microbiolégica esta claramente definida.
Los virus ocupan un puesto muy importante dentro de la etiologia de las IRA, pues
se considera que mas de 200 virus de aproximadamente 6 familias, causan
aproximadamente el 70% de los sindromes respiratorios. Sin embargo, solo 7 de
ellos pueden identificarse de manera rutinaria por Kits comerciales como son el
Virus Sincitial Respiratorio (VSR), los Virus de la Influenza A y B, Parainfluenza 1,
2 y 3 y Adenovirus, mas no especifican serotipos/genotipos. Otros virus como
Rinovirus, Metapneumovirus, Bocavirus, Coronavirus y el Torque Teno Virus estan
siendo considerandos como un potencial patégeno respiratorio, sin embargo, los
datos relativos a estos virus en los adultos mayores son escasos (Jartti et al.,
2012). Se sabe que Rinovirus (HRV), es el virus causante del resfriado comun y el
patdgeno respiratorio mas comun en todos los grupos de edad, aunque son
necesarios estudios que muestren las cifras de morbilidad y mortalidad asociadas
al adulto mayor. Asi mismo, en sujetos sanos de edad avanzada, la infeccion por
Metapneumovirus (MPV) es poco frecuente en los adultos mayores, como se
demostré en un estudio, en el cual MPV estaba presente solo en 1-2% de adultos
mayores sintoméaticos y en el 0-2% de los pacientes asintomaticos. Aunque en la

tabla 3 se ilustran las principales caracteristicas de los virus relacionados al
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presente estudio deben mencionarse algunas particularidades de los mismos a
nivel del adulto mayor como son las siguientes:

El VSR en este ultimo afio ha tenido especial importancia en Norteamérica
dado que una investigacion reciente mostré que en los adultos estadounidenses
mayores de 65 afios de edad, la incidencia anual global de la infeccion por VRS es
~3 a 4%, con una tasa estimada de hospitalizacién por asociacién con VSR anual
de ~0,1 a 0,4% y se estima que 10.000 muertes por afilo son a causa del VSR
(Cherukuri et al., 2013).

El Virus de la Influenza es considerado una de las principales causas de
muerte infecciosa en personas de edad avanzada debido en gran parte, a la
disminucién de la capacidad inmune con la edad, generando riesgos de muerte de
mas del 90% y un aumento de hospitalizaciones del 50% cada afio en personas
de 65 afios. Ademéas de la edad, vivir en hogares o asilos y presentar trastornos
comoOrbidos subyacentes aumentan la susceptibilidad a la influenza y el riesgo de
muerte por este virus (Gasparini, Amicizia, Lai, Rossi, & Panatto, 2013; Pop &
Gravenstein, 2011).

A nivel de PIV, un estudio en adultos hospitalizados se demostr6 que PIV-1y
PIV-3 se encuentran entre las cuatro infecciones identificadas més frecuentemente
asociados con la infeccion del tracto respiratorio inferior durante las temporadas
de mayor circulacion de estos virus, detectando PIV-1 en 18 (2,5%) de
721pacientes y PIV-3 en 22 (3,1%) de 705 pacientes (Marx et al., 1999).

Finalmente en AdV, un estudio realizado durante un brote en una unidad de
cuidado de adultos mayores, en donde encontraron como agente causal al AdV
tipo 4 asociado con aumento de la mortalidad, siendo la tasa de ataque del 30%, y
la tasa de letalidad del 33%, lo que contrasta con las descripciones anteriores de
la infeccién por AdV en adultos inmunocompetentes, para los cuales la infeccion
es con frecuencia leve y autolimitada (Kandel, Srinivasan, Lu, Erdman, & Jhung,
2010).
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Tabla 3. Principales agentes etiolégicos virales causantes de IRA. La tabla ilustra las caracteristicas estructurales,

y principales aspectos epidemiolégicos relacionados a IRA.

Virus

Caracteristicas generales

Aspectos
epidemioldgicos
relevantes a IRA

Referencias
bibliogréaficas

VSR (Virus
Sincitial
Respiratorio)

e Familia Paramixoviridae

e Virus envuelto con ARNss (-) no
segmentado que incluye 10 genes que
codifican 11 proteinas

e Virion pleomoérfico de 90 y 130 nm

¢ Induce la formacién de sincitios en tejidos
celulares

e 2 grupos de VRS: Ay B

Afecta todas las
edades.
Predomina en otofio e

invierno.

(Cherukuri et al.,
2013; Walsh &
Falsey, 2012; Wright
& Piedimonte, 2011)

Influenza Ay B

e Familia Orthomyxoviridae

e Virus envuelto con ARNss (-),
segmentos

¢ Virién esférico o filamentoso de 50-120 nm
¢ Simetria helicoidal

e Tipos - virus gripal Ay B
e Envoltura lipidica con
glicoproteicas: Hemaglutinina
Neuraminidasa (N)

con 8

proyecciones
H) vy

Brotes epidémicos
Influencia  estacional
(Frio — lluvia).

(Fowlkes et al,
2011; Taubenberger
& Morens, 2008)

Parainfluenza
1,2,3

e Familia Paramixoviridae

e Virus envuelto con ARNss (-) no
segmentado con 6 genes virales

e 4 serotipos (PIV1-4)

Frecuente el PIV3 en
adultos y comunidades
geriatricas

(Faulks, Drinka, &
Shult, 2000;
Henrickson, 2003;
Payne et al., 2013;
Schomacker,

Schaap, Collins, &
Schmidt, 2012)

Adenovirus

e Familia Adenoviridae

e Virus no envuelto de
segmentado

e 6 grupos con mas de 50 serotipos

e Su capside consta de 240 capsOGmeros
(hexones) y 12 pentones.

ADNds no

1, 2, 3, 5, causan TRA
-3,4,7, 14, 21, 35 se
asocian con TRB.
Comun en adultos e
intrahospitalarias

(Kunz & Ottolini,
2010)

2.3.1 Bacterias de crecimiento rapido

La infeccion bacteriana respiratoria es una causa comun de morbilidad, deterioro

funcional, y la mortalidad en los ancianos, causando alrededor del 14% de los

ingresos hospitalarios sobre todo en aquellos pacientes que residen en hogares o
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asilos, en donde la prevalencia de infeccion bacteriana grave se encuentra en un
rango 1,8 a 13,5 episodios por 1.000 dias, con una mortalidad asociada de 0,04-
0,71 por cada 1.000 residentes. Estas cifras son consecuencia de los altos indices
de enfermedades cronicas subyacentes, hospitalizaciones frecuentes que llevan a
una posible transferencia de patdgenos nosocomiales con resistencias a los
antibiéticos y procedimientos invasivos (Videcnik, Lusa, Strle, & Maraspin, 2013).
Es por esto que, el perfil de los microorganismos patdgenos encontrados difiere
dependiendo del lugar en donde el paciente resida o haya adquirido la infeccién y

el tipo de infeccidn respiratoria.

Dentro de las bacterias causantes de IRA se encuentran bacterias de crecimiento
rapido y bacterias atipicas. En el primer grupo encontramos a Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus y en el segundo grupo a Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae
entre otros, aunque potencialmente un grupo de por lo menos 50 bacterias de

crecimiento rapido pueden estar involucradas en la etiologia.

Streptococcus pneumoniae, 0 heumococo, es considerado como una de las
principales causas de infecciones clinicamente importantes relacionadas con las
vias respiratorias inferiores y superiores debido a su alta frecuencia y a factores de
virulencia como su capsula, los cuales se asocian con una mayor morbilidad y
mortalidad (Rightmier, Stevens, & Brown, 2011). No hay consenso en cuanto a su
prevalencia, sin embargo, en la neumonia adquirida en la comunidad se estima
qgue varian de entre el 5 al 60% entre los diferentes estudios, teniendo en cuenta
las diferencias entre los paises y sus centros de atencién en salud (Rozenbaum et
al., 2013).

Haemophilus influenzae es un cocobacilo Gram negativo que presenta cepas
no capsuladas habitantes normales del tracto superior y cepas capsuladas que
poseen un polisacarido especifico, el poliribosil-ribitol-fosfato que posibilita su

clasificacion en 6 serotipos a, b, ¢, d, e, f siendo el serotipo b el de mayor
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virulencia y el que tienen capacidad de salir de su nicho normal de la via
respiratoria superior e invadir estructuras anatémicas vecinas, el torrente vascular
y la via respiratoria inferior originando cuadros respiratorios como otitis media,
nasofaringitis, epiglotitis, y neumonia entre otras. Sin embargo, las infecciones por
H. influenzae ha disminuido notablemente por el uso de vacunas contra el serotipo
b que disminuye la tasa de colonizacidon nasofaringea y por lo tanto las tasas de
transmision incluso en grupos etarios de adultos (Fernandez et al., 2010). Sin
embargo se ha encontrado que H. influenzae no tipificable ha aumentado su
frecuencia y su letalidad particularmente en ancianos debido a la susceptibilidad
generada por los cambios propios de la edad y las enfermedades subyacentes

gue acomparfian esta poblacién (Livorsi et al., 2012).

La neumonia por K. pneumoniae es la mas frecuente de las neumonias
adquiridas en la comunidad (NAC) causadas por bacilos gramnegativos. Su via de
transmision es la aspiracidon de secrecion orofaringea en individuos altamente
colonizados y que tienen algun factor de predisposicion como sucede en sujetos
con padecimientos debilitantes, en alcohdlicos, portadores de enfermedades
respiratorias cronicas, sobreinfectados e inmunosuprimidos, personas con factores
de riesgo como los nifios menores a 5 afios y el adulto mayor. Reviste importancia
el aumento de casos de K. pneumoniae productoras de betalactamasas
especialmente en comunidades susceptibles como los mayores a 65 afios
(Fernandez et al., 2010)

Otro  microorganismo frecuente en infecciones respiratorias es
Staphylococcus aureus particularmente con aquellos con resistencia a la meticilina
(MRSA), el cual ha sido reportado como colonizador en aproximadamente el 25%
de los residentes de hogares o asilos, con un 3% de casos en donde se desarrolla

una infeccion (Videcnik et al., 2013).
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2.3.1 Bacterias atipicas

C. pneumoniae y M. pneumoniae se consideran los microorganismos atipicos mas
representativos de IRA. C. pneumoniae se encuentra en los paises tanto
industrializados como en desarrollo, con brotes reportados en los asilos, en las
escuelas y entre los reclutas militares y sus familias. La evidencia serolégica de
infeccion previa por esta bacteria se encuentra en alrededor del 50% de los
adultos joévenes y el 75% de las personas mayores, teniendo en cuenta que la
reinfeccion se observa comunmente en los adultos. En Estados Unidos en 1997, el
namero estimado de casos de neumonia por C. pneumoniae fue de 100 casos por
cada 100.000 habitantes. En otro estudio del 2007, sobre la epidemiologia de la
neumonia adquirida en comunidad por Legionella longbeachae, M. pneumoniae y
C. pneumoniae en Tailandia, la incidencia de C. pneumoniae fue de 3 a 23 casos
por cada 100.000 habitantes, en donde las tasas mas altas fueron para los
mayores de 70 afios (23 a 201 casos por cada 100.000 habitantes). Otro estudio
dirigido a diferentes regiones del mundo con 4.337 pacientes se logré establecer
en América del Norte la incidencia es del 8%, para Europa 7%, América Latina
6%, y Asia / Africa 5%. Actualmente se estima que causa 3%-10% de los casos de
neumonia adquirida en comunidad entre adultos (Burillo & Bouza, 2010).

M. pneumoniae juega un papel importante como causante del 10-20% de los
casos de neumonia adquirida en la comunidad en personas de todas las edades.
Al igual que C. pneumoniae no responde a antibiéticos betalactamicos debido a
que carece de una pared celular basada en peptidoglicanos asi que requiere de
otro tratamiento con antibidticos como tetraciclinas, macrolidos y quinolonas para
evitar generar infecciones crénicas. El tipo de infeccion que produce se le ha
considerado atipica debido a que su sintomatologia es distinta a la de infecciones
por bacterias clasicas como Streptococcus pneumoniae (Loens, Goossens, &
Leven, 2010).
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2.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA IRA EN EL ADULTO MAYOR

2.3.1 Aspectos demograficos y caracteristicas de la poblacion de edad
avanzada

Una de las caracteristicas demograficas del siglo XXI es el envejecimiento
poblacional, el cual se refiere a un cambio en la estructura por edades de la
poblacion. Este fendmeno se ha desarrollado en forma progresiva en los paises
desarrollados; mientras que en los paises en vias de desarrollo se esté realizando
con mayor velocidad, de esta forma hay una mayor cantidad de adultos mayores,
siendo éstos a su vez, cada vez mas ancianos. La poblacion comprendida dentro
del grupo del adulto mayor no es homogénea respecto a los adultos mas jévenes,
debido a las caracteristicas de salud de sus miembros y por las caracteristicas
funcionales que éstos presentan (Rojas, 2010). Lo anterior con lleva a que el
proceso de envejecimiento demografico se acomparfie de un cambio en el perfil
epidemioldgico de la poblacion, observandose que de un predominio de las
enfermedades infecciosas se evoluciona hacia un predominio de enfermedades
cronicas en edades mas avanzadas, este proceso se denomina transicion
epidemioldgica (Frenk et al., 1991; Rojas, 2010). Existiria también una etapa en
gue ambos tipos de enfermedades coexistiran, por lo que se espera una doble
carga de enfermedad dentro de este grupo etario (Cano et al., 2005) Por lo tanto,
los adultos mayores requeriran de una mayor atencién en los servicios de salud y
sus respectivos procedimientos generando, no solo una importancia social sino

gue ademas un valor econémico en la dinamica poblacional.

Segun estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas, el niumero de
personas mayores de 60 afios en el mundo pasara de 600 millones en el 2000 a
1.200 en el 2025 y a casi 2.000 millones en 2050. Durante esos 50 afos se espera
que la proporcion de personas de 60 afios y mas se duplique en el mundo,
pasando de un 10% actual a cerca del 21%, mientras en los paises en via de
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desarrollo este porcentaje crecera de forma mas acelerada, incluso hasta llegar a
cuadruplicarse durante el mismo periodo (Naciones Unidas, 2012). En el contexto
regional, de 48 millones de adultos mayores que habitaban en América Latina en
el 2005 (8.8% de la poblacion latinoamericana) pasaremos a 114.5 millones en el
2030 (16.3 % de la poblacién). Especificamente en el caso de Colombia se
observa el mismo fenémeno, pero de alguna manera mas acentuado. Durante los
altimos treinta afios la poblacion colombiana crecio a una tasa promedio anual del
1.69%, mientras los adultos mayores lo hicieron al 3.26%, en contraste con
América Latina, en donde la poblacién total crecié en promedio 1.83% anual y la
poblacion mayor de 60 afios crecid a un ritmo promedio de 2.89 % anual. Estos
datos ponen de manifiesto dos realidades aparentes: la primera, el hecho de que
la poblacion mayor esta creciendo mas rapido que la poblacién total en América
Latina, y la segunda, que Colombia parece tener alun mas acelerado el
envejecimiento, en la medida en que el diferencial entre el ritmo de crecimiento de

la poblacion total y el de la poblacion “envejecida” es mayor (Eco & Palacio, 2007).

2.3.2 Factores de riesgo asociados a la IRA

Dentro de la poblacion de los adultos mayores de 60 afios, existen diversos
factores de riesgo como el envejecimiento, tipo de residencia, tabaquismo,
desnutricibn y comorbilidad entre otros, que los hacen vulnerables a un gran
namero de enfermedades infecciosas que disminuyen su calidad de vida,

aumentan la morbimortalidad y las tasas de hospitalizacion.

2.3.2.1 Envejecimiento
Se considera que el envejecimiento favorece las infecciones del sistema

respiratorio debido a los cambios mecanicos, fisiologicos y alteraciones en la
respuesta inmune de las vias respiratorias altas y bajas (Htwe, Mushtaq,
Robinson, Rosher, & Khardori, 2007). Dentro de los cambios se encuentran la
reduccion en el aclaramiento mucociliar, la disminucion del nimero de cilios que

recubren el epitelio, la escasa eliminacion de secreciones, la alteracion de la
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elasticidad pulmonar, la disminucion de la elastina, colageno y fuerza muscular y
del reflejo de la tos. Cambios que impiden una adecuada eliminacion de antigenos
y favorecen la obstruccion, inflamacién e infeccion (Van Der Maarel, Vanobbergen,
Bronkhorst, Schols, & De Baat, 2013).

A nivel inmunoldgico se presenta el fenomeno denominado “Inmunosenescencia’,
haciendo referencia a una disminucién gradual de la respuesta inmune que altera
componentes tanto del sistema innato como adaptativo como es la disminucién de
la capacidad fagocitica y la baja capacidad citotdxica, ocasionando mayor
susceptibilidad a las enfermedades y el desarrollo de patologias autoinmunes,
infecciones, asi como la mala respuesta frente a tratamientos con antibiéticos y la
vacunacién entre muchos otros aspectos (Geffen, 2006; Larbi et al.,, 2013).
También se ha observado una involucién progresiva del timo, ocasionando un
incremento en las células T de memoria mientras que la proporcion de células T
virgenes disminuye por la reduccién de la timopoyesis (Htwe et al., 2007; Larbi et
al., 2013).

2.3.2.2 Ambito de residencia
Las personas de edad avanzada que residen en lugares o instituciones como

centros de cuidado u hogares geriatricos, presentan un mayor riesgo de contraer
infecciones respiratorias altas y bajas, debido a los largos periodos de
institucionalizacién, que traen consigo una mayor exposicion a la colonizacion
generalizada en los residentes, sobre todo durante las epidemias virales en las
épocas invernales en paises con estaciones (Geffen, 2006), asi como deterioro
funcional, dispositivos invasivos y bajas tasas de inmunizaciéon (Wdéjkowska,
Gryglewska, Romaniszyn et al., 2013). Igualmente en estas instituciones es comun
el sub-diagndstico y tratamiento empirico ya que los protocolos médicos utilizados
son derivados en su mayoria de protocolos propuestos para infecciones
nosocomiales aspecto que puede degenerar en resistencia a antibidticos e

incremento del riesgo de hospitalizacion. (Wojkowska et al., 2013)
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2.3.2.3 Tabaquismo
La exposicion al humo del tabaco constituye un importante factor de riesgo para

adquirir infecciones respiratorias bacterianas y virales, tales como el resfriado
comun, otitis media, infecciones por Influenza y Virus Sincitial Respiratorio,
bronquitis y neumonias (Saldias, Méndez, Ramirez, & Diaz, 2007). En adultos sin
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, el tabaquismo est4d asociado a un
aumento significativo del riesgo de neumonia, enfermedad neumocécica invasiva,
infeccion por Legionella spp., infeccidon por Influenza y tuberculosis. De otro lado,
el tabaquismo pasivo aun después de pasado el tiempo de la exposicién, también
aumenta el riesgo de neumonia en adultos (Saldias et al., 2007). El aumento del
riesgo de infecciones respiratorias en el fumador activo y pasivo puede ser
parcialmente atribuido a una irritacion de las vias respiratorias lo que conlleva a un
aumento de produccion de moco que no se puede eliminar eficazmente, debido a
que el tabaco disminuye del niumero cilios y reduce la depuracién mucociliar nasal
lo que aumenta la adherencia y colonizacidén bacteriana a la mucosa respiratoria, y

de la via aérea (Saldias et al., 2007).

2.3.2.4 Desnutricion
La desnutricién, es considerado el problema de salud multifactorial méas prevalente

en hospitales y centros de cuidado, debido a la asociacion que presenta con la alta
morbilidad y mortalidad en personas de edad avanzada con estancias prolongadas
pues parece jugar un papel importante en la reduccién de la resistencia a las
infecciones en entornos en los que la enfermedad y discapacidad son comunes
entre la comunidad, con rangos que van desde 37% -86% en los hospitales y
19%-65% en hogares de cuidado (Poulia et al., 2012). Existen estudios en donde
se propone que la desnutricion puede llegar a duplicar el riesgo de neumonia en

los adultos mayores (Wojkowska et al., 2013) .

2.3.2.5 Comorbilidades
Los adultos mayores se encuentran sujetos a diversas enfermedades de base que

aumentan la carga de morbilidad de las infecciones respiratorias. Entre estos
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encontramos infecciones del tracto respiratorio bajo como procesos infecciosos
secundarios a la disfagia orofaringea, en donde se produce la inhalacion de
bacterias periodontales o colonizadores faringeos ademas de la regurgitacion del
material gastrico colonizado con bacterias (El-Solh, 2011). De otro lado, mientras
las infecciones del tracto respiratorio para la mayoria son eventos complicados,
para algunos pacientes pueden tener un curso clinico mas grave, como en el caso
de aquellos con enfermedades pulmonares obstructivas (EPOC) que se asocian
con una disminucion mas rapida de la funcién pulmonar, reduccién de la calidad
de vida y en casos graves a menudo conducen a hospitalizaciones, o personas
con diabetes Mellitus se asocian independientemente con la disminucién del
aclaramiento mucociliar nasal y la hipertensién puede reducir el movimiento ciliar,
la regulacién automatica de la secreciéon de moco y la hidratacion de la mucosa

(Melbye, Joensen, Risgr, & Halvorsen, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la etiologia de las Infecciones Respiratorias Agudas en adultos

mayores de 60 afios de un centro de atencién geriatrica en Bogota

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar la frecuencia de los diferentes tipos de Infecciones Respiratorias
Agudas presentes en la poblacion de estudio.

3.2.2 Identificar los agentes etioldgicos y su frecuencia en las Infecciones

Respiratorias Agudas presentes en la poblacion de estudio.

3.2.3 Identificar los factores de riesgo de orden social, clinico y demogréfico

relacionados con la Infeccién Respiratoria Aguda en la poblacion de estudio.
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo de corte transversal.

4.2 POBLACION Y MUESTRA

Las muestras fueron tomadas de adultos mayores de 60 afios de 4 centros de

atencion geriatrica de los servicios Salud Integral GH&M Ltda y Laboratorio Clinico

Country. El muestreo fue realizado por conveniencia y polietapico.

4.2.1

4.2.2

4.2.3

Poblacién universo: Adultos mayores de 60 afios que acudieron a los
diferentes servicios médicos de una unidad de geriatria en Bogota por
presentar caso sospecho de IRA.

Poblacién de estudio: Adultos mayores de 60 afios que acudieron a los
diferentes servicios médicos de una unidad de geriatria en Bogota por
presentar caso sospecho IRA y que cumplieron los criterios de inclusiéon
descritos en el estudio.

Tamafio de la muestra: El tamafio de muestra obtenido fue de 71 pacientes
calculado con el programa Tamafo de la muestra 1.0 con la formula de
“Estimacion puntual de la prevalencia” teniendo en cuenta los siguientes
factores: Error tipo | = 5%, Prevalencia esperada en la poblaciéon= 12%,
Diferencia maxima esperada= 5%, Tamafio de la poblacién 100 adultos

mayores.
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4.3 CRITERIOS DE SELECCION

4.3.1Criterios de inclusion: Adultos mayores a 60 afios que ingresaron
voluntariamente al estudio y dieron su consentimiento informado, y bajo previa
valoracion médica fuera definido clinicamente como caso sospechoso y/o probable
de IRA. Los Anexos 1 y 2 detallan el consentimiento informado e informacién
previa a la participacion en el proyecto.
4.3.1.1 Caso sospechoso: paciente con: instauracion de cuadro clinico
inferior a 15 dias en donde ademas se presente un criterio mayor (T° axilar
237.8, Tos, expectoracion mucopurulenta, taquipnea) y dos criterios menores
de IRA (disnea, letargia, convulsiones, falla ventilatoria, alteracion del estado
mental, consolidacibn pulmonar al auscultamiento, dolor pleuritico,
leucocitosis mayor a 12000/mm3) (McGeer et al., 1999).
4.3.1.2 Caso probable: aplicable para TRB si existia evidencia radiologica
previa (patron de relleno alveolar, intersticial o mixto, registrando la presencia
de derrame pleural y excavacién) con estertores crepitantes, sonidos
respiratorios reducidos o una zona de respiracion bronquial (Lieberman &
Lieberman, 2003; Woodhead et al., 2011).

4.3.2 Criterios de exclusién: Adultos menores a 60 afos, haber tomado
antibioticos tipo macrdélidos o de amplio espectro en las ultimas 72 horas, no haber
firmado consentimiento informado, que no sea posible tomarle las muestras
necesarias para el estudio, que clinicamente o por el laboratorio se verifique que

Nno es un paciente inmunocompetente.

4.4 PROCEDIMIENTO

4.4.1 Ficha epidemioldgica o encuesta: en la ficha que se detalla en el Anexo 3

se muestran los datos tabulados tales como datos de identificacién, factores
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socioecondémicos, factores ambientales, factores de riesgo alimentario, factores

asociados a la atencion médica, hallazgos fisicos y hallazgos de laboratorio.

4.4.2Toma de muestras: se realizd0 de acuerdo con los protocolos previamente
establecidos por el grupo de investigacion y siguiendo los lineamientos
establecidos por la Secretaria Distrital de Salud (SDS, 2008). Teniendo en cuenta
los objetivos planteados en el proyecto, a cada paciente se le tomd para la
deteccidon de bacterias de crecimiento rapido muestras representativas del Tracto
Respiratorio Bajo (TRB) como el esputo espontdneo o dado el caso esputo
inducido por protocolo de terapia respiratoria, y del Tracto Respiratorio Alto (TRA)
como Frotis faringeo o Frotis de garganta, segun el tipo de caso y la patologia
presentada. Para la identificacion de C. pneumoniae y M. pneumoniae, se realizé
la extraccion de ADN del esputo. Para la deteccion de antigenos virales se us6
una muestra nasofaringea por aspiracion con jeringa y en caso de no ser una

muestra representativa se realizd un hisopado del fondo de la garganta.

4.4.3 Técnicas de laboratorio: las metodologias y técnicas se detallan en los

anexos y se resumen a continuacion:

4.4.3.1 ldentificacion de virus: la identificacion de Virus Sincitial Respiratorio,
Adenovirus, Parainfluenza 1, 2, 3, Influenza A y B se realiz6 por
inmunofluorescencia directa siguiendo las instrucciones del Kit comercial Light
Diagnostics(TM) Respiratory Panel 1 Viral Screening and Identification, Cat # 3105

de la casa Millipore (Anexo 4)

4.4.3.2 ldentificacion de Bacterias de crecimiento rapido o tipicas: a partir de
Coloracion de Gram y aislamientos primarios convencionales, las bacterias de
crecimiento rapido se identificaron MicroScan System de la casa Dade/MicroScan
Pos ID PC34 para Gram positivos y NUNC55 para Gram negativos y lectura en el

programa Labpro. Para aquellas bacterias no identificables por el sistema
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MicroScan como M. tuberculosis, se realiz6 una coloracion de Ziehl-Neelsen y

cultivo en medio Ogawa Kudoh.

De acuerdo a las normas CLSI y a la SDS, ademas de la identificacion rutinaria
fue requisito realizar pruebas manuales confirmatorias para aquellas bacterias que
presentaron un perfil de resistencia antibiotica por los paneles de MicroScan. De
esta forma, se efectud una prueba confirmatoria manual con un sensidisco de
Cefoxitin 30 pug para Cocos Gram positivos meticilino resistentes (Anexo 6) y una
PCR multiplex para el gen MecA (Anexo 7); en el caso de Bacilos Gram negativos
productores de Betalactamasas se efectud confirmacion manual con sensidiscos
de Ceftazidina 30ug y Cefatzidina-clavulonico de 30/10ug asi como Cefotaxina
30ug y Cefotaxima-Clavulonico de 30/10ug tomando como criterio de positividad
un halo 25mm en el antibidtico+inhibidor (Anexo 12), y para resistencia a
cefalosporinas de 42 generacion se realiz6 el Test de Hodge (Anexo 8). Aquellos
Bacilos Gram negativos BLEES positivo y KPC negativos, mediante un servicio
técnico se confirmd la presencia de los genes codificantes de BLEE blaTEM,
blaSHV, blaCTX-M mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando cebadores especificos (CLSI, 2012; SDS, 2010).

4.4.3.3 Identificaciobn de microorganismos atipicos; para Mycoplasma
pneumoniae y Chlamydia pneumoniae el ADN bacteriano se extrajo siguiendo las
instrucciones dadas por el Kit comercial QIAamp DNA and Blood Mini Kit de
QIAGEN y a partir de este se realiz6 una PCR en Tiempo Real empleando los kits
de diagnostico In Vitro de la marca Liferiver (TM): Mycoplasma pneumoniae (MP)
Real Time PCR kit RD-0100-02 y Chlamydia pneumoniae (CP) Real Time PCR kit
RD-0099-02 (Anexo 9).

4.5 ANALISIS DE VARIABLES

Se realiz6 un analisis descriptivo de los resultados obtenidos a través del estudio,

los cuales fueron consignados en una base de datos en el programa SPSS.19. La
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informacion de las variables continuas se resumio utilizando promedios, medianas
y rangos, segun fue lo apropiado de acuerdo con el grado de normalidad en la
distribucion de los datos. Las variables categoéricas se analizaron determinando

proporciones, con sus correspondientes intervalos de confianza del 95% (1C95%).

Para la identificacion de factores de riesgo de orden social, clinico y demografico
relacionados con la Infeccion Respiratoria Aguda en la poblacion de estudio se
tomaron los datos de la ficha epidemioldgica, se tabulé en una base de datos en
SPSS 19 y se realiz6 la operacionalizacién de las variables obteniendo la medida
de asociacion de Odds Ratio con un intervalo de confianza del 95%, considerando

factores de riesgo aquellas variables con un OR superior a 1.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

En el estudio se incluyeron 71 pacientes entre Enero y Diciembre de 2012, con
IRA diagnosticada por el servicio de neumologia de los centros asistenciales
mencionados. De ellos, 40 pacientes (56,3%) pertenecen al género masculino y 31
(43,7%) al género femenino, con una edad promedio de 76 afios y 72 afos

respectivamente, entre un rango de 60 a 95 afos.

5.2 Clinica de la Infeccion Respiratoria Aguda (IRA)

Para el cumplimiento del primer objetivo especifico se analizaron los diagndésticos
clinicos mas frecuentes, la sintomatologia clinica asociada y el periodo de

resolucién del proceso infeccioso.

A nivel de la frecuencia de las infecciones respiratorias se encontré que las
relacionados con el TRA presentaron 49 casos (69%) de los cuales el 33.8%
presento resfriado comuan, 15.5% faringitis, 9.9% sinusitis, 5,6% laringitis y el 4.2%
amigdalitis. En el TRB se presentaron 22 casos (31%) con predominio neumonia
23,9% y bronquitis 7%.

De los hallazgos fisicos mas comunes importantes en el diagndstico clinico, el
tiraje (retraccion de los musculos del térax) se presentd en 48 casos (67%),
seguido de la tos en 37 casos (52,1%), esputo en 20 casos (28,2), taquipnea en
19 casos (26,8%) y cianosis en 6 casos (8,5%), distribuidos segun el tipo de

infeccidn respiratoria como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Hallazgos fisicos caracteristicos para cada una de los tipos de Infeccién Respiratoria Aguda (IRA). Se muestra el nUmero de casos y porcentajes

respectivos.

Infeccion Respiratoria Aguda
Hallazgos
fisicos Neumonia | Bronquitis | Resfriado | Faringitis | Amigdalitis | Sinusitis Laringitis Total
(n=17) (n=5) (n=24) (n=11) (n=3) (n=7) (n=4)
n % N % n % n % n % n % n % n %
Tiraje 15 | 88,2 100 | 24 | 100 4 | 36,4 - - - - - - 48 67
Tos 12 | 70,6 5 100 | 17 | 70,8 2 | 18,2 1 33,3 - - - - 37 | 52,1
Esputo 17 | 100 3 60 - - - - - - - - - - 20 | 28,2
Taquipnea | 12 | 70,6 5 100 2 8,3 - - - - - - - - 19 | 26,8
Cianosis 6 | 353 - - - - - - - - - - - - 6 8,5
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De acuerdo al momento de la consulta, se encontré6 que la mayor frecuencia de
pacientes diagnosticados e incluidos en el estudio fue dentro de la primera
semana de la presentacion de los sintomas tanto para la infeccion en el tracto alto
como para el bajo, como se observa en la tabla 5 y todos ubicados dentro de los

15 dias de evolucion, criterio basico para su inclusién en el estudio.

Tabla 5. Tiempo de presentacién de los sintomas segun la localizacién de la infeccion

Tiempo de los n %
sintomas
TRA ®
2-5 Dias 22 449
6-9 Dias 17 34,7
10-15 Dias 10 20,4
Total 49 100
TRB "
1-8 Dias 17 77,3
9-15 Dias 5 22,7
Total 22 100

®Tracto Respiratorio Alto
®Tracto Respiratorio Bajo

5.3 Identificacidon de los agentes etiolégicos y su frecuencia

Para el cumplimiento del objetivo general se analiz6 el nUmero de casos positivos
en los cuales se presentd IRA incluyendo el niumero total de microrganismos
aislados en las patologias presentadas, y para dar cumpliendo al segundo objetivo
especifico se discriminaron los microorganismos en bacterias de crecimiento
rapido o tipicas, bacterias atipicas y virus involucrados en la etiologia de cada uno

de los procesos infecciosos.

Los resultados muestran que en el 57.7% de los individuos estudiados equivalente

a 41 pacientes fue posible identificar el agente etiol6gico involucrado, y que en 8
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casos se pudo aislar mas de un agente etioldégico posiblemente asociados con
IRA, para un total de 49 aislamientos.

El andlisis por grupo de microrganismos mostré que 28 (57,1%) fueron bacterias
tipicas, 14 (28,6%) virus, 7 (14,3%) bacterias atipicas y 16,3% infecciones
mixtas. La distribucion de los agentes etiolégicos en mono-infeccion o infeccidon
mixta y las diferentes infecciones respiratorias segun los casos se encuentran en
la tabla 6.

El agente etiologico de origen viral mas frecuente fue el Virus Sincitial Respiratorio
con 6 casos positivos (8,5%), de origen bacteriano tipico se encuentran K.

pneumoniae y S. aureus con 8 casos (11,3%) respectivamente.

A nivel de bacterias de origen atipico identificadas por gPCR (Anexo 10) se
encontr6 a M. pneumoniae con 4 casos (5,6%) y C. pneumoniae con 3 casos
(4,2%).

A nivel de infecciones mixtas se logré observar 2 casos de neumonia donde se
identifico simultaneamente a M. pneumoniae y C. pneumoniae, 1 caso de
neumonia entre una bacteria tipica como K. pneumoniae y una atipica como M.
pneumoniae, y 5 casos en los cuales fue posible observar virus acompafiados de
bacterias tipicas de los cuales 1 caso correspondié a neumonia con presencia de
Virus Sincitial Respiratorio y B. catarrhalis, 1 caso a faringitis con presencia de
Parainfluenza 3 y S. aureus y finalmente, 3 casos a resfriado comun en los que se
detecto al Virus Sincitial Respiratorio con S. aureus, Parainfluenza 3 con S. aureus
y Parainfluenza 1 con S. capitis.

Las frecuencias de los demas agentes etiolégicos encontrados segun el origen se

muestran en la tabla 7.
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Infeccién Respiratoria Aguda
eti c?lggtiiz s Neumonia Bronquitis Resfriado Faringitis Amigdalitis Sinusitis Laringitis Total
(n=17) (n=5) (n=24) (n=11) (n=3) (n=7) (n=4)
n | % n | % n | % n | % n % n | % n | % n | %
Mono-
infeccion
Virus 0 0 2 40 4 16,7 1 9,1 1 33,3 1 | 143 - - 9 12,7
Bacterias T° 7 41,2 1 20 3 12,5 7 63,6 1 33,3 2 | 28,6 1 25 22 31
Bacterias AP 2 11,8 - - - - - - - - - - - - 2 2,8
Infeccion
Mixta
Ba\é;re‘:isaé’Ta 1| 59 | o0 00 |3 |125| 1 |91 | - - - - - - 5 7,0
Bacterias Ty
Bacterias A® 1 2 ) i ) ) i i ) ) ) ) ) ) L e
. b
Ba(‘::‘;r;af)A 2 | 118 | - - - - - - - - A - - > | 28
Total de casos 41 100

4Bacterias T: Bacterias tipicas o de crecimiento rapido
®Bacterias A: Bacterias atipicas — M. pneumoniae y C. pneumoniae.
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Tabla 7. Frecuencias de los agentes etiolégicos encontrados y los diferentes tipos de Infeccion Respiratoria Aguda (IRA).

Infeccion Respiratoria Aguda

Agentes
etlologlc_:os segun Neumonia Bronquitis Resfriado Faringitis Amigdalitis Sinusitis Laringitis Total
origen (n=17) (n=5) (n=24) (n=11) (n=3) (n=7) (n=4)
n | % n | % n | % n | % n | % n % n | % n | %
Origen viral
VSR ? 1 5,9 1 20 4 16,7 - - - - - - - - 6 | 85
Influenza A - - 1 20 - 1 9,1 1 33,3 1 14,3 - - 4 5,6
Parainfluenza 3 - - - - 2 8,3 1 9,1 - - - - - - 3 4,2
Parainfluenza 1 - - - - 1 4,2 - - - - - - - - 1 1,4
Origen bacteriano tipico
K. pneumoniae 4 23,5 1 20 1 4,2 2 18,2 - - - - - - 8 11,3
S. aureus 1 5,9 0 0 3 12,5 4 36,4 - - - - - 8 11,3
S. pyogenes - - - - - - 2 18,2 1 33,3 - - - 3 4,2
S. pneumoniae 1 5,9 - - - - - - - - - - 1 25 2 2,8
B catarrhalis 2 11,8 - - - - - - - - - - - 2 2,8
S. lugdunensis - - - - - - - - - - 1 14,3 - - 1 1,4
S. hominis - - - - - - - - - - 1 14,3 - - 1 1,4
hominis
E. coli - - - - 1 4,2 - - - - - - - - 1 1,4
S. capitis - - - - 1 4,2 - - - - - - - - 1 1,4
M. tuberculosis 1 5,9 - - - - - - - - - - - - 1 1,4
Origen bacteriano atipico
M. pneumoniae 4 23,5 - - - - - - - - - - - - 4 5,6
C. pneumoniae 3 17,6 - - - - - - - - - - - - 3 4.2
Total 49 100

?VRS: Virus Sincitial Respiratorio

48



Etiologia de la I.R.A en adultos mayores de 60 afios de un centro de atencién geriatrica en Bogota, Beltran, K. 2013

Respecto a los fenotipos bacterianos de resistencia antibidtica se observd que un
11,3% de S.aureus eran S.aureus meticilino resistentes (MRSA) mostrando el
patron caracteristico de resistencia a Ampicilina, Ampicilina-sulbactan,
Ceftriaxona, Oxacilina acompafado a resistencia combinada a Eritromicina y
Clindamicina y con una sensibilidad del 100% para antibioticos de uso diario como
fue Vancomicina, Daptomicina y Linezolid entre otros. Las figuras 1 y 2 muestran
las pruebas de Cefoxitin 30ug (Anexo 5) y PCR multiplex para el gen MecA

utilizada para la confirmacion de estos casos.

Figura 1. Método de difusion en disco para la confirmacién de la resistencia a Oxacilina mediada por el gen mecA
para la cepa S. aureus (caso 57) usando un disco de Cefoxitin de 30 pg (FOX 30).

174 pb
100 pb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de una PCR multiplex para la confirmacién de S. aureus MRSA,
usando primers para la amplificacién de los genes: 16S (241 pb), mecA (174 pb) y S. aureus (108 pb). PM: Patrén de
peso molecular de 100 pb. Carril 1: S. aureus ATCC 25923 Sensible. Carril 2: S. aureus ATCC 43300 Resistente.
Carriles 3- 9: 7 cepas de S. aureus. Carril 10: Cepa Staphylococcus sp. Carril 11: Blanco.
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A nivel de bacterias Gram negativas aisladas, las cepas de B. catarrhalis no
presentaron un fenotipo particular de resistencia a un antibiético; El Unico
aislamiento presentado para E. coli presenté un patrén de resistencia que se
puede considerar dentro de los fenotipos normales pues solo presentd resistencia
a Ampicilina, Piperacilina y Tetraciclina y sensible en un 100% a los otros
antibioticos utilizados en el panel.

En el caso de los 8 aislamientos de K. pneumoniae (11,3%), 2 aislamientos fueron
KPC presuntivos realizandose prueba confirmatoria manual CAZ-CTX-Inhibidores,
Test de Hodge para KPC y PCR primer especifica para la presencia de los genes
codificantes de BLEES blaTEM, blaSHV, blaCTX-M mediante un servicio técnico,
encontrandose que los dos aislamientos fueron KPC negativo (Figura 3.) y BLEES
positivos. Los 2 Casos mostraron un 100% de resistencia a cefalosporinas de 12 22
32 generacion y Aztreonam con 100% de sensibilidad a carbapenémicos.

En los otros 6 aislamientos adicionales de Klebsiella pneumoniae se observé que

fueron 100% resistentes a Ampicilina y Cefazolina y no existia un fenotipo

particular de resistencia a un antibiético marcador.

50



Etiologia de la I.R.A en adultos mayores de 60 afios de un centro de atencién geriatrica en Bogota, Beltran, K. 2013

Figura 3. Test de Hodge - KPC. Test de Hodge modificado para analizar la actividad de las enzimas tipo
carbapenemasas. 1: Control negativo CMPUJ E. coli ATCC 25922 (aislamiento no productor de carbapenemasas). 2:
Control positivo CMPUJ K. pneumoniae KPC (aislamiento productor de carbapenemasa KPC-3). 3y 4. Aislamiento

en estudio K. pneumoniae (paciente 32) con resultado negativo para produccién de carbapenemasas.

Como datos complementarios de laboratorio debe resaltarse que en los casos en
los cuales se establecio el agente etioldgico, se obtuvieron los hallazgos clinicos
para cada uno, en donde se muestra que la inflamacion y la respuesta inmunitaria
es baja con comparacion con el numero de agentes etiolégicos encontrados, sin
embargo se evidencian cambios en el recuento de leucocitos y proteina C reactiva
positiva con mas frecuencia en casos de neumonia, seguido de faringitis y
bronquitis (Tabla 8) .

Teniendo en cuenta todos los aspectos clinicos y la etiologia encontrada se logré
establecer un 48% de casos confirmados, 35% de casos sospechosos y un 17%

de casos probables (Anexo 11)
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Tabla 8. Hallazgos clinicos y los diferentes tipos de Infeccion Respiratoria Aguda (IRA)

Infeccion Respiratoria Aguda
Hallazgos
clinicos Neumonia | Bronquitis | Resfriado | Faringitis | Amigdalitis | Sinusitis | Laringitis | Totales
(n=17) (n=5) (n=24) (n=11) (n=3) (n=7) (n=4)
n | % n | % n | % | n| % n | % n| % [n| % | n| %
Leucocitos
Normal 8 | 471 2 40 20 | 833 | 8 | 72,7 3 100 7 100 | 4 | 100 | 52 | 73,2
Elevado 3 | 17,6 1 20 - - 3 | 27,3 - - - - - - 7 9,9
Disminuido | 6 | 35,3 2 40 4 | 16,7 | - - - - - - - - 12 | 16,9
Diferencial
Normal 10 | 58,8 2 40 20 | 833 | 8 | 72,7 3 100 7 | 100 | 4 | 100 | 54 | 76,1
Neutréfilos | 3 | 17,6 1 20 - - 3 | 27,3 - - - - - - 7 9,9
Linfocitos 4 | 235 2 40 4 | 16,7 | - - - - - - - - 10 | 141
PCR?
PCR 5 | 29,4 1 20 - - 3 | 27,3 - - - - - - 9 12,7
Positiva
PCR 12 | 706 | 4 80 24 | 100 | 8 | 72,7 3 100 7 (100 | 4 | 100 | 62 | 87,3
Negativa
Total general 71 100

2Proteina C reactiva
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5.4 Factores deriesgo relacionados con IRA

A nivel de TRB los resultados de la medida de asociaciéon de Odds Ratio (OR)
para las infecciones relacionadas mostraron un valor superior a 1 para heumonia
en las variables dieta y enfermedad de base; y para bronquitis en las variables
duerme acompafiado, hacinamiento y humedad, todas con una significancia <
0,005 (Tabla 9). Respecto a los resultados de OR para las infecciones
relacionadas con el TRA se muestra un valor superior a 1 con una significancia <
0,005 para la variable o factor de riesgo vacunacion en un caso diagnosticado con
Amigdalitis (Tabla 10).

Sin embargo, como se observa en las tablas 9 y 10, es importante resaltar que los
intervalos de confianza de las variables que muestran un OR superior a 1 son
demasiado amplios, por lo que es posible establecer que los resultados incluyen
pocos eventos haciendo que la informacion sea muy limitada y poco concluyente,
y solo permite inferir la frecuencia que presentaron los factores de riesgo dentro de
la poblacion de los adultos mayores, siendo la desnutricion, la dieta y las

enfermedades de base mas frecuentes en las infecciones del TRB (Tabla 11).

Tabla 9. Medida de asociacién Odds ratio (OR) para los factores de riesgo y las Infecciones Respiratorias Agudas
del Tracto Bajo (IRA-TRB)

Neumonia Bronquitis
F Ri
actores de Riesgo OR 0 e OR o°
IC 95% IC 95%
. 1,68 (0,4- 0,429 -
Género 6.2) IND
Duerme acompafiado IND - 7,50 (1,1-50,2) 0,019*
Hacinamiento IND - 6,66 (0,9-48,1) 0,035*
Estado de fumador 1,1%(90),02- 0,902 1,40 (0,1-13,8) 0,773
Humedad IND - 8,13 (1,0-60,5) 0,019*
Dieta 9,33 (1,7- 0,003* 2,50 (0,2-26,1) 0,430
49,5)

Enfermedad de Base 18,93(43),6- 0,000* 1,81 (0,1-18,3) 0,610

% valor de p o significancia, * Existen diferencias estadisticamente significativas entre las
variables o factores de riesgo Yy las Infecciones Respiratorias del Tracto Respiratorio Bajo
con valores de p<0,05

53




Etiologia de la I.R.A en adultos mayores de 60 afios de un centro de atencién geriatrica en Bogota, Beltran, K. 2013

Tabla 10. Medida de asociacion Odds ratio (OR) para los factores de riesgo y las Infecciones Respiratorias Agudas del Tracto Alto (IRA-TRA)

Factores de Resfriado Faringitis Amigdalitis Sinusitis Laringitis
Riesgo OR p OR P OR p OR p OR p
IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95%
. - - - 5,29 0,099 1,17 0,864
Genero IND IND IND (0,6-46) (0.1-7)
Duerme 1,71 0,367 - - - -
acompafiado (0,5-5) A2 L A2 AN
: . 2,89 0,156 - - - -
Hacinamiento (0,6-13) IND IND IND IND
Estado de IND - IND - 2,90 0,383 5,25 0,035 1,40 0,773
fumador (0,2-35) (0,9-27) (0,1-13)
- - - - 2,50 0,430
Humedad IND IND IND IND (0,2-26)
: - - 5,16 0,163 = -
Dieta IND IND (0,4-65) IND IND
- - 5,90 0,171 33,5 0,001* - -
Vacunacion IND (0,3-102) (1,4-749) IND IND
Enfermedad de 1,62 0,063 - 3,75 0,272 - -
Base (0,1-1,3) D (0,3-46) IND IND

®Valor de p o significancia

* Existen diferencias estadisticamente significativas entre las variables o factores de riesgo y las Infecciones

Respiratorias del Tracto Respiratorio Alto con valores de p<0,05
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Tabla 11. Frecuencia de los factores de riesgo relacionados con la Infeccion Respiratoria Aguda (IRA).

Infeccion Respiratoria Aguda
Factores
T_RA T_RB Totales a
(n=49) (n=22) p
n | % n | % n | %
Socioecondémicos
Tiempo de vivir en el Centro Geriatrico
Menos de 1 afio 4 8,2 3 13,6 7 9,9 0474
Més de 1 afio 45 | 91,8 | 19 | 86,4 | 64 | 90,1 '
Duerme acompafiado
No 42 | 85,7 15 | 68,2 | 57 | 80,3 0086
Si 7 14,3 7 31,8 14 19,7 '
Hacinamiento
Menos de 3 personas 43 87,8 20 90,9 63 88,7 0698
Més de 3 personas 6 12,2 2 9,1 8 11,3 '
Factores Ambientales
Estado de fumador
No Fuma 43 87,8 17 77,3 60 84,5
Si Fuma 3 6,1 3 13,6 6 8,5 0669
Fumador Pasivo 2 4.1 1 4.5 3 4.2 ’
Ex fumador 1 2 1 4.5 2 2,8
Humedad
NQ 46 | 93,9 18 | 81,8 | 64 | 90,1 0,115
Si 3 6,1 4 18,2 7 9,9
Factores de Riesgo alimentario
Desnutricion
No 49 100 20 | 90,9 69 | 97,2 .
Si - - 2 9,1 2 2,8 0,032
Dieta especial
No 47 95,9 17 77,3 64 90,1
Diabetes 2 4.1 2 9,1 4 5,6 0,019*
Grasas 0 0 3 13,6 3 4,2
Vacunacion
No 23 46,9 11 50 34 47,9
HI 1 2 - - 1 1,4
Neumococo 1 2 - - 1 1,4 0818
NS 24 49 11 50 35 49,3
Enfermedad de base
Ninguna 47 | 95,9 14 | 63,6 61 85,9
EPOC - - 6 27,3 6 8,5 0,000*
Diabetes 2 2,8 2 9,1 4 5,6
Total General 71 100

®Valor de p o significancia
* Existen diferencias estadisticamente significativas con valores de p<0,05
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6. DISCUSION

En Colombia, las IRA son la quinta causa de mortalidad en los adultos mayores de
60 afos y su impacto se ve reflejado en el elevado numero de hospitalizaciones, la
discapacidad de la poblacion afectada, el alto grado de morbilidad y mortalidad y
el costo en la atencion de las mismas y el bajo nimero de estudios en el area para
este grupo etario (Ministerio de salud y proteccion social, 2011). No hay reportes
de IRA y sus diferentes patologias en una poblacion de adultos mayores en
centros geriatricos, exceptuando algunos estudios puntuales focalizados a
neumonias adquiridas en la comunidad (Caballero et al., 2010; Chaparro, Ortega,
Torres, & Giraldo, 1989; Giraldo & Duefas, 1993; Montufar et al., 2006; Robledo et
al., 2003; Vélez et al., 2006) y reportes de casos y mortalidad por infeccion con
H1N1 (Porras et al.,, 2009; Rey, Castro, & Castillo, 2009). A diferencia de este
panorama nacional, existen diversas investigaciones en centros geriatricos e
instituciones de cuidado a largo plazo como en Norte américa, paises europeos e
incluso paises asiaticos, en donde se ha demostrado que las infecciones
respiratorias son las mas frecuentes en la poblacion de adultos mayores con
prevalencias hasta del 5,7% (Beobide et al.,, 2011, Dwyer et al., 2013;
Eikelenboom et al., 2011; Marchi et al., 2012; Roberts, Roberts, & Roberts, 2010;
Schulz, Mielke, & Wischnewski, 2011; W¢jkowska, Gryglewska, Czekaj et al.,
2013).

Dentro de las IRA, las infecciones del TRA se manifiestan en mayores porcentajes
gue las de TRB, y los datos del estudio son concordantes con estudios similares
(Wdjkowska et al., 2013) en poblaciones adultas donde se muestra un 34.4% de
IRA-TRA y 9.4% de IRA-TRB. Estos porcentajes se deben a causas
multifactoriales que incluyen los cambios fisiolégicos e inmunes propios de la

edad, la inmunosenecencia, y reduccion de la eficiencia ciliar entre otros (Geffen,
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2006). Asimismo, teniendo en cuenta que la poblacion de estudio vive en centros
de asistencia geriatrica es posible un mayor riesgo de IRA-TRA, pues se ha
establecido que vivir en lugares confinados o encontrarse institucionalizados
genera que las infecciones se propaguen con mayor facilidad sobre todo durante
las epidemias de gripe en invierno (Geffen, 2006), hecho que se corrobor6 en el
presente estudio donde se observé una mayor frecuencia del resfriado comuan con
un 33,8%, dato que coincide con reportes en Hong Kong, en donde junto con la
faringitis presentd el mayor numero de casos (n=31) con 1,9% de prevalencia
(Chen et al., 2008). De otro lado, hallazgos fisicos como la tos, encontrado en
casos asociados a resfriado, faringitis y amigdalitis, concuerda con lo encontrado
por otros investigadores en donde este sintoma es relacionado con IRA-TRA en
un 70,4% de frecuencia, destacandose como un criterio de alto valor predictivo

(Evertsen, Baumgardner, Regnery, & Banerjee, 2010).

De otro lado, la frecuencia de la infeccidn respiratoria baja (IRA-TRAB) en el
estudio con el 31%, contrasta con los reportes que la proponen como la mas
frecuente entre la poblacion, con porcentajes mayores al 60% como los estudios
(Valero et al., 2009) y otros reportes a nivel mundial (Ahmed, Jakribettu, Meletath,
Arya, & Shakir, 2013). Sin embargo, es de resaltar que dichas investigaciones se
centran Unicamente en poblacion afectada por neumonia y con individuos cuyos

criterios de inclusion difieren de los indicados en nuestro estudio.

Desde este punto de vista, el presente estudio muestra datos similares pues la
neumonia con un 23,9% fue la patologia mas relevante, y estudios internacionales
muestran porcentajes que se sitian entre el 20-45% y colocan a la neumonia
como una de las principales causas de IRA del TRB (Rojas, 2010). Respecto a las
frecuencias en IRA-TRB, es importante mencionar que la tendencia de ser la
neumonia la que presenta un mayor nimero de casos seguida de la bronquitis, se
ve reflejada en otros estudios en personas de edad avanzada en donde, la
neumonia presenta entre el 50,3%-66,4% y la bronquitis entre el 25%- 52,3%
(Flamaing et al., 2003; Hak, Bont, Hoes, & Verheij, 2005; Loeb, McGeer, McArthur,
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Walter, & Simor, 1999; Picazo, Pérez, & Herreras, 2003). Estas dos formas
clinicas son caracteristicas del grupo etario estudiado dado que por la edad es
normal observar cambios pulmonares como son el aclaramiento mucociliar y la
disminucién de reflejos protectores como la tos, el aumento de la distensibilidad
pulmonar; la disminucion del niumero de macrofagos alveolares y neutrofilos, la
presencia de enfermedades concomitantes como el EPOC vy la institucionalizacién
en sitios residencias que favorecen la transmision de la infeccidn por la proximidad
fisica (Beobide et al., 2011; Liang & Mackowiak, 2007; Martinez, Apezteguia,
Renedo, & Infante, 2007). Los hallazgos fisicos en los pacientes del estudio en
TRB son congruentes con los criterios de diagndstico establecidos para neumonia
y bronquitis (Evertsen et al., 2010; Maruyama et al., 2010; Saldias et al., 2007;
Valero et al., 2009; Vila, Ochoa, Rodriguez, Raga, & Gomez, 2009).

La identificacién del agente etiolégico en IRA es necesaria para un tratamiento
adecuado. El aislamiento e identificacién logrado en el 57.7% coincide con lo
reportado en la literatura mundial que oscila entre un 40%-60% de los casos
(Caballero et al., 2010). A partir de esta identificacién fue posible encontrar 49
agentes etioldgicos, siendo las bacterias de crecimiento rapido o tipicas las mas
frecuentes con 57,7%, seguido del viral y del origen bacteriano atipico, datos que
difieren de otros estudios donde los virus ocupan el primer lugar debido
probablemente a que dichos estudios incluyen otros virus no contemplados en el
presente estudio como Rinovirus, Coronavirus, Metapneumovirus, Bocavirus los
cuales son considerados como agentes patdgenos causantes de infecciones
respiratorias (Jartti et al., 2012) y que ademas no incluyen bacterias atipicas como
Mycoplasmas y Chlamydias.

Dentro de los agentes etiologicos virales identificados en el estudio el VRS tuvo la
mayor frecuencia con 8.5% seguido de Influenza A y con bajas frecuencias
Parainfluenza 1 y 3 resultados similares a lo reportado en investigaciones
internacionales y nacionales para poblacion geriatrica pues en otros grupos de

edad Influenza A es el de mayor frecuencia (Caram et al., 2009; Falsey et al.,
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1995) Este comportamiento especialmente en Colombia probablemente se debe a
los programas de prevencién y promocion que se han centrado en Influenza A
logrando controlar un poco su frecuencia. Para el estudio, fue de gran importancia
detectar virus como Influenza A y VRS, pues segun lo propuesto para estudios en
Venezuela, Brasil y Estados Unidos, estos virus suelen presentar altas
frecuencias, causar complicaciones, generar enormes cargas de enfermedad y
alta mortalidad en la poblacion de edad avanzada y de alto riesgo (Falsey,
Hennessey, Formica, Cox, & Walsh, 2005; Valero et al., 2009; Van Asten et al.,
2012; Watanabe et al., 2011).

Dentro de la identificaciéon viral, no se reportan casos de Adenovirus asociados a
IRA, este evento posiblemente se relacione con las técnicas empleadas y sus
limitaciones o a la baja circulacion de este virus en la poblacion, sin embargo
coincide con estudios en personas de mayores de 65 afios en Venezuela (Valero
et al., 2009) y en Japon, en donde no se detectd este virus en los casos de
neumonia adquirida en comunidad en centros de atencién geriatrica (Maruyama et
al., 2010).

Aunque el comportamiento de los agentes virales identificados difiere de lo que se
ha reportado para la poblacion en general, concuerdan con los reportes de
circulacion viral para la cuidad de Bogot4, en donde para el 2012 se presento alta
frecuencia de VRS e Influenza A, y bajos o ningun caso de AdV a lo largo de las
semanas epidemiolégicas (Castillo, Fajardo, Cervantes, & Plaza, 2012).

Al identificar las bacterias tipicas se encontr6 con mayor frecuencia a K.
pneumoniae y S. aureus con un 11,3%, datos que son similares a los encontrados
en investigaciones en Polonia (Wéjkowska et al., 2013; Wéjkowska et al., 2013),
en Nigeria (Egbe, Ndiokwere, & Omoregie, 2011), en el Reino Unido (Marwick,
Santiago, McCowan, Broomhall, & Davey, 2013), en China (Tao et al., 2012) e
India (Ahmed et al., 2013). El detectar este tipo de microorganismos en una

poblacién de adultos mayores obedece a residir en entornos cerrados, a las
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comorbilidades respiratorias o cardiacas, a la diabetes y a la alta frecuencia de
hospitalizaciones que conllevan aun mayor riesgo de colonizacién (Ahmed et al.,
2013; Marwick et al., 2013).

Algunos de estos aislamientos mostraron patrones de resistencia como MRSA y K.
pneumoniae BLEES fendmeno que cada vez es mas frecuente en la comunidad
alertando sobre la circulacién de estos microorganismos (Wojkowska et al., 2013).
A nivel de MRSA la frecuencia ha aumentado considerablemente y hay estudios
gue muestran porcentajes muy elevados que van del 10% a 60%, e inclusive es
preocupante la resistencia acompafiada de Clindamicina y Eritromicina dado que
estos antibidticos son opciones terapéuticas para varias patologias infecciosas
respiratorias. De igual forma K. pneumoniae BLEES esta siendo encontrada en la
comunidad debido al uso previo de cefalosporinas y las fluoroquinolonas,
enfermedades cronicas subyacentes, cirugias, el uso de equipo médico invasivo y
la convivencia en sitios aislados como ancianatos y centros geriatricos, debido a
que en estos lugares pueden existir una mayor circulacién de cepas resistentes
por el continuo flujo de pacientes o adultos mayores que entran y salen de
hospitales y de unidades de cuidado intensivo (Lin et al., 2012; Tumbarello et al.,
2006). Estos datos epidemiol6gicamente son importantes porque la identificacion
de los factores de riesgo que generen su adquisicion dentro de la comunidad
permitird la formulacion de una estrategia de prevencion para IRA en la poblacion
afectada (Mendelson et al., 2005).

Es de resaltar que no se presentaron casos de S. pneumoniae y H. influenzae
(tipificable y no tipificable) como lo reportan otros estudios (Caballero et al., 2010;
Gabastou et al., 2008; Ozyilmaz, Akan, Gulhan, Ahmed, & Nagatake, 2005; Tao et
al., 2012; Welte, Torres, & Nathwani, 2012), sin embargo, es importante destacar
gue la Secretaria Distrital de Salud ha manifestado que en los Ultimos tres afios en
Bogota existe una tendencia negativa para los reportes de S. pneumoniae y H.
influenzae probablemente a causa de los programas de vacunacién masiva y

porque ademas como se ha observado en la poblacién de adultos mayores, cada
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vez existe una mayor frecuencia en cuadros clinicos con pluripatologias y multiples
factores de riesgo que traen como consecuencia el desarrollo de infecciones por
microorganismos diferentes a los que comunmente se relacionan con IRA, como

se observo en los resultados del presente estudio.

Lo anterior permite concluir que K. pneumoniae y S. aureus son bacterias cada
vez méas importantes como agentes etiologicos de IRA, particularmente de
neumonias adquiridas en centros geriatricos, lo que muestra el peligro potencial
de estos microorganismos en la poblacion de adultos mayores que se ve expuesta
a errores en el diagnostico y falta de pruebas confirmatorias de rutina y
tratamientos empiricos que pueden favorecer las resistencias bacterianas y por

ende las complicaciones de salud en este grupo etario.

En el caso de los demas Staphylococcus identificados (4,2%) diferentes de S.
aureus, se observa que se relacionan con IRA-TRA y que ademas su frecuencia
es muy baja, probablemente porque como lo establecen algunos autores son
agentes bacterianos dominantes en la microbiota nasal (Rasmussen, Kirkeby,
Poulsen, Reinholdt, & Kilian, 2000). Sin embargo, algunos de estas bacterias
como S. lugdunensis se han identificado en secreciones respiratorias sin ser
asociado a IRA (Almazan, Amores, Cantudo, Moya, & Gémez, 2013; Herchline &
Ayers, 1991), otros como S. hominis hominis se han reportado en un casos de
neumonia pediatrica (Fajardo et al., 2001) y S. capitis se ha reportado para casos
de sinusitis cronica (Hyo, Yamada, & Harada, 2008). Otras bacterias como B.
catarrhalis (2,8%) se identificaron en porcentajes muy bajos, hecho que coincide
con reportes en la India, Turquia y paises europeos con frecuencias de 0,67-
12,2% (Ahmed et al., 2013; Ozyilmaz et al., 2005; Welte et al., 2012).

La frecuencia de bacterias Gram negativas como E. coli (1,4%) se reporta en un
solo caso para un diagnoéstico de resfriado comun, lo que coincide con el reporte
en casos de infecciones respiratorias altas en adultos (Loganathan, Arumainathan,

& Raman, 2006). Asimismo, se identificO en un solo paciente con neumonia a M.
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tuberculosis (1,4%), aspecto que resalta la presencia de este tipo de bacterias en
la poblacion de adultos mayores de hogares geriatricos como se ha reportado

anteriormente (Strausbaugh, Sukumar, & Joseph, 2003).

Al hablar de las frecuencias de bacterias atipicas como M. pneumoniae y C.
pneumoniae los porcentajes fueron bajos comparados a los de la comunidad
internacional probablemente debido a las caracteristicas de la poblacion de
estudio y a los factores de riesgo incluidos (Maruyama et al., 2010). En Colombia,
los estudios entorno a estos dos patégenos atipicos en IRA no estan ligados a
componentes epidemiolégicos en la poblacibn adulta asociada a centros
geriatricos o instituciones de cuidado, razén por la cual se desconoce la magnitud
de su prevalencia e incidencia en estos lugares, en ese sentido, solo algunos
estudios en neumonia adquirida en la comunidad (Caballero et al., 2010; Chaparro
et al., 1989; Montufar et al., 2006; Robledo et al., 2003; Vélez et al., 2006; Vélez et
al., 2007) muestran para M. pneumoniae frecuencias entre 1.3% y 12.5% y para C.
pneumoniae 1.3% y 8.7%, rangos entre los que se encuentran los porcentajes
encontrados en el presente estudio con 5.6% para M. pneumoniae y 4.2% para C.
pneumoniae. Estos hallazgos también son similares a los mostrados en Chile

(Diaz, 2008) y algunos paises europeos (Welte et al., 2012).

En relacion a la presentacion de infecciones mixtas en los pacientes, se muestra
una mayor frecuencia entre virus y bacterias tipicas con un 7%, vinculando virus
como Parainfluenza y VRS con S. aureus, S. capitis y B. catarrhalis. Este tipo de
eventos son bien caracterizados entre virus como Influenza A y VRS con S.
pneumoniae y S. aureus (Beadling & Slifka, 2004; Pasman, 2012), en donde por lo
general se inicia con una infeccion de orden viral, la cual afecta los mecanismos
de defensa de las células infectadas predisponiendo a infecciones secundarias
severas con bacterias comensales o colonizadoras que frecuentemente no
ocasionan mayor dafio; el control de la infeccién primaria viral y secundaria
bacteriana depende de un balance fino y multifactorial entre célula, bacteria y
virus, el cual es seriamente perturbado por la coinfeccion (Boni & Garcia, 2006).
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En los casos de infeccion mixta entre mas de una bacteria atipica (2,8%), se
encontré6 que M. pneumoniae y C. pneumoniae se identificaron de manera
conjunta en dos pacientes con neumonia, aspecto que se ha documentado en
estudios en Canadad donde encontraron que de 149 pacientes 5 (3.4%)
presentaban las dos bacterias atipicas, sin embargo los factores por los cuales es
posible encontrar este clase de infeccion mixta ain no han sido detallados (Marrie
et al., 1996).

Para la infeccion mixta entre una bacteria tipica y una atipica (1,4%) entre K.
pneumoniae y M. pneumoniae, no hay reportes al respecto pero dada las
caracteristicas de este caso es posible establecer que esto obedece a una
sobreinfecciéon posiblemente ocasionada después de un tratamiento antibiético y
gue ademas en muchas personas M. pneumoniae se comporta como flora

comensal o transitoria (Marrie et al., 1996).

En cuanto a los hallazgos clinicos encontrados en la poblacion de estudio es
importante mencionar que el envejecimiento caracteristico en esta poblacion,
genera ademas de cambios mecanicos o fisioldgicos, alteraciones en la respuesta
inmune de las vias respiratorias altas y bajas (Htwe et al., 2007), es decir
‘Inmunosenescencia’, lo que posiblemente ocasiond una disminucion gradual de
la respuesta inmune que alteré los componentes tanto del sistema innato como
adaptativo, haciendo que las respuestas del sistema inmune fueran bajas lo que
posiblemente explica los resultados en el presente estudio en donde, aunque en el
57,7% de los pacientes se encontrd un agente etioldgico posiblemente asociado a
IRA, solo alrededor del 25% de los pacientes (20/71 casos) evidencian cambios o
respuestas a nivel de neutrdfilos, linfocitos y PCR positiva, factores bien
estudiados como factores determinantes en el diagndstico de procesos infecciosos
(Arinzon, Peisakh, Schrire, & Berner, 2011).

Se resalta que en los casos en donde se presento respuesta inmune e inflamacion

se relacionan en su mayoria con el tracto respiratorio bajo, por lo que se destaca
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la importancia del diagndstico de la neumonia y la bronquitis en la poblacion de
adultos mayores, dado los reportes acerca de la alta carga de morbilidad y
mortalidad que estas infecciones generan en centros de atencion geriatrica

(Montoya & Mody, 2011; Vaux, Poujol, Bonmarin, Lévy, & Desenclos, 2009).

Es por esto que, los anteriores hallazgos clinicos sumados a las caracteristicas de
cada adulto mayor, la identificacion de los agentes etioldgicos de origen bacteriano
o viral y el curso de la infeccion, hacen posible establecer que el 48% de los casos
fueron confirmados, porcentaje mas alto que el presentado en el trabajo de
neumonia adquirida en la ciudad de Bogota que presenta solo 27% de casos
definidos (Caballero et al., 2010).

Respecto a los posibles factores de riesgo relacionados con el desarrollo de IRA
en los adultos mayores, a pesar de no ser posible establecer una asociacién clara
debido los pocos eventos o factores presentados en la poblacion y por ende el
tamafio muestral utilizado, es claro que la edad juega un papel importante en la
susceptibilidad a las infecciones respiratorias (Geffen, 2006; Larbi et al., 2013),
ademas de la condicion de institucionalizacién que presentan los adultos mayores,
pues las infecciones presentadas en pacientes que residen en asilos, hogares
geriatricos son un problema grave que puede generar hacinamiento, lo cual se
asocia con comorbilidad y mortalidad excesiva, pues se presenta una reduccion
del bienestar fisico en general, mayores tasas de ingreso al hospital y muerte
(Eikelenboom et al., 2011; Ong, Sabanathan, Potter, & Myint, 2011).

Asimismo se destaca que, factores como la enfermedad de base presentan una
alta frecuencia en infecciones respiratorias localizadas en el tracto bajo, pues 5 de
los 6 casos de EPOC se presentan en pacientes con neumonia atipica y un caso
con bronquitis, lo cual corresponde con la documentacion que han realizado varios
autores, los cuales plantean que el EPOC es un factor de riesgo asociado con la
ocurrencia de IRA-TRB por disminuir mas rapidamente la funcion pulmonar,

reducir la calidad de vida y en casos graves a menudo conducir a
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hospitalizaciones (Melbye et al., 2012), al punto que es utilizado como posible
factor predictor de IRA-TRB (Sliedrecht, Den Elzen, Verheij, Westendorp, &
Gussekloo, 2008).

Si bien la frecuencia de eventos o factores como la dieta y la desnutricion son
bajas, siendo poco probable establecer relaciones en el presente estudio, es
indispensable mencionar que para los casos de IRA en el tracto bajo, estos son
considerados un problema de salud multifactorial mas prevalente en hospitales y
centros de cuidado, debido a la asociacion que presenta con la alta morbilidad y
mortalidad en personas de edad avanzada con estancias prolongadas (Poulia et
al., 2012). Ademas, la dieta en muchas ocasiones no equilibra la necesidad
nutricional de los pacientes, viéndose alterada la composicion corporal y
disminuida de la masa muscular, aspectos que asociados con el envejecimiento
pueden contribuir a la disminuciéon de la fuerza diafragmatica (Meyer, 2005),
generando una mayor susceptibilidad a complicaciones respiratorias relacionadas

con el tracto bajo.

Siendo este el primer reporte de Infecciones Respiratorias Agudas en adultos
mayores de 60 afios residentes en hogares de cuidado y atencion geriatrica o IRA
asociadas a la atencion en salud en Colombia, es preciso reconocer el impacto de
la etiologia, las resistencias a agentes antimicrobianos, las coinfecciones, el aporte
diagnéstico y epidemioldgico y los posibles riesgos que las personas de edad
avanzada presentan, para desarrollar programas de promocion y prevencion en
salud acorde a la situacion nacional y particularmente en la poblacion objeto de la

investigacion.
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7. CONCLUSIONES

Las infecciones respiratorias agudas altas predominaron en la poblacion de
estudio, siendo la principal de ellas el resfriado comun, sin embargo se
determind un numero significativo de casos de neumonia, la cual es

considerada una patologia de importancia clinica.

Las IRA son un complejo y heterogéneo grupo de entidades patolégicas donde
bacterias de crecimiento rapido y virus tienen porcentajes significativos a nivel

de la poblacién adulta mayor.

Se demuestra que dentro de las IRA en la poblacion de estudio existe un
predominio de agentes etioldgicos de tipo bacteriano como K. pneumoniae y S.
aureus y no S. pneumoniae y H. influenzae como lo plantean los estudios
mundiales. Adicionalmente se encontré6 que todas las cepas de S. aureus
fueron resistentes a la Meticilina y dos aislamientos de K. pneumoniae fueron
productoras de BLEES. Estos resultados plantean la posibilidad de un cambio
en la etiologia de la IRA para los adultos mayores, por microorganismos
diferentes a los que comunmente se relacionan con este tipo de infecciones,
resaltando la importancia del ambito de residencia en el cual se encontraba la
poblacién de estudio y por ende la exposicion que se presenta a cepas con
genes de resistencia a antimicrobianos, siendo necesario estudios adicionales

gue permitan un seguimiento para este tipo de comportamientos.

El agente etioldgico viral encontrado con mayor frecuencia fue el Virus Sincitial
Respiratorio, seguido del virus de la Influenza A, aspecto que resalta la
importancia de estos agentes como causantes de IRA en adultos mayores

residentes en hogares geriatricos, sin embargo es indispensable tener en
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cuenta otros virus reportados para establecer aquellos mas asociados con la
poblacion de estudio y con las diferentes infecciones respiratorias.

En el 57,7% de los casos fue posible establecer el agente etioldégico asociado
con IRA en la poblacion de estudio, siendo de vital importancia el diagndstico
confirmatorio del laboratorio particularmente para las bacterias atipicas
utilizando técnicas moleculares, debido a que estas pruebas no se realizan de
rutina en el laboratorio clinico y tampoco son incluidos en el plan de prestacion

de servicios de salud.

A pesar de no encontrar una relacion directa entre los posibles factores de
riesgo y la presentacion de la IRA, los resultados de la presente investigacion
como primer reporte en una poblacion de adultos mayores residentes en
hogares geriatricos, generan informacién util para reconocer el impacto de las
infecciones respiratorias y la necesidad de continuar con un seguimiento a la
poblacion teniendo en cuenta otros factores de riesgo que expliquen mejor la
presentacion de la infeccibn y asi promover programas de prevencion e
implementar estrategias para disminuir la morbilidad en una poblacion

vulnerable como los ancianos y adultos mayores.
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8. CONFLICTO DE INTERESES

Las muestras fueron tomadas de adultos mayores de 60 afos inscritos en los
servicios de SALUD GH&M Ltda y L.C.C involucrando 4 centros asistenciales de
atencioén geriatrica en la ciudad de Bogota. EI proyecto no tiene conflicto de
intereses, conto con el aval del comité de ética de la Facultad Universitaria asi
como las instituciones participantes. Los participantes en el estudio firmaron el
consentimiento informado y recibieron una instruccion previa sobre el proyecto y

su participacion en el mismo asegurandoles el anonimato dentro del proceso.
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10.ANEXOS

10.1 ANEXO 1 - CONSENTIMIENTO INFORMADO

Elaborado en base al articulo 15 de la resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de
Proteccién social.

1. Informacion para el participante:

Salud Integral GH&M Ltda, Laboratorio Clinico Country y el Departamento de
Microbiologia de la Pontificia Universidad Javeriana a través del Grupo de
Investigacion de Enfermedades Infecciosas, estan adelantando una
investigacion para identificar la frecuencia con la que algunos virus y bacterias
causan IRA (Infeccion Respiratoria Aguda) en adultos mayores de 60 afios de
la ciudad. Con esto se busca aumentar el conocimiento de dichas infecciones y
plantear estrategias de prevencion y control en la poblacién afectada.

Queremos invitarlo a participar en el mismo. Esta participacion es enteramente
voluntaria. Usted tiene derecho a negarse a participar o a retirarse del estudio
en cualquier momento, sin temor a ninguna penalizacion. En otras palabras, el
no participar no modificar4 en nada el cuidado que recibira en la institucién. Se
participa solo por una vez en el proyecto y por el periodo en que estara vigente
el proyecto.

La participacion conlleva responder unas preguntas y permitir la toma de una
muestra de secrecion nasofaringea, expectoracién y una muestra de sangre.
Este procedimiento puede producir algo de incomodidad pero no implica otros
riesgos. La muestra serd tomada por su enfermera y/o profesional del area
usando un aplicador especial para realizar un frotis de la cavidad nasal, frotis
faringeo o frotis de garganta, segun el tipo de caso y la patologia presentada,
un recipiente estéril para depositar el producto de la expectoracion y una
jeringa para tomar la muestra sanguinea. Con esta muestra se prepararan
unas laminas para analisis en el microscopio, y unos tubos con un medio
especial para el transporte de las muestras al Laboratorio de Bacteriologia
Especial de la Universidad Javeriana, en donde se usaran pruebas especiales
para la identificacion de virus y bacterias causantes de IRA. En caso de
encontrar algan virus o bacteria se procedera a estudiarlo mas a fondo, en
cuyo caso es posible que la muestra deba ser enviada a un laboratorio mas
especializado, o a un lugar con los equipos necesarios para su analisis. Todos
estos examenes se realizaran sin ningun costo para usted o para su empresa
promotora de salud.
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No se obtendra beneficio directo de esta investigacion. Sin embargo, el
conocimiento obtenido serd de utilidad para el manejo de otros adultos
mayores que puedan ser afectados en el futuro por una enfermedad similar.
Toda la informacion obtenida en el estudio tiene caracter confidencial, y sera
mantenida bajo secreto médico en las instituciones participantes. Los reportes
técnicos o cientificos que se produzcan con los datos de este estudio no
incluiran los nombres de los participantes.

Este proyecto ha sido evaluado y aprobado por los Comités de Etica e
Investigaciones de las instituciones participantes. El investigador principal es el
Dr. Hugo Diez, Ph.D del Departamento de Microbiologia de la Universidad
Javeriana (tel.: 3208320 ext. 4148) y la estudiante de Maestria Karent Beltran
del Departamento de Microbiologia de la Universidad Javeriana (tel.: 3208320
ext. o 4155), cuenta con el aval de los directores de GH&M Ltda y del
Laboratorio Clinico Country. Usted puede ponerse en contacto con ellos o los
investigadores en cualquier momento.

2. Beneficios Adicionales

Como participante tiene derecho a exigir que se hace con su muestra, por eso,
la vigencia, duracion y modalidad con la cual participa, la autoriza, colocando
una X en el cuadro respectivo.

Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez
completado el estudio: Sit] Nol!

Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de
emplearla junto con el resultado del estudio, en las situaciones sefialadas a
continuacion:

En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto de esta
toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis datos de
identificacion. Sit] Norl

En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) objeto
de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis
datos de identificacion: Sif] Nol

En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones nacionales
y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo interinstitucional previo,
aprobacion del comité de ética y se conserve en anonimato mis datos de
identificacion Sir] Norl|

Por favor, guarde este documento junto a la copia de la firma y de ser

necesario, pida que le expliguen nuevamente en que consiste el proyecto
antes de firmar.

3. Autorizacién y firma para participar en el estudio
Por lo tanto firmo este consentimiento teniendo en cuenta que conozco:
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Que el analisis mencionado se realizara mediante la determinacion de virus y
bacterias en las muestras de secrecion nasofaringea, expectoracion, Frotis
faringeo o Frotis de garganta, segun el tipo de caso y la patologia presentada,
ademas de una muestra de sangre.

No existen riesgos para nosotros asociados con la participacion, Las unicas
molestias que pueden ocasionar este estudio pueden ser la molestia en la
toma de la muestra y la tarea de completar un cuestionario con mis datos
personales.

Que no puede haber beneficios directos para nosotros.

Mi identidad, sera confidencial y no sera revelada, excepto a aquellas personas
asociadas a este proyecto. Entiendo que la confidencialidad sera mantenida
utilizando los numeros de identificacion de las muestras pacientes, en lugar de
nombres.

Que la participacion en el estudio es voluntaria. Conozco que este estudio no
tiene costo econdmico alguno para mi.

La posibilidad de que me respondan a todas las dudas que tenga con respecto
a la incursion en el estudio

La libertad de retirar este consentimiento y retirarme del estudio cuando lo
considere conveniente

4. Firmas
Yo

Identificado con CcC de la
ciudad

Informado de todo lo anterior, autorizo libremente para que a las muestras de
secrecion nasofaringea, frotis faringeo o frotis de garganta, segun el tipo de
caso y la patologia presentada, expectoracion y de sangre se le realicen los
analisis correspondientes. Ademas doy mi consentimiento para que los datos
obtenidos en este estudio sean utilizados para publicaciones cientificas.

FIRMA

Se requieren testigos (al menos 2)

FIRMA (testigo #1)

FIRMA (testigo #2)

FECHA
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10. 2 ANEXO 2 - DOCUMENTO INFORMATIVO PREVIO AL
CONSENTIMENTO INFORMADO

Proyecto: “ETIOLOGIA DE LA INFI%CCIC')N RESPIRATORIA AGUDA (IRA) EN
ADULTOS MAYORES DE 60 ANOS DE UN CENTRO DE ATENCION
GERIATRICA EN BOGOTA”

Investigador Responsable: Hugo Diez Ortega, Grupo de Enfermedades
Infecciosas de la Universidad Javeriana

Apreciado Sr(a):

Queremos invitarlo a participar voluntariamente en el estudio titulado “ETIOLOGIA
DE LA INFECCION RESPIRATORIA AGUDA (IRA) EN ADULTOS MAYORES DE
60 ANOS DE UN CENTRO DE ATENCION GERIATRICA EN BOGOTA”, para lo
cual solicitamos su autorizacion. Este documento, que le entregaremos para que
lo conserve, contiene la informacién necesaria sobre el proyecto. Solicitamos el
favor que escuche cuidadosamente la exposicion que se hard y haga todas las
preguntas que estime convenientes antes de informarnos su decision.
Posteriormente se le invitard a darnos su firma y autorizacion para el proyecto

1. ;Qué es la Infeccidbn Respiratoria Aguda ocasionada por virus y
bacterias?

Es una enfermedad infecciosa, causada por microorganismos que entran al

respirar y se dirigen a los pulmones, causando malestar y poniendo en peligro

nuestra salud.

2. ¢Qué queremos hacer?

Queremos mirar si en su aparato respiratorio hay unos microorganismos llamados
virus o bacterias para explicarle que cuidados debe tener para evitar enfermarse y
contagiar a los demas.

3. ¢Por qué alos adultos mayores de 60?

Porque a esa edad nuestros pulmones no funcionan con la misma eficiencia de la
juventud y por la edad tenemos muchos factores de riesgo que llevan a desarrollar
infecciones respiratorias.

4. ¢Como queremos que nos colabore?

Autorizandonos a: Tomarle una muestra de expectoracion y/o nasofaringea,
Permitir que el médico lo examine, Asistir a unas charlas con las Enfermeras y
Psicologos para explicarles que debe hacer cuando se sienta enfermo por
problemas respiratorios.
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5. ¢Sicolaboro que beneficio gano?

Su familia puede asistir a las charlas para aprender a cuidarlo en caso de que se
enferme y ellos a cuidarse de no contagiarse. Todas las pruebas de laboratorio
qgue se realizaran, las charlas, seran gratis. Toda la informacion acerca de usted
serd guardada en forma confidencial y anonima. Solo el personal a cargo del
estudio y el Comité de Etica que lo supervisard podra tener acceso a sus datos
personales.

6. ¢Tiene algun riesgo participar en el estudio?

Ninguno, la toma de muestras no representa ningun riesgo para su integridad
fisica. Su participacion es completamente libre, voluntaria y gratuita. Ud. puede
rechazar o retirarse del estudio sin que esto afecte la atencién que usted reciba en
el SISBEN. No perdera ninguno de los beneficios que les corresponde por Ley.

7. ¢El grupo de investigacion que gana?
Mucho, los datos nos permitirdn en un futuro mejorar los programas de atencion
en salud y conocer mejor las necesidades de salud de las personas de su edad.

8. ¢Tengo beneficios adicionales?
Podemos investigar otros microorganismos y para ello solicitamos su autorizacion
mediante firma del documento aceptando Beneficios adicionales.

9. ¢Qué me garantiza que Uds. van a hacer lo correcto?
En cada institucion hay un comité de Etica que velara para garantizar la proteccion
de los derechos y seguridad suyos.

10. ¢Siquiero saber algo mas, que hago?
Contactar al Dr. Hugo Diez, Karent Beltran Teléfono: 3208320, Extension 4148-
4155 Bogot4, D.C.

Terminada la charla en que se explica este documento, Ud. recibird un formato
denominado “Consentimiento informado” en el cual se explicaran los detalles del
proyecto y una vez acepte la participacion debe ser firmado y guardara una copia
del mismo.
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10.3 ANEXO 3 - FICHA EPIDEMIOLOGICA O ENCUESTA

Nombre:

C.C:

1. Variables de identificacion: Complete o seleccione con una (x)

a.
b
C.
d.
e

f.

Edad anos

. Género: Femenino Masculino

Ocupacion
Peso

. Estado nutricional: Desnutrido Delgado _ Eutrofico

Sobrepeso Obeso
Tipo de alimentacion o Dieta

2. Diagnostico realizado: Complete o seleccione con una (x)

~ooo0op

g.

Rinofaringitis Aguda o Resfriado
Faringoamigdalitis

Sinistis

Laringitis

Bronquitis

Neumonia

Otra

3. Cuadro Clinico: Complete o seleccione con una (x)

TARTTSQ@Tm0o0Tw

m.

n.

Temperatura axilar °C

Tos: Si No

Dolor de garganta: Si No

Expectoracién mucopurulenta: Si No

Disnea: Si No

Letargia: Si No

Convulsiones: Si No

Falla ventilatoria: Si No

Consolidacién pulmonar al auscultamiento: Si No

Dolor pleuritico: Si No

Leucocitosis mayor a 12000/mm3: Si No

Verificacion RX torax (patron de relleno alveolar, intersticial o mixto,
se registra la presencia de derrame pleural y excavacion): Si _ No

Estertores crepitantes: Si No
Sonidos respiratorios reducidos: Si No

4. Antecedentes clinicos: Complete o seleccione con una (x)

a.

b.
C.

Consumo de antibidticos tipo macrolidos, betalactamicos, quinolonas
o de amplio espectro en las Ultimas 72 horas: Si No
Hospitalizaciones en las ultimas 72 horas: Si No

Vacuna: Influenza Neumococo
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i ¢))

Enfermedad cerebro vascular: Si No

Enfermedad cronica pulmonar: Si No

Enfermedades cardiacas: Si _ No
cual?

Diabetes: Si No

Enfermedad renal: Si L No
cual?

Enfermedad gastrointestinal: Si - No
cual?

Enfermedad hepética: Si _ No
cual?

5. Factores de riesgos Ambientales: Seleccione con una (x)

a.
b.

o

A I =t

Tabaquismo pasivo o fumadores en el hogar: Si No
Deficiente ventilacion de la vivienda (insuficientes ventanas y puertas
que dificultan la circulacion del aire): Si No

Hogar geriatrico, Clinica, Hospitalizado, Casas de cuidado diario o
Circulo: Si No
Contaminacién Ambiental (en su hogar u alrededores existen)

Vertederos o micro vertederos Si No
Presencia de humo u hollin Si No
Servicio Sanitario Si No

Posees depdsitos con tapas o bolsas de nylon para los residuales
Sdlidos en el hogar Si No
Mixto o presencia de dos o mas de estos factores: Si __ No

6. Factores de riesgos Sociales (Seleccione con una (X)

a.

b.

Hacinamiento (personas/habitacion): 1 2 3 4 5
0 mas
Condiciones del Hogar:
I. Favorable (Techo de concreto o fibrocemento, paredes de
mamposteria y piso de cemento)
ii. Desfavorable (Techo de guano o con filtraciones, paredes de
madera en mal estado o con comunicacion con el exterior,
piso de tierra o de cemento en mal estado)
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10.4 ANEXO 4 - PROTOCOLO DE TAMIZAJE PARA VIRUS
RESPIRATORIOS

Tomado de Protocolo para Tamizaje de Virus Respiratorios, 2012 (Secretaria
Distrital de Salud, Laboratorio de Salud Publica, Laboratorio Hospital San Ignacio)

Técnica: Inmunofluorescencia directa para la identificacion cualitativa de virus
respiratorios.

1. Procesamiento de la muestra

a)

b)

f)

9)

h)

Mezclar en el vortex por 5 a 10 segundos las muestras a procesar
contenidas en el tubo o en vial con medio, con el fin de desprender de la
sonda o del escobillon las células obtenidas a través de un aspirado/
hisopado nasofaringeo.

Antes de mezclar en el vortex, es posible adicionar unas gotas de solucion
salina a la muestra en caso de ser necesario, para facilitar la suspensién de
las células y los posteriores lavados.

Presionar el escobillon sobre las paredes del vial o retirar la sonda de cada
uno de los viales con ayuda de las pinzas limpias y descartar.

En ambos casos es importante, limpiar los guantes, con solucion de alcohol
con benzal al 1% y utilizar una pinza por muestra para evitar contaminacion
entre ellas.

Centrifugar las muestras contenidas en los viales por 10 minutos a 1700
r.p.my descartar los sobrenadantes.

Resuspender el sedimento en PBS sin Tween o soluciona salina isotonica,
adicionar 5 0 mas gotas segun el contenido de la secrecibn o moco a
eliminar, mezclar en el vortex y llevar a centrifugar a 10 minutos a 1700
r.p.m, descartar a continuacion el sobrenadante.

Si la muestra contiene abundante secrecion o moco después de haber
realizado el primer lavado, este procedimiento se repite dos o0 mas veces
dependiendo de la cantidad de moco y la calidad de la muestra.

a. Reconstituir el sedimento después de los lavados correspondientes
en 100 Ol o 150 Ol de solucidén salina, con parte del sobrenadante
obtenido del dltimo lavado.

Servir cada muestra en la ldmina correspondiente, para ello tomar de 100
(1 a 150 [l de la muestra y depositar 1 gota equivalente a 10 [1l, en cada
uno de los nueve pozos, dejando secar a temperatura ambiente (en
cabina).

Una vez seca la lamina sumergir en acetona fria por 10 minutos, secar a
temperatura ambiente (en cabina).
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2. Procedimiento parala Inmunofluorescencia

a)

b)

c)
d)

e)

f)

9)

Utilizar el Kit comercial Direct Fluorescente Light Diagnostics (tm)
Respiratory Panel | Viral Screening and Identification Cat # 3105
fundamentando en la identificacion intracelular del virus mediante una
Inmunofluorescencia directa con Acs mononoclonales especificos para
cada virus.

Adicionar una gota de cada anticuerpo monoclonal especifico a cada pozo
correspondiente, una gota de anticuerpo para screening y una gota de
anticuerpo de ratén (control negativo) en este orden:

O 0O 0 0O 0O

1.AdV 2.InfluA 3.InfluB 4PIV 1 5.PIV 2

O 00 0O 0

6.PIV 3 7.VRS 8.Screening 9.C -

1. Adenovirus - 2. Influenza A - 3. Influenza B - 4.
Parainfluenza 1 - 5. Parainfluenza 2 - 6. Parainfluenza 3 -
7. Virus Sincitial Respiratorio - 8. Screening - 9. Control
negativo

Incubar la lamina en camara himeda a 37° C por 30 minutos.

Después del tiempo de incubacion, lavar agitando suavemente con PBS y

agua destilada usando recipientes de Coplin, 2 minutos cada vez, para

eliminar el exceso de anticuerpo monoclonal.

Secar la ldmina cuidadosamente por el area que rodea el pozo o a

temperatura ambiente, preferiblemente en la cabina.

Una vez seca la lamina agregar el conjugado del Kit, cubriendo cada pozo

con una o dos gotas, e incubar en cdmara humeda a 37° C por 30 minutos.

i) Después del tiempo de incubacion lavar la lamina con PBS y agua
destilada usando recipientes de Coplin, agitando suavemente por 2
minutos cada vez para eliminar el exceso de conjugado (protegido de la
luz).

Secar la lamina cuidadosamente por el area que rodea el pozo o a

temperatura ambiente, teniendo precaucion de realizar este procedimiento

protegido de la luz.
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3. Lectura de las laminas
a) Una vez seca la lamina, adicionar el liqguido de montaje del Kit y colocar
una laminilla, secar el exceso de liquido de los bordes de la ldmina.

i) Examinar la lamina en un microscopio de fluorescencia, usando el
objetivo de 40X.

i) La lectura para cada muestra se inicia por el pozo que contiene el
screening, seguido por el control negativo y por ultimo los demas pozos,
comparando los patrones de intensidad de la fluorescencia y las
caracteristicas celulares propias de cada muestra.

b) Registrar los datos obtenidos para cada muestra.

Figura 4. Prueba de Inmunofluorescencia directa para identificacién de virus respiratorios. Fluorescencia
observable en control positivo.

Foto tomada por: Beltran Karent
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10.5 ANEXO 5 RESULTADOS E INTERPRETACION DE LOS

ANTIBIOGRAMAS PARA CONFIRMAR S. aureus MRSA.

_ Diametro .
Disco de ] ] Interpretacion
. Aislamiento | del halo en
antibiotico
mm
31-S. aureus 9 Resistente *
41-S. aureus 12 Resistente *
53-S. aureus 9 Resistente *
Cefoxitin 54-S. aureus 9 Resistente *
FOX30 55-S. aureus 9 Resistente *
56-S. aureus 9 Resistente *
57-S. aureus 9 Resistente *
66-S. aureus 12 Resistente *

* Segun la norma CLSI 2012: un halo de inhibicién <21

mm, confirma la resistencia a la Oxacilina mediada por el

gen MecA.
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10. 6 ANEXO 6 PRUEBA DE CEFOXITIN

Protocolo pararealizar la prueba manual confirmatoria para S. aureus MRS
recomendado por CLSI

Tomado de: Secretaria Distrital de Salud. MANUAL DE ACTUALIZACION EN
RESISTENCIA BACTERIANA Y NORMAS CLSI M100 — S20 2010.

1. Principio: La prueba de Cefoxitin en disco puede ser utilizada para predecir la
presencia de mecA que media la resistencia a Oxacilina en S. aureus.

a) Aspectos a tener en cuenta para confirmar:

i) El Cefoxitin es utilizado como un sustituto para determinar la resistencia
a Oxacilina. Un resultado positivo para mecA puede ser reportado como
Oxacilina (no Cefoxitin) resistente.

2. Cepas:
a) Control positivo de resistencia: S. aureus ATCC 43300
b) Control negativo: S. aureus ATCC 25923
c) Cepa del Paciente

3. Procedimiento:

a) Preparar una suspension de la cepa de S. aureus a probar al 0.5 McFarland
a partir de cultivos de 24 h.

b) Extender el indculo de la cepa sobre la superficie del agar Mueller Hinton
siguiendo las recomendaciones de CLSI para el método de difusion en
disco.

c) NOTA: Utilizar un hisopo embebido en la suspension, para realizar la
siembra en la placa en todas las direcciones, dejandola secar.

d) Colocar el disco de Cefoxitin 30ug (FOX30) en el centro de la placa con
ayuda de unas pinzas estériles.

e) Rotular la caja de Petri con las cepas a utilizar.

f) Incubar 35+£2°C por 16-18 horas

4. Resultados esperados:
a) Control positivo de resistencia: S. aureus ATCC 43300 con un halo de
inhibiciéon < 21 mm, positivo para la presencia del gen MecA.
b) Control negativo: S. aureus ATCC 25923 con una zona de inhibicién entre
23-29 mm,
c) Positivo para la presencia del gen MecA: halo de inhibicién £ 21 mm, como
se muestra en la Figura 4.

96



Etiologia de la I.R.A en adultos mayores de 60 afios de un centro de atencién geriatrica en Bogota, Beltran, K. 2013

d) Negativo para la presencia del gen MecA: halo de inhibicién = 22 mm.

Figura 5. Prueba de Cefoxitin para confirmar la resistencia a la Oxacilina.
Foto tomada de:
http://aprendeenlinea.udea.edu.co/Ims/moodIle/file.php/743/fotos pruebas susceptibilidad/MRSA 14 .ipg
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10. 7 ANEXO 7 - PCR GEN mecA.

Protocolo de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion del gene mecA de Staphylococcus aureus con resistencia a

meticilina MRSA

1. Contextualizacion

a)

b)

En MRSA el mecanismo de resistencia a la meticilina estd mediado por la
adquisicion y expresion del gen mecA que codifica para la produccion de la
proteina fijadora de penicilina PBP 2a, la cual tiene una baja afinidad de
unién con las isoxazolil penicilinas (penicilinas anti Staphylococcus
desarrolladas en la década de 1960) lo cual le confiere resistencia frente a
todos los antibidticos p-lactamicos de uso clinico.

La identificacion especie especifica de microorganismos multirresistentes
tiene un gran valor diagnoéstico y se presenta como un factor determinante
en el tratamiento y pronostico de las infecciones causadas por estos
microorganismos. Actualmente la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), es una técnica que permite la amplificacion de una region especifica
de ADN, flanqueada por un par de iniciadores de reaccion y catalizada por
la accion de la enzima ADN polimerasa, la cual usa una hebra sencilla de
ADN como molde, para la sintesis de una hebra complementaria nueva.
Como en este caso se amplificaran regiones de mas de 1 gen (3 genes)
simultdneamente por este motivo se denomina PCR multiplex.

La amplificacién de regiones de ADN de un gen especifico, es posible
gracias a la accion de la enzima Taq polimerasa, mediante la adicion de
nucledtidos a los iniciadores que son oligonucledtidos complementarios a la
secuencia del gen en estudio. El producto de la reaccion luego se somete a
electroforesis en gel de agarosa a una concentracion de 2%, por un periodo
de tiempo de 1 hora a un voltaje de 6 V/cm (teniendo en cuenta la distancia
entre los electrodos).

2. Objetivo

a)

Comprobar molecularmente la presencia de genes que confieran
resistencia al mismo tiempo que se realiza la identificacion molecular del
microorganismo estudiado. En este protocolo se describe la PCR para la
identificacion especie especifica y para la presencia de genes de
resistencia por la amplificacion de secuencias de los genes mecA, 16S
(control interno para DNA bacteriano que codifica para RNA ribosomal),
basados en el documento de referencia con algunas modificaciones en la
técnica: Martineau F, Picard F, Lansac N, Menard C, Roy P, Ouellette M,
and Bergeron M. Correlation between the resistance genotype determined
by multiplex PCR assays and the antibiotic susceptibility patterns of
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Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. Antimicrobial

Agents and Chemotherapy. 2000. 44 (2):231-238.

3. Materiales y reactivos

a)
b)
c)

Tubos eppendorf 2 mi

Tubos PCR 0,2 ml

Gradillas

Asas estériles

Pipetas automaticas de 0,2-10 pl, 10-200 ul y 0,2-20 pl
Buffer de reaccion 10X

Cloruro de magnesio, MgCl, 25 mM

Taq polimerasa

Deoxinucleétidos-trifosfato DNTP’S

Solucién de iniciadores sentido y antisentido a una concentracion
Agua desionizada estéril para PCR

Agarosa

m) Buffer TBE (Tris-borato-EDTA) 1X

n)

0)

Syber Green
Marcador de peso molecular

4. Equipos

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Microcentrifuga

Cabina de flujo laminar
Termociclador

Camara de electroforesis
Fuente de poder

Vortex

5. Procedimiento

a)

Reaccidn en cadena de la polimerasa PCR
i) Preparacién de iniciadores:
Las secuencias de los iniciadores a utilizar son las siguientes:

Gen a Nombre del P .
e L Secuenciab'a 3
amplificar | iniciador
16S Forward GGA GGA AGG TGG GGATGA CG
(241pb) Reverse ATG GTG TGA CGG GCG GTG TG
mecA Forward AAC AGGTGA ATT ATT AGC ACT TGT AAG
(174pb) Reverse ATT GCT GTT AATATT TTT TGA GTT GAA
S. aureus Forward AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG
(108phb) Reverse CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA
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Realizar la preparaciéon de las soluciones de trabajo con 20ul de cada
Forward de los tres primers en un tubo eppendorf, asi como para los
Reverse, para un volumen final de 100ul.

b) Preparacion de la mezcla de deoxinucledétidos (ANTP):

i) Realizar la mezcla de cada uno de los dinucleétidos-trifosfato dATP,
dGTP, dCTP y dTTP los cuales contienen una concentracion de 100
mM, a partir de esta tomar 20ul de cada uno y mezclar con 20ul de agua
desionizada estéril, para obtener una concentracion final de 200uM,
utilizar esta como solucion de trabajo para preparar la mezcla maestra
de la PCR.

c) Preparacion de la mezcla maestra:

i) Mezclar cada uno de los reactivos antes de su uso, mantener en hielo y
trabajar en camara de flujo laminar.

i) Dependiendo del numero de muestras a procesar y los controles,
realizar los calculos de la cantidad de mezcla necesaria teniendo en
cuenta que el volumen final de reaccién es 20ul y las cantidades que se
especifican en la siguiente tabla:

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION
Agua desionizada estéril 11, 55ul -
Buffer 4,0ul 0,5X
dntp's 0,25ul 200uM (c/u)
Primer Forward 0,5ul S. aureus (0,5uM) mecA
Primer Reverse 0,5ul (0,5uM) y rDNA 16S (0,25uM)
Mg*™ 2,0ul 2mM
Taq Polimerasa 0,2ul 0,45 Unidades
Volumen final 19ul

iii) En tubos de PCR previamente marcados, colocar 19ul de la mezcla
maestra por tubo, adicionar 1ul de ADN de cada muestra (previamente
extraido con el Kit comercial de extraccion QIAamp DNA and Blood Mini
Kit de la marca QIAGEN) y mezclar suavemente.

iv) Utilizar como control positivo ADN de una cepa de referencia de S.
aureus que posea el gen mecA ATCC 43300, y la cepa de S. aureus
ATCC 29213 como control de los genes 16S y S. aureus y como control
negativo una muestra que contenga la mezcla maestra sin ADN.

6. Condiciones de la PCR:
a) Depositar los tubos de PCR en el termociclador de manera homogénea y
colocar a las siguientes condiciones: 94°C por 5 segundos, luego 35 ciclos
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asi: 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto, a
continuacion 72°C por 7 minutos y finalmente conservar a 8°C hasta su uso.

7. Electroforesis:
a) Preparacion del gel:

i) Preparar el gel de agarosa a una concentracion de 2% en TBE 1X con el
fin de conseguir una alta reproducibilidad. Disolver en un horno
microondas (en su defecto caliente la agarosa en plancha siguiendo las
mismas recomendaciones) agitar suavemente hasta alcanzar punto de
ebulliciébn de la agarosa, reposar el gel por 10-15 minutos (El gel debe
estar a una temperatura soportable por la piel). Antes de distribuir
uniformemente la agarosa en la camara de electroforesis, agrege el
Syber Green y preparar previamente el peine adecuado. Dejar
polimerizar el gel durante 20 minutos y retire cuidadosamente el peine.

b) Corrido del gel:

i) Colocar el gel de agarosa en la camara de electroforesis y agregar el
buffer TBE 1X hasta cubrir totalmente el gel. Tomar los tubos que
contiene los productos de PCR y sembrar a partir del segundo pozo 10l
de las muestras incluyendo los controles negativo y positivo. En el
primer pozo del gel sembrar 3ul del marcador de peso molecular de 100
pb. Verificar que la cAmara este instalada correctamente, conectar la
fuente de poder y programar con un voltaje de 75voltios por centimetro
de distancia entre los 2 electrodos por 60 minutos; transcurrido este
tiempo apagar la fuente de poder, retirar el gel. Finalmente leer el gel
con luz UV (254 nm) utilizando las gafas de proteccién, y tomar la
fotografia correspondiente.

8. Interpretacion:
a) Los productos se interpretan con la presencia o ausencia de las bandas
correspondientes a los genes 16S, mecA, S. aureus como se observan en
la siguiente fotografia:
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16S 241 pb

mecA 174 pb

S. aureus 108pb

Figura 6. PCR 16S-SA-MecA. Foto tomada de:
http://aprendeenlinea.udea.edu.co/Ims/moodIleffile.php/743/fotos pruebas susceptibilidad/MRSA 14 .ipg
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10.8 ANEXO 8 — TEST DE HODGE

1. Principio Esta prueba analiza la actividad de las enzimas

carbapenemasas

CLSI Recomienda
Enterobacteriaceae que son resistentes a una o mas cefalosporinas de tercera generacién y que
presentan CIM elevadas o una reducida zona de inhibicién alrededor del disco para carbapenemes
“puede ser un aislamiento productor de carbapenemasa” a pesar de que la CIM 6 el diametro del
disco estén dentro del rango de susceptible. De igual manera CLSI recomienda realizar la prueba
de tamizaje y confirmatoria de Hodge modificada la cual ha mostrado una alta sensibilidad y
especificidad.

De igual manera CLSI destaca que las Enterobacterias que son resistentes a cefalosporinas de
amplio espectro y presentan CIM a los carbapenemes (imipenem 2 a 4ug/mlL, meropenem 2 a
Apg/mL y ertapenem 2pg/mL), pueden ser productoras de KPC o de otras carbapenemasas. En
sitios donde es raro encontrar este tipo de carbapenemasas es importante enviar estos
aislamientos a un Instituto de Referencia para su respectiva caracterizacion.

No es necesario probar un aislamiento para carbapenemasas realizando el Test de Hodge,
cuando todos los carbapenemes reportados por el laboratorio son intermedios 6 resistentes.

Sin embargo el Test de Hodge puede ser til para el control de infecciones y fines
epidemioldgicos.

Protocolo: Prueba tamiz y confirmatoria para sospecha de carbapenemasas
“Test de Hodge Modificado” recomendado por CLSI

Tomado de: Secretaria Distrital de Salud.MANUAL DE ACTUALIZACION EN
RESISTENCIA BACTERIANA Y NORMAS CLSI M100 — S20 2010.

tipo

a) Aspectos a tener en cuenta para confirmar con el test de Hodge para una

cepa presuntiva de ser positiva para KPC:
i) Discos de meropenem y ertapenem de 10ug
i) Incubacion 35+£2°C en aerobiosis por 16-18horas
iii) Tener sospecha de carbapenemasa:
(1) Diametro del halo meropenem 16-21mm
(2) Diametro del halo ertapenem 19-21mm

iv) No utilizar disco de imipenem porque es pobre predictor

carbapenemasas
v) Se debe confirmar con el test de Hodge

2. Cepas

a) Usar el control de calidad: E. coli ATCC 25922
b) Control positivo: Klepsiella pneumoniae KPC
c) Control negativo: E. coli ATCC 25922

d) Cepa de Paciente

de

103



Etiologia de la I.R.A en adultos mayores de 60 afios de un centro de atencién geriatrica en Bogota, Beltran, K. 2013

3. Procedimiento

a) Preparar una suspension de la cepa E. coli ATCC 25922 al 0.5 McFarland
y realizar una dilucion 1:10 en solucion salina 6 agua destilada.

b) Extender el in6culo de la cepa ATCC sobre la superficie del agar Mueller
Hinton siguiendo las recomendaciones de CLSI para el método de difusion
en disco.

i) NOTA: Utilizar un hisopo embebido en la dilucion de la cepa ATCC, para
realizar la siembra en la placa en todas las direcciones, dejandola secar.

c) Colocar el disco de ertapenem o meropenem 10ug en el centro de la placa
con ayuda de unas pinzas estériles.

d) Rotular la caja de Petri con las cepas a utilizar.

e) Tomar de 3 a 5 colonias o un asada de un cultivo fresco (de 24 horas) del
microorganismo a probar y realice una estria perpendicular con una asa
plastica desde el disco hacia la periferia o borde de la caja.

i) NOTA: No hay problema en gue el asa pase varias veces por la estria
perpendicular

f) Incubar a 35+£2°C en aerobiosis por 16-20horas

4. Resultados esperados

Laboratorio de Microbiologia. Facultad de Medicina .Universidad Nacional de Colombia (Bogotd)
Figura 7. Prueba de Hodge modificado.

A. Control negativo E. coli ATCC 25922 (aislamiento no productor de
carbapenemasas)

B. Control positivo K. pneumoniae (aislamiento productor de carbapenemasa KPC-
3)

C. Aislamiento en estudio K. pneumoniae (resultado positivo para produccion de
carbapenemasa)

104



Etiologia de la I.R.A en adultos mayores de 60 afios de un centro de atencién geriatrica en Bogota, Beltran, K. 2013

10.9 ANEXO 9 - PROTOCOLO DE PCR EN TIEMPO REAL PARA
BACTERIAS ATIPICAS

Protocolo para la deteccion de Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia
pneumoniae en PCR tiempo real (MP Real Time PCR kit RD-0100-02 y CP
Real Time PCR kit RD-0099-02).

Marca Liferiver™

MP Real Time PCR kit RD-0100 se utiliza para la deteccion de Mycoplasma
pneumoniae y CP Real Time PCR kit RD-0099-02 se utiliza para la deteccion de
Chlamydia pneumoniae, por los sistemas de PCR en tiempo real en muestras
como secreciones nasales y de la faringe, esputo, esputo inducido, lavado
bronquial, biopsia de pulmoén etc. El Kit de PCR en tiempo real MP o CP contiene
un sistema especifico listo para su uso para la deteccion de Mycoplasma
pneumoniae y Chlamydia pneumoniae por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en el sistema de tiempo real. La Master Mix contiene reactivos y enzimas
para la amplificacion especifica de ADN MP o CP. La fluorescencia se emite y se
mide por la unidad Optica de los sistemas en tiempo real durante la PCR. La
deteccion del fragmento de ADN amplificado de MP o CP se lleva a cabo en el
canal FAM con el quencher fluorescente BHQ1. Ademas, el kit contiene un
sistema para identificar la posible inhibicion de la PCR mediante la medicion de la
fluorescencia por canales HEX/CIV/JOE para el control interno (IC).

1. Protocolo de PCR

a) Los kits contienen:

Ref. Tipo de reactivo -
Presentacion

1 Buffer de extraccion de DNA 2 viales, 1,5 ml
2 Mix de reaccion 1 vial, 950 pl
3 Enzima 1 vial, 12 pl
4 Agua grado molecular 1 vial, 400 pl
5 Control Interno 1 vial, 30 pl
6 Control positivo 1 vial, 30 pl

b) Los volumenes de la mix de reaccion y de la enzima se multiplican por el
namero de muestras, que incluye el namero de controles (Positivo y
negativo), estandares, y muestras. El agua de grado molecular se utiliza
como control negativo. Por razones de pipeteo, siempre agregar una
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muestra virtual adicional. Los voliumenes para cada reaccion deben
pipetearse de la siguiente manera:

35 pl Mix de
Reaccion

0,4 pl Enzima

36,4 pl Master
Mix

4 pl Muestra de
DNA/Controles

\

1 pl Control
Interno

\

36 ul Master
Mix

Tubo de
reaccion

—

c) Pipetear 36ul de la Mix Master con puntas con filtro estériles a cada placa
de reaccion/tubos de PCR en tiempo real. Afadir por separado las
muestras de DNA (4ul), controles positivos y negativos.

d) Cerrar inmediatamente la placa / tubos para evitar la contaminacion.

e) Centrifugar brevemente para recoger la Master Mix con el DNA en la parte
inferior de los tubos de reaccion.

2. Ciclos y las condiciones para termociclador Rotor GeneTM 6000 son:

37°C POR 2 minutos 1 ciclo
94°C POR 2 minutos 1 ciclo
93°C POR 15 segundos, 60°C por 1
minuto 40 ciclos
(La medida de la fluorescencia se
realiza a los 60°C)

Seleccion de los canales de fluorescencia

FAM

Acido nucleico blanco

HEX/VIC/JOE

Control Interno
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3. Controles de calidad son los siguientes:

Valor de Ct
Control /Canal FAM HEX/VIC/JOE
Agua grado Indeterminado 25~35
molecular
Control
<1F | e
Positivo 592

4. Analisis de datos e interpretacion deben realizarse segun los siguientes

parametros:
Valor de Ct Resultados y anélisis
FAM HEX/VIC/JOE
#1 | Indeterminado 25~35 Dentro del limite de deteccion o
negativo
i =38 | e Positivo
#3 38~40 2535 Re-testear; si aun el resultado es

38~40, reportar como #1

#4 | Indeterminado

Indeterminado

Inhibicion de la PCR; Diagnosis no
concluida
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10.10 ANEXO 10 —-RESULTADOS DE LA PCR EN TIEMPO REAL
PARA BACTERIAS ATIPICAS
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Figura 8. Curvas de amplificacion para la deteccion M. pneumoniae obtenidas en el Rotor GeneTM 6000 para el
canal de fluorescencia FAM. Control Positivo (rojo) y Control Negativo (amarillo). A. Amplificacion de DNA de M.
pneumoniae en la muestra 43 (azul). B. Amplificacion de DNA de M. pneumoniae en las muestras 3 (azul), 4

(morado), y 44 (verde).
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Figura 9. Curvas del control Interno de Amplificacién para la deteccion M. pneumoniae obtenidas en el Rotor
GeneTM 6000 para el canal de fluorescencia HEX. Control Positivo (rojo) y Control Negativo (amarillo). A.
Amplificacion de DNA de M. pneumoniae en la muestra 43 (azul). B. Amplificacion de DNA de M. pneumoniae en las

muestras 3 (azul), 4 (morado), y 44 (verde).
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Figura 10. Curvas de amplificacién para la deteccién C. pneumoniae obtenidas en el Rotor GeneTM 6000 para el
canal de fluorescencia FAM. Control Positivo (rojo) y Control Negativo (amarillo). Amplificacion de DNA de C.

pneumoniae en las muestras 3 (fucsia), 4 (azul), y 34 (gris).
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Figura 11. Curvas del control Interno de Amplificacion para la deteccién C. pneumoniae obtenidas en el Rotor
GeneTM 6000 para el canal de fluorescencia HEX. Control Positivo (rojo) y Control Negativo (amarillo).

Amplificacion de DNA de C. pneumoniae en las muestras 3 (fucsia), 4 (azul), y 34 (gris).

0
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10.11 ANEXO 11 - TABLA DE CASOS CONFIRMADOS SEGUN
LOS AGENTES ETIOLOGICOS

Confirmado | Sospechoso | Probable Total
Agente
etiolégico n % | n % n| % n %
Origen viral
VSR @ 6 85 | - - - - 6 8,5
Influenza A 4 56 | - - - - 4 5,6
Parainfluenza 3 3 4,2 | - - - - 3 4,2
Parainfluenza 1 1 1.4 | - - - - 1 1,4
Origen bacteriano tipico
K. pneumoniae 8 11, | - - - - 8 11,3
3
S. aureus 7 99 | 1 1,4 - - 8 11,3
S. pyogenes 3 4.2 | - - - - 3 4,2
S. pneumoniae 2 2,8 - - - - 2 2,8
B catarrhalis 1 14 | - - 1|14 2 2,8
S. lugdunensis - - 1 14 | - - 1 1,4
S. hominis - - 1 14 | - - 1 1,4
hominis
E. coli - - 1 1.4 | - - 1 1,4
S. capitis 1 14 | - - - - 1 1,4
M. tuberculosis - - 1 1,4 - - 1 1,4
Origen bacteriano atipico
M. pneumoniae 4 | 56 | - - - - 4 5,6
C. pneumoniae 2 28 | 1 14 | - - 3 4,2
Total 41 | 57,7
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10.12 ANEXO 12 - PRUEBA CONFIRMATORIA PARA BLEES

Protocolo: Prueba tamiz y confirmatoria para cepas productoras de BLEES recomendada

por CLSI

Tomado de: Secretaria Distrital de Salud. MANUAL DE ACTUALIZACION EN RESISTENCIA
BACTERIANA Y NORMAS CLSI M100 - S20 2010.

Procedimiento para la prueba tamiz inicial:

Preparar una suspension de la cepa de K. pneumoniae a probar al 0.5
McFarland a partir de cultivos de 24 h.

Extender el in6culo de la cepa sobre la superficie del agar Mueller Hinton
siguiendo las recomendaciones de CLSI para el método de difusion en
disco.

NOTA: Utilizar un hisopo embebido en la suspension, para realizar la
siembra en la placa en todas las direcciones, dejandola secar.

Colocar los discos de Cefpodoxima 10ug, Ceftazidima 30ug, Ceftriaxona
30ug, Cefotaxima 30ug y Aztreonam 30ug en la placa con ayuda de unas
pinzas estériles.

Rotular la caja de Petri.

Incubacién 35+2°C por 16-18 horas

Resultados esperados de Potenciales BLEES (diametro del halo):

Cefpodoxima < 17
Ceftazidima < 22
Ceftriaxona <25
Cefotaxima <27

Aztreonam < 27

Procedimiento para confirmatoria fenotipica:
Preparar una suspension de la cepa de K. pneumoniae a probar al 0.5

McFarland a partir de cultivos de 24 h.
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2. Extender el inéculo de la cepa sobre la superficie del agar Mueller Hinton
siguiendo las recomendaciones de CLSI para el método de difusion en
disco.

NOTA: Utilizar un hisopo embebido en la suspension, para realizar la
siembra en la placa en todas las direcciones, dejandola secar.

3. Colocar los discos de Cefotaxima 30ug, Cefotaxima + Acido clavulanico
30ug/10ug, Ceftazidima 30ug y Ceftazidima + Acido clavulanico 30ug/10ug
en la placa con ayuda de unas pinzas estériles.

4. Rotular la caja de Petri.

5. Incubacion 35+2°C por 16-18 horas

Resultados esperados de Potenciales BLEES (diametro del halo):

Incremento de =5 mm en el diametro del halo para Ceftazidima 6 Cefotaxima solos
o cuando estos antimicrobianos se combinan con Acido clavulanico, es un
indicador de BLEES (Figura 10).

CefotaximaZAc. clavulanico  Ceftazidima /Ac:clavulanico

Figura 12. Prueba de BLEES confirmatorio
Foto tomada de: http://www.scielo.org.pe/img/revistas/rins/v27n3/a06fig01.jpg
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