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RESUMEN

Introduccion: La informacion generada por el laboratorio
clinico para sustentar el diagnéstico de infeccion por el
virus de SARS-CoV-2 basado en pruebas moleculares que
apoyan el cuidado de los pacientes, el comportamiento de
los resultados de las pruebas diagnésticas en pacientes
pediatricos tiene algunas caracteristicas importantes a
destacar. Material y métodos: En el periodo de marzo-
julio de 2020 se procesaron 1,325 muestras de hisopados
nasofaringeos de pacientes pediatricos para realizar la
identificacion del virus SARS-CoV-2. En todos los casos
se registraron los valores del ciclo de deteccion (cycle
threshold por su ciclo en inglés) de los genes virales y el
control interno. En este estudio la carga viral relativa se
estimo s6lo por el valor del Ct del ORF1ab. Resultados:
Se identificaron 176 (13.28%) resultados positivos, de
los cuales 103/176 (58.5%) fueron masculinos con edad
de 0-17 afios, con una media de seis afos cinco meses
y una mediana de cinco afios tres meses, mientras que
73/176 (41.5%) fueron del sexo femenino, con un intervalo
de edad de 0-18 afios, con una media de 6.2 afios y una
mediana de cuatro afios cinco meses. En la distribucion
de los valores del Ct en los valores obtenidos por grupo
de edad se observo una mediana de 31.9 a 34.01 y al
comparar la distribucion versus pacientes adultos no se
observaron diferencias. Conclusion: Los valores del Ct al
momento del diagnostico identificados en nifios mexicanos
son mayores que lo reportado en otros sitios del mundo,
lo que podria sugerir una menor cantidad de ARN viral en
nuestra poblacion al momento del diagnéstico.

ABSTRACT

Introduction: The information generated by the
clinical laboratory to support the diagnosis of infection
by the SARS-CoV-2 virus based on molecular tests,
which supports the care of patients, the behavior of
the results of diagnostic tests in pediatric patients has
some characteristics important to highlight. Material
and methods: From March to July of 2020, 1,325
nasopharyngeal swab samples from pediatric patients
were processed to identify the SARS-CoV-2 virus. In all
cases, the values of the cycle threshold (Ct) of the viral
genes and the internal control were recorded. In this
study, the relative viral quantification was estimated only
by the Ct value of ORF1ab gene. Results: 176 (13.28%)
positive results were identified, 103/176 (58.5%) were
male aged 0-17 years, with a mean of 6 years 5 months
and a median of 5 years 3 months, while 73/176 (41.5%)
of the female sex, with an age range of 0-18 years with
a mean of 6.2 years and a median of 4 years 5 months.
The distribution of the Ct values. Values obtained by age
group, a median of 31.9 to 34.01 was observed, and
when comparing the distribution versus adult patients, no
differences were observed. Conclusion: Ct values at the
time of diagnosis, identified in Mexican children, are higher
than those reported in other parts of the world, which could
suggest a lower amount of viral RNA in our population at
the time of diagnosis.
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INTRODUCCION

n el mes de diciembre de 2019 se presen-

t6 una serie de casos de neumonia atipica
en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei,
China. Estos casos fueron causados por un
nuevo B-coronavirus denominado coronavirus
del sindrome respiratorio agudo severo (SARS)
2 (SARS-CoV-2) por el Comité Internacional
en Taxonomia de Virus (ICTV)."* Los corona-
virus (CoVs) son virus envueltos cuyo genoma
estd constituido de una sola cadena de acido
ribonucleico (ARN) de polaridad positiva,
cuatro géneros constituyen la familia Corona-
viridae: los alfa-coronavirus, beta-coronavirus,
gamma-coronavirus y delta-coronavirus.® Los
CoVs se distribuyen ampliamente en los seres
humanos y otros mamiferos ocasionando en-
fermedades de afectacién variable, desde una
gripe comin hasta neumonia. Sin embargo,
en algunos individuos provocan un sindrome
respiratorio grave, entre 10 y 40% de los
pacientes requieren de ventilacion mecanica
ocasionando la muerte en los casos mas seve-
ros.>® Los datos actuales indican que los nifios
parecen ser el grupo etario menos afectado
y la enfermedad es menos severa. Los ninos,
sin embargo, pueden cursar una infeccion
asintomatica y también una prolongada dise-
minacién viral fecal, lo que puede contribuir
a la diseminacién de la pandemia.®

Dentro de las estrategias descritas por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y
la Secretaria de Salud en nuestro pais para
el diagnéstico y atencion destacan la imple-
mentacion de sistemas para el diagndstico de
los casos, la identificacion oportuna de casos
sospechosos, la toma y el envio de muestras a
laboratorios autorizados, y la implementacion
de protocolos de deteccién molecular para
SARS-CoV-2 de acuerdo con la capacidad de
cada laboratorio. Por ello, la informacién que
genera el laboratorio clinico para el apoyo en
el diagndstico basado en pruebas moleculares
es de suma importancia para la atencién opor-
tuna de los pacientes, asi como para la toma
de decisiones en el manejo epidemiolégico
de esta pandemia.”'? En nuestro caso, nos
enfocaremos en la poblacion pediatrica, la cual
puede representar entre 1y 5% de los casos
segin informes de otros paises.>? A menudo

177

estos pacientes cursan con un cuadro clinico
menos grave en comparacion con los adultos y
las muertes en este tipo de pacientes han sido
extremadamente raras.>”

El objetivo del presente trabajo es describir
la informacién recopilada dentro del proceso
analitico de la prueba molecular utilizada en la
identificacion de SARS-CoV-2 en el laboratorio
clinico del Hospital Infantil de México Federico
Go6mez, con base en los protocolos de diagnos-
tico molecular establecidos y recomendados
por el Instituto de Diagnédstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE).

MATERIAL Y METODOS

En el periodo comprendido de marzo-julio de
2020 se incluyeron las muestras de todos los
pacientes pedidtricos con sintomas de infeccion
por COVID-19 del Hospital Infantil de México
Federico Gémez. Los hisopados (nasofaringeo
y orofaringeo) se colectaron durante la primera
semana del inicio de los sintomas, los cuales
fueron recolectados utilizando hisopos de fi-
bra sintética (Dracon flocados o poliéster). Las
muestras se colocaron en 2.0 mL de solucién
salina balanceada de Hanks (HBSS) 1X (Gibco)
y se mantuvieron a 4 °C durante un periodo no
mayor de 24 horas hasta su procesamiento. El
ARN total fue extraido y purificado empleando
el robot QlAcube (QIAGEN) y el QIAamp® Viral
RNA mini kit (QIAGEN) siguiendo los protoco-
los del fabricante. La deteccion de los genes
virales ORF1ab, nucleocdpside (NC), espicula
(S) y del gen humano ARNasa P (control interno)
se realiz6 mediante RT-PCR en tiempo real con
los kits Detection kit for 2019 Novel Corona-
virus (2019-nCoV) RNA (PCR-Fluorescence
Probing) (Da An Gene Company Limited of
Sun Yat-Sen University) y TagMan 2019-nCoV
Assay Kit v1 (Thermo Fisher Scientific). Los ter-
mocicladores QuantStudio 5 System (ABI/Life
Technologies) equipado con el QuantStudio
Design & Analysis Software versién 2.3.3 y el
CFX96 real-time system (BIO-RAD) se utilizaron
para la amplificacién y deteccién del material
genético siguiendo las recomendaciones de
los fabricantes y los lineamientos operativos
vigentes establecidos por el INDRE.? En todos
los casos se registraron los valores del cycle
threshold (Ct) de los genes virales y el control
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interno. En este estudio la carga viral relativa se estimé
s6lo por el valor del Ct del ORF1ab (Tabla 1y Figura 1).

En los casos positivos a la presencia del virus SARS-
CoV-2 se realizé el andlisis de la distribucion de la carga
viral relativa dentro de los diferentes grupos de edad en
el grupo de pacientes pedidtricos. Con el objetivo de
comparar la distribucién del valor del Ct (utilizado para
estimar la cantidad de ARN viral) obtenido en pacientes
menores de 18 afios versus los pacientes adultos se inclu-
yeron las caracteristicas de 122 pacientes mayores de 18
anos identificados como positivos a la presencia del virus
SARS-CoV-2 en el mismo periodo de tiempo.

Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo con los
datos obtenidos a partir de los ensayos de laborato-
rio, utilizando el sistema informético GraphPad Prism
6.0 para Windows.

RESULTADOS

Se realiz6 la bisqueda del virus SARS-CoV-2 en 1,325
pacientes pedidtricos (edad de 0 a 18 anos, con una
media de edad de 6.9 afos), la poblacién pediétrica que
se atiende en nuestro instituto es la que recibe atencién
de tercer nivel. Dentro de las caracteristicas de estos
pacientes, 66% se atendieron por consulta externa, 77%
de los hospitalizados coexistieron con comorbilidades,
los grupos de enfermedades mas frecuentes son las
neoplasias, enfermedades cardiovasculares y enferme-
dades pulmonares.

Fueron positivos para la prueba 176 (13.3%) pacientes,
de los cuales 103/176 (58.5%) fueron del sexo masculino.
De todos los pacientes positivos se estimé la distribucion
de carga viral relativa de acuerdo con el género y la edad,
asi como el momento en que se realizé la deteccion (mes
del diagndstico). De acuerdo al valor del Ct (utilizado para
estimar la cantidad de ARN viral) se observé que 13.1%
de los pacientes positivos presentaron carga viral muy alta,
carga viral alta 9.1%, carga viral media 14.2% y carga viral

Tabla 1: Distribucidn de la cantidad de ARN
viral al momento del diagndstico (carga viral

relativa) en 176 pacientes diagnosticados en el
Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Valor del Ct (utilizado para estimar

la cantidad de ARN viral) n %

Muy alta (< 20) 23 13.1
Alta (20-24.9) 16 9.1
Media (25-29.9) 25 14.2
Baja (> 30) 112 63.6
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Figura 1: Distribucién de la cantidad de ARN viral al momento del
diagnostico (carga viral relativa) de acuerdo con la edad en 176 pa-
cientes diagnosticados en el Hospital Infantil de México Federico
Gomez.

baja 63.6% (Tabla 1). La distribucion de acuerdo al valor
del Ct (utilizado para estimar la cantidad de ARN viral)
por grupo de edad se muestra en la Figura 1.

Ademas, el valor de la carga viral relativa de acuerdo
con los Ct no presenté diferencias por sexo (Figura 2A).
Al comparar la distribucion de los valores del Ct de los
pacientes pediétricos por grupo de edad no se observa-
ron diferencias, adicionalmente se compararon a los 176
pacientes pedidtricos positivos a SARS-CoV-2 versus 122
resultados positivos de pacientes mayores de 18 afnos
identificados en el mismo periodo (abril-julio de 2020),
y tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas (Figura 2B).

Dentro de los pacientes pediatricos positivos, el valor
del Ct presenté una diferencia en la distribucién entre
los meses de abril y julio (pruebas de Kruskal-Wallis p <
0.0005), en el mes de mayo se evidenci6 que al diagnos-
tico la cantidad de ARN fue mayor comparada con otros
meses (comparacién multiple, p = 0.0008); el aumento
en el Ct muestra un aumento progresivo, lo cual significa
que la cantidad de ARN viral al momento del diagnéstico
fue disminuyendo gradualmente (Figura 3).

DISCUSION

Los resultados observados en nuestro grupo de pacientes
difieren en varios aspectos a lo reportado por Heald-
Sargent y colaboradores,'® donde el valor de la mediana
del Ct reportado es de 11.1 y de 6.5 en la poblacién
menor de cinco afos, mientras que en nuestro estudio
se observé un valor de la mediana de 32.5 y en la dis-
tribucion de los valores obtenidos por grupo de edad se
observé un valor de la mediana que va de 31.9 a 34.01
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de acuerdo al grupo de edad, por lo que inferimos que
en todos los pacientes pediatricos positivos a la presen-
cia del virus SARS-CoV-2, la cantidad de ARN viral fue
baja. Ante esta situacion se hace imperativo conocer los
mecanismos fisiopatolégicos que ocurren en la poblacion
pediatrica, ya que al no conocer exactamente lo que
ocurre en ellos no podemos sacar conclusiones de lo que
estd ocurriendo en los pacientes identificados versus otros
estudios publicados.!®1

Es necesario considerar que dentro del proceso ana-
litico existen muchas variables que pueden modificar
circunstancialmente los resultados en los Ct. Si bien el
resultado final es cualitativo (positivo o negativo), existe
la posibilidad de que las diferentes publicaciones que se
encuentran en la comunidad cientifica no sean compa-
rables por las siguientes condiciones o caracteristicas: 1)
tipo de material usado en la toma de muestra (hisopos y
viales de transporte), 2) los dfas a partir del inicio de los
sintomas en que se tomo la muestra (en nuestro caso fue
durante la primera semana del inicio de los sintomas),
3) la metodologia utilizada en la extracciéon de ARN y el
rendimiento obtenido, 4) los protocolos de detecciény los
genes virales incluidos (nosotros realizamos la deteccién
de los genes virales ORF1ab, NC, S). Por lo anterior, es
necesario implementar procesos de control de calidad
interlaboratorio y reducir al minimo la variabilidad
analitica y en dado caso llegar a tener pruebas cuantita-
tivas de ARN viral.

Otra posible explicacién a estos resultados es que los
pacientes pedidtricos mexicanos, por razones genéticas o
biolégicas, podrian presentar diferencias en la expresion
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Figura 3: Descripcion del Ct en la deteccion de SARS-CoV-2 en pa-
cientes pediatricos.

del receptor celular asociado con los mecanismos de
infeccion viral. De manera interesante, se ha demostrado
que la expresion del receptor de la enzima convertidora
de angiotensina Il (ACE2), que es el receptor celular del
SARS-CoV-2 en el epitelio nasal, depende de la edad del
individuo, por lo tanto los nifos expresan menos ACE2
cuando son comparados con la poblacién adulta. Esta
afirmacion descrita por Bunyavanich Sy colaboradores'
ha generado diversas hipétesis sobre la participacién de
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ACE2 en la gravedad de la enfermedad’>-"?y creemos que
esto condiciona a que los pacientes pediatricos presenten
una baja cantidad de ARN viral al diagnéstico. Ademas,
se ha encontrado que la expresion de ACE2 en las células
pulmonares es diferente entre los grupos étnicos, siendo
mayor en la poblacién asidtica comparada con la pobla-
cién de raza caucdsica y afroamericana como lo describe
Vinciguerra M;2% sin embargo, no existe informacion
disponible de la poblacién latina.

Con respecto a las variaciones genéticas que pueden
llegar a tener los virus, y en el caso especial del virus
SARS-CoV-2, no contamos con evidencias que sustenten
en estos momentos que las diferentes cepas circulantes en
nuestro pafs tengan alguna particularidad en su compor-
tamiento y por ende la patogénesis de la enfermedad. Lo
que se ha reportado?! es el andlisis genémico de las prime-
ras variantes del SARS-CoV-2 introducidas en México, se
ha realizado un andlisis que demostré que el primer caso
identificado en México pertenece al subclase A2a (linaje
Q) y esta estrechamente relacionado con los aislados de
Finlandia, Alemania y Brasil. Otro dato importante es
que los primeros casos identificados de pacientes tienen
antecedentes de viajes a Italia.

También como parte de la vigilancia epidemioldgica
y molecular que se realiza en nuestro pais, se ha publi-
cado la secuencia completa del genoma de 17 aislado de
SARS-CoV-2 correspondiente a los primeros casos mues-
treados en México. La filogendmica global y local, junto
con andlisis mutacionales, revel6 de manera consistente
que estas secuencias virales se distribuyen dentro de dos
linajes conocidos, el linaje A/G del SARS-CoV-2, que con-
tiene principalmente secuencias de América del Norte,
y el linaje 55 B/S que contiene en esencia secuencias
de Europa. Dentro de este grupo mexicano también se
identific6 un cambio de aminoacido H49Y en la proteina
pico. Esta mutacion es una homoplasia que se produce
de forma independiente a través del tiempo y el espacio,
y puede funcionar como un marcador molecular para
seguir cualquier propagacién adicional de estas variantes
virales por todo el pais.?!?

También debemos considerar que existe la posibilidad
de que este fendmeno sea consecuencia de las diferentes
estrategias diagndsticas implementadas en el pais y espe-
cificamente en las areas clinicas de nuestro instituto, pues
se estan identificando pacientes en etapas tempranas.
Al observar el comportamiento del Ct obtenido en los
pacientes y descrito en la Figura 2B, podriamos pensar
que la cantidad de virus circulante es cada dia menor; sin
embargo, de esta especulacién adin no existen datos que
afirmen o rechacen el planteamiento, es por ello que deja-
mos esta pregunta o cuestionamiento sin respuesta alguna.

Ahora bien, se debe considerar detenidamente lo
descrito en una serie de publicaciones?*>2> que refieren de
manera general que los pacientes positivos al virus SARS-
CoV-2 por biologia molecular presentan una carga viral de
10* a 108 copias/mililitro (que se estima cuantificando la
presencia de un gen viral) en hisopados nasofaringeos y
saliva al momento del diagnéstico y que en los pacientes
con enfermedad leve el valor méximo de la carga viral se
puede detectar entre los cinco o seis dias de iniciados lo
sintomas, después disminuye hasta desaparecer al dia 10
aproximadamente. Por otro lado existen algunos pacien-
tes en quienes puede detectarse el virus después del dia
10 de iniciados los sintomas y la carga viral identificada
puede ser de 100 a 1,000 veces menor que la detectada
en la prueba inicial diagndstico. La estimacién de la carga
viral en estos momentos no se realiza en nuestro hospital
con la cuantificacién absoluta del virus, sélo se reporta o
informa una carga viral relativa, la cual se basa en los Ct
que se reportan en los andlisis de los genes identificados
segln el protocolo de deteccion.

Nosotros proponemos que estos hallazgos tienen un
fondo inmunoldgico por lo siguiente:

1. La inmunidad innata sirve como la primera linea de
defensa antiviral y es esencial para la inmunidad a los
virus. Actualmente no se tiene una certeza en los dife-
rentes mecanismos de participacién de la inmunidad
innata frente a SARS-CoV-2.2° Sin embargo, basados
en los modelos tradicionales de la inmunologia y las
interacciones descritas entre los virus y sus hospede-
ros en los diferentes coronavirus es probable que el
SARS-CoV-2 recapitule muchos de los mecanismos
que involucran otros coronavirus, éstos basados en la
homologia de secuencia compartida. Dentro de los
mecanismos conservados de inmunidad innata como
son los receptores de reconocimiento de patrones
(PRR), los receptores tipo Toll (TLR) y posterior a la
activacién de PRR, se genera una sefalizacion que
desencadenan la secrecion de citocinas e interfero-
nes, siendo las tipo | y Ill las mas importantes en la
inmunidad contra el virus, junto con la liberacién del
factor de necrosis alfa (TNF-a) e interleucinas 1, 6 y
18, que conjuntamente con los mecanismos efectores
de las células natural killer (NK) inducen programas
de eliminacién de células infectadas y la potenciali-
zacion del sistema inmunoldgico adaptativo. De ma-
nera hipotética consideramos que estos mecanismos
descritos influyeron en el valor del Ct obtenido y por
ende, estimamos que se trata de una cantidad de ARN
viral al momento del diagndstico.?6-28
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Otra parte importante es la participacion de las
células T en la contencién y eliminacién del virus,
recientemente se ha descrito que los componentes
celulares de la inmunidad tienen un papel importante
en el mecanismo de defensa ante el virus SARS-CoV-2'y
por ende, en la presentacion clinica de la enfermedad.
Ya se han identificado células T especificas de SARS-
CoV-2 en humanos,??3% pero adn no se ha esclarecido
del todo su participacion en la defensa contra el virus
SARS-CoV-2, no se ha puesto de manifiesto hasta qué
punto las caracteristicas de la respuesta inmunitaria
de las células T estan asociadas con el curso clinico de
COVID-19. Un estudio realizado en Estocolmo, Suecia
describe que en la fase aguda de la enfermedad hay
participacion de células T especificas del SARS-CoV-2
y que las células participantes mostraron un fenotipo
citotéxico que se correlaciond con varios marcadores
clinicos usados para medir la gravedad de la enfermedad
y ademas, en la etapa de convalecencia las células T
especificas de SARS-CoV-2 eran polifuncionales, lo que
demuestra que el SARS-CoV-2 provoca células T de me-
moria altamente funcionales, destacando la importancia
de estos fenotipos de células T en los individuos con
antecedentes de COVID-19 leve y asintomético. Por lo
anterior, consideramos que esta actividad de las células
T puede, de manera conjunta con los mecanismos de la
inmunidad innata, contener la multiplicacion viral, por
lo que en nuestros pacientes estudiados observamos una
cantidad de ARN viral al momento del diagndstico.?”-31

Hoy en dia que se ha comenzado a estudiar el genoma
del virus, se empiezan a generar publicaciones sobre las
cepas circulantes y sus caracteristicas.?'2

Los valores del Ct al momento del diagnéstico identifi-
cados en niflos mexicanos son mayores que los reportados
en otros sitios del mundo, lo que podria sugerir una menor
cantidad de ARN viral en nuestra poblacién al momento
del diagnéstico.

Fuente de financiamiento: Este proyecto fue parcialmen-
te financiado por CONACYT-PAACTI/312936.
Conflicto de interés: Ninguno.
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