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COMPARACION ENTRE DETERMINACION GENOMICA Y CULTIVO
MICROBIOLOGICO PARA DIAGNOSTICO TEMPRANO DE NEUMONIA ASOCIADO
A VENTILACION MECANICA.

RESUMEN ESTRUCTURADO.
ANTECEDENTES
Las infecciones son muy frecuentes en los pacientes que se encuentran ingresados en las
unidades de cuidados intensivos (UCI)128Las causas mas frecuentes de infeccion adquirida
en la comunidad que precisa ingreso en la UCI son las infecciones respiratorias, infecciones
urinarias y las infecciones del sistema nervioso central.®>® En el paciente critico se alnan
factores, haciéndolos especialmente vulnerables a las infecciones por lo cual la microbiologia
clinica, la identificacion rapida y correcta de los agentes patdgenos es un requisito esencial
para el diagnostico y la aplicacion posterior de un tratamiento adecuado. En la secuenciacion
de Sanger, el ADN blanco es copiado muchas veces y se hacen fragmentos de diferentes
longitudes. Nucleétidos fluorescentes que actian como "terminadores de cadena" marcan
los extremos de los fragmentos y permiten la determinacién de la secuencia.® La
secuenciacién de Sanger arroja secuencias de alta calidad para segmentos relativamente
largos de ADN (de hasta aproximadamente 900 pares de bases).
OBJETIVO.
Conocer la especificidad de la determinacion gendmica vs cultivo microbiolégico para la
deteccion de agentes bacterianos en muestra bronquial para establecer tratamiento
oportuno dirigido y de esta manera contribuir a la disminucion de la mortalidad en
pacientes con neumonia.
HIPOTESIS.
H1. La determinacion de secuenciacion de ADN microbiolégico en muestra bronquial de
pacientes de terapia intensiva por método de Sanger permitird un pronto inicio de
tratamiento antibiotico dirigido al ser una prueba diagnéstica con una baja tasa de error
y, por ello, ha sido y es ampliamente utilizada para fines taxonémicos y para el
diagndstico etiolégico de las enfermedades infecciosas comparado con la determinacion
de cultivo microbiolégico ( Gold estandar) por el menor tiempo y menor nimero de
muestras necesarias para reporte de resultados
DISENO DE ESTUDIO de prueba diagndstica, observacional, descriptivo, transversal,
prospectivo.
METODOLOGIA. Se recolectaron las muestras de pacientes que cumplian con los criterios
de inclusion en el periodo de 25 de septiembre a 30 de octubre de 2021 ,se enviaron
una a departamento de gendmica y otra a departamento de bacteriologia , una vez
obtenido el reporte de resultados se compararon en cuanto a tiempo y total de muestras
requeridas para obtener el aislamiento bacteriano y la prontitud de respuesta de servicio
de infectologia para la autorizacion de tratamiento antibiotico dirigido a los aislamientos
reportados, se realizo el andlisis estadistico utilizando el software SPSS, la descripcion
demografica de los pacientes se realizo a través de medidas de tendencia central , se
realizo pruebas de t de student y correlacion de resultados se determinaron medidas de
tendencia central.
PALABRAS CLAVE: microbiologia clinica, secuenciacion de ADN, método Sanger,
infeccion



COMPARACION ENTRE DETERMINACION GENOMICA Y CULTIVO
MICROBIOLOGICO PARA DIAGNOSTICO TEMPRANO DE NEUMONIA ASOCIADO
A VENTILACION MECANICA.

ANTECEDENTES.

De forma general, el genoma es el conjunto de material genético hereditario que posee
un organismo vivo y que determina su capacidad de adaptacion a las diferentes
condiciones ambientales y nutricionales 26,

El genoma bacteriano se refiere al conjunto total de genes que posee una bacteria y
comprende tanto su cromosoma como todos los elementos genéticos
extracromosomicos en caso de poseer alguno.?® El cromosoma bacteriano contiene toda
la informacién genética esencial para la vida de la bacteria y esta formado por una Unica
molécula de acido desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena vy circular, cerrando por
enlace covalente.?” Por su parte, el ADN extracromosomico comprende el ADN
plasmidico, también circular y cerrado, y los bacteriéfagos (virus bacterianos).
Académicamente, el genoma bacteriano puede diferenciarse en el denominado genoma
core y el denominado genoma accesorio, haciendo referencia el genoma core al conjunto
de genes presentes en todos los individuos de una especie bacteriana concreta y el
genoma accesorio al conjunto de genes variables entre miembros de una misma
especie.?’

En los ultimos afios, el constante desarrollo y la continua mejora de los métodos de
secuenciacion del ADN ha permitido que la obtencion de la secuencia del genoma
completo sea accesible en la rutina de los servicios de Microbiologia clinica |,
introduciendo asi un nuevo paradigma en el diagnostico microbiolégico este nuevo
paradigma implica el manejo de una gran cantidad de informacién, cuya gestién y
analisis demanda inexorablemente el uso de herramientas bioinformaticas lo cual no
deberia ser un obstaculo para su implementaciéon en los servicios de microbiologia
clinica ya que en los ultimos afios se han desarrollado aplicaciones web y/o interfaces
que permiten una fécil utilizacion de muchas de estas herramientas sin la necesidad
de requerir grandes conocimientos en lenguajes de programacion.26

Una de las principales ventajas de la secuenciacién masiva es su universalidad, siendo
de las principales ventajas de la secuenciacion masiva es su universalidad, siendo
posible obtener la secuencia de genoma completo de cualquier especie microbiana.?®
En este punto, cabe destacar el crucial papel que esta herramienta esta teniendo en la
pandemia causada por SARS-COV- 2. ?° En los primeros dias, disponer de estas
herramientas permitié identificar el agente causal del brote de neumonia de origen
desconocido reportado en la ciudad de Wuhan a finales de 2019 asi como obtener
rapidamente la secuencia del genoma completo del virus, hecho que permitio el
inmediato desarrollo de las herramientas diagnosticas necesarias.®° Posteriormente, la
secuenciacion de genoma completo se ha perfilado como una herramienta clave en la
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monitorizacion y control de la pandemia. Instando a los gobiernos y organismos de la
salud a su incorporacién como herramienta para el control y vigilancia de la pandemia.*
Hasta la fecha, y a pesar de su universalidad, el uso de la secuenciacion de genoma
completo como herramienta de diagnéstico microbioléogico se ha enfocado
mayoritariamente en el estudio de las especies bacterianas, centrdndose por tanto el
presente procedimiento exclusivamente en la aplicabilidad de la secuenciacion para el
estudio de genomas bacterianos y metagenomas. No obstante la secuenciacion masiva
estd adquiriendo también relevancia en otros ambitos de Microbiologia Clinica,
especialmente en la virologia, incluyendo aspectos epidemiolégicos, diagnosticos,
deteccion de resistencias a antivirales. %

La neumonia es la principal causa mundial de sepsis y se ha asociado con una alta
morbilidad y altas tasas de mortalidad a corto y largo plazo. Como puede ser causado
por un amplio espectro de microorganismos, el diagnostico microbiano es un desafio y
la eleccion de la terapia adecuada sigue siendo un problema importante. Esta revision
se centra en estudios publicados recientemente sobre pruebas de diagndstico
microbioldgico y evaluaciones clinicas para la neumonia, incluida la neumonia adquirida
en la comunidad, la neumonia adquirida en el hospital y la neumonia asociada a la

ventilacion.e17

La neumonia asociada a ventilador (NAV) se refiere a la inflamacion del parénquima
pulmonar causada por agentes infecciosos adquiridos especificamente al recibir
ventilacion mecanica.l’” La NAV es una complicaciébn nosocomial prevenible que
potencialmente contribuye a la mortalidad y morbilidad, por lo tanto, se considera una
medida clinica y epidemiol6gicamente importante de la calidad de la atencién, contribuye
al consumo de recursos adicionales, agregando tiempo y gastos a una estadia en
cuidados intensivos, lo que representa una gran proporcion de todas las prescripciones
de antibidticos. Se considera que NAV es responsable de un costo adicional de
aproximadamente 40 000 por episodio en los estados unidos y alrededor de 9000 en
el reino unido. La literatura existente informa que la incidencia de NAV varia
ampliamente entre 4.0 % y 28.8% de la poblacién de riesgo. 18

A partir del descubrimiento de las estructuras de la molécula de ADN (Watson
y Crick 1953), hace poco mas de 50 afios, se han producido millones de secuencias de
especies de arqueas, bacterias y eucariontes. En los inicios de la secuen-
ciacion, obtener la secuencia de un fragmento de 5 o 10 nucleétidos resultaba
un proceso muy costoso y complicado. Sin embargo, los avances cientificos y
tecnolégicos han permitido tener hoy en dia una gran cantidad de secuencias de
ADN con informacién de importancia médica, ecoldgica, fisiolégica y evolutiva.
En 1976, Walter Fiers y colaboradores, secuenciaron el genoma completo del
bacteri6fago Ms2 de aproximadamente unos 3 500 pares de bases (pb).!° Pero
es en 1977 cuando surgen dos técnicas modernas de secuenciacion de ADN:



la secuenciacion quimica de Maxam 'y Gilbert (1977) y el método
gue revoluciono a la biologia molecular, la secuenciacion enzimatica de Sanger.

En 1982 se crea el Gen Bank a través del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), existian mas de 2000 secuencias y para principios del 2011 esta base de datos
estaba integrada por mas de 10 000000 de secuencias. Se cuenta con 1548 secuencias
de bacterias, 83 arqueas, 821 eucariontes, 281 genomas. En 1995 se secuencia el primer
genoma completo de un organismo, de la bacteria oportunista Haemophilus influenzae.
19

En la lucha contra las enfermedades infecciosas, se ha hecho necesaria la optimizacion
de la especificidad, sensibilidad y rapidez de técnicas de diagndstico tradicional; sin
embargo, con el auge de la investigacion y la necesidad de diagnosticos oportunos y
eficaces, han surgido técnicas de laboratorio con fundamento en biologia molecular
aplicadas en programas de prevencion, control y tratamiento.'38

El principio de la epidemiologia molecular radica en el estudio de las enfermedades
infecciosas a través del empleo de técnicas moleculares que permitan el estudio del
genoma de bacterias, virus, viroides, hongos y parasitos, agentes etiolégicos de dichas
enfermedades.'?13

Los &cidos nucleicos y las proteinas, macromoléculas comunes a todos los seres vivos,
cambian con el tiempo. Por ello, pueden considerarse como cronémetros moleculares o
documentos de la historia evolutiva.>3

En microbiologia clinica, la identificacion rapida y correcta de los agentes patégenos es
un requisito esencial para el diagnostico y la aplicacion posterior de un tratamiento
adecuado.>® En la actualidad, la mayor parte de las bacterias de interés clinico pueden
identificarse facilmente mediante técnicas microbiolégicas convencionales, que
requieren el aislado previo del agente patdgeno y se basan en caracteristicas fenotipicas.
Sin embargo, existen situaciones en las cuales la identificacion fenotipica necesita
mucho tiempo, resulta dificil o, incluso, imposible. En estas circunstancias, la
identificacion molecular basada en el andlisis de secuenciacion enzimatica de Sanger
del ARNr 16S (o del gen que lo codifica) puede representar una ventaja tanto en tiempo
como en precision, llegando incluso a competir de manera favorable con otras técnicas
rapidas y eficaces, como las inmunoldégicas.’ La técnica suele utilizarse para secuenciar
fragmentos individuales de ADN, como plasmidos bacterianos o ADN copiado en la PCR.
El ARN ribosémico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en
estudios de filogenia y taxonomia bacterianas.33

La comparacion de las secuencias de los ARNr 16S (o de los genes que los codifican)
permite establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los organismos
procariotas. Este hecho ha tenido una enorme repercusion en taxonomia bacteriana,
dando lugar al sistema de clasificacion vigente y permitiendo la identificacion rapida y
precisa de las bacterias.'11°

El diagnostico molecular es un area dinAmica en constante desarrollo que ha
revolucionado el diagndstico clinico, mostrando un impacto en las areas de salud, y
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obligado a la implementacion de herramientas claves para el equipo clinico que generan
un beneficio directo para el paciente.*611

el uso de técnicas moleculares como la secuenciacion de nueva generacion (NGS),
pirosecuencia, técnica del ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD ) y polimorfismo
de longitud de fragmento de restriccion (RFLP), permite el estudio de un genoma
completo o secuencias especificas de ADN de secuencias largas o cortas con el fin de
detectar y analizar secuencias de interés para la investigacion en las ciencias
agronomicas, forenses, diagndstico clinico e investigacion basica, traslacional y
aplicada.” La secuenciacion de ADN es el proceso de determinar la secuencia de
nucleétidos (As, Ts, Cs y Gs) de un fragmento de ADN.'21314 En |a secuenciaciéon de
Sanger, el ADN blanco es copiadola determinacion de la secuencia. La secuenciacion
de Sanger arroja secuencias de alta calidad para segmentos relativamente largos de
ADN (de hasta aproximadamente 900 pares de bases). 612

La identificacién del microorganismo 0 microrganismos que pueden estar causando una
infeccion es clave para el manejo adecuado del paciente y su ulterior recuperacion.® En
este sentido, los métodos convencionales de diagndstico microbioldgico, directos e
indirectos, pueden presentar limitaciones, pudiendo en ocasiones ser demasiado lentos
o incluso resultar insuficientes para establecer el diagnostico etiolégico definitivo.3> Para
solventar estas limitaciones. Los servicios de Microbiologia Clinica han ido
paulatinamente incorporando técnicas diagnosticas basadas en la PCR, aunque, al igual
gue los métodos tradicionales, estos métodos moleculares presentan la desventaja de
requerir de una sospecha etiolégica que las diferencias de las técnicas de secuenciacion
masiva.3®

La secuenciacidon dirigida ha sido clasicamente utilizada en Microbiologia para la
identificacion de bacterias y hongos mediante amplificacién de regiones universalmente
presentes en sus genomas. Asi, para la identificacion de bacterias se utilizan regiones
del gen que codifica la subunidad 16S del ribosoma mientras que para la identificacion
de hongos se utilizan regiones de ADN espaciador de los genes que codifica las dos
subunidades del ribosoma o bien regiones del gen que codifica la subunidad 18S del
ribosoma.®? Como se adelantd, la secuenciacién Sanger presenta una baja tasa de
error y, por ello, ha sido y es ampliamente utilizada para fines taxonémicos y para el
diagndstico etiol6gico de las enfermedades infecciosas.?
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Las infecciones son muy frecuentes en los pacientes que se encuentran ingresados en las
unidades de cuidados intensivos (UCI)}28Las causas mas frecuentes de infeccién adquirida
en la comunidad que precisa ingreso en la UCI son las infecciones respiratorias, infecciones
urinarias y las infecciones del sistema nervioso central.®8 En el paciente critico se alnan
factores, haciéndolos especialmente vulnerables a las infecciones por lo cual la microbiologia
clinica, la identificacién rapida y correcta de los agentes patdégenos es un requisito esencial
para el diagndstico y la aplicacion posterior de un tratamiento adecuado. Por lo que se hace
necesario implementar técnicas de deteccion de microorganismos responsables del
proceso infeccioso, tomando en cuenta la experiencia en el servicio de terapia intensiva
del Hospital General de México en la cual se ha requerido al toma de multiples tomas
de muestra bronquial para obtener el reporte de aislamiento por medio de cultivo
microbiolégico, lo que aumenta costos en cuanto a recursos materiales y personal,
ademas de contribuir al retraso de administracion de tratamiento especifico lo que
aumenta los dias de estancia en el servicio aumentando los gastos dia cama de cada
paciente, razén por la que se propone la determinacién genémica de bacterias por medio
de la secuenciacion enzimatica de Sanger en la cual se sugiere se obtendran resultados
con latoma de una sola muestray en menor tiempo.
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En los ultimos afios se han realizado importantes avances en los métodos de diagndstico
para la deteccion de patdgenos respiratorios. Se han disefiado plataformas de
diagndstico molecular capaces de identificar multiples patdgenos en la misma muestra.
Estas plataformas se han consolidado como una opcion de diagndstico adicional y han
demostrado su superioridad a los métodos de diagndstico convencionales. El diagndstico
molecular de neumonia, incluida la neumonia adquirida en la comunidad (NAC), la
neumonia adquirida en el hospital (HAP) y la neumonia asociada al ventilador (NAV),
debe detectar patdgenos y sus patrones de resistencia de forma precisa y rapida para
poder orientar la terapia antibi6tica inicial. El principal inconveniente del diagndstico de
NAC convencional es el tiempo que se tarda en identificar y determinar la susceptibilidad
antibidtica de los microorganismos causantes de la neumonia, ya que los resultados
definitivos solo pueden estar disponibles entre las 24 y las 72 h. Ademas, el tipo de
muestra y su calidad son muy importantes para un diagnéstico microbiol6gico
preciso.16:17

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se ha identificado retraso en el tratamiento antibiético dirigido en pacientes de terapia
intensiva por el retardo en la identificacion y reporte del departamento de bacteriologia
en diferentes muestras pero sobre todo en la determinacion de agentes en cultivo
bronquial haciendo necesario la toma de multiples muestras para poder obtener una
determinacién especifica, lo que condiciona aumento de costos en recursos de
laboratorio y de recursos materiales para latoma de muestras asi como aumento de
dias de estancia en terapia intensiva y con ello el aumento de mortalidad ya que se
inician tratamientos empiricos que en ocasiones no condicionan mejoria del estado
clinico del paciente incluso teniendo progresion del proceso infeccioso a choque séptico
por lo que se considera de suma importancia el reconocimiento oportuno de los
agentes causantes de los procesos infecciosos motivo por el cual se realizo
secuenciacion de ADN en muestra bronquial de pacientes mediante ventilacion
mecanica en el departamento de gendmica del hospital general de México para
determinar su superioridad diagnostica y con esto ahorro de recursos asi como
disminucién de mortalidad y de dias estancia de en terapia intensiva ante la
identificacion en menor tiempo y en menor nimero de muestras comparado con la
determinacién en cultivo microbiolégico en laboratorio central.

JUSTIFICACION.

Se planteo la realizacion de esta proyecto debido a que se detecto en el servicio de
terapia intensiva la necesidad de toma de multiples muestras bronquiales para poder
obtener la determinacion por medio de cultivo microbiolégico del agente bacteriano en
muestra bronquial de pacientes con neumonia asociada a ventilacibn mecanica, lo
cual conlleva a un retraso en brindar el tratamiento antibiético especifico por parte del
servicio de infectologia permitiendo el deterioro clinico del paciente con el consiguiente
aumento de la mortalidad, ademas de aumento en resistencia bacteriana por
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administracion de tratamientos empiricos con antimicrobianos de amplio espectro, por
lo que se propuso este protocolo de estudio para conocer si mediante la determinacion
gendémica de aislamiento bacteriano se acortan los tiempos de obtencion de la
identificacion bacteriana con lo cual se pretende obtener un diagnostico temprano y
tratamiento oportuno contribuir a la disminucion de la mortalidad de los paciente, asi
como para disminuir gastos en los recursos para latoma de las muestras requeridas
ya que actualmente han sido necesaria latoma de hasta 3 a 4 muestras por paciente
para poder obtener un aislamiento mediante el cultivo microbiol6gico.

HIPOTESIS.

H1. La determinacion de secuenciacion de ADN microbiolégico en muestra bronquial de
pacientes de terapia intensiva por método de Sanger permitird un pronto inicio de
tratamiento antibiético dirigido al ser una prueba diagndstica con una baja tasa de error
y, por ello, ha sido y es ampliamente utilizada para fines taxondémicos y para el
diagndstico etiologico de las enfermedades infecciosas comparado con la determinacién
de cultivo microbiolégico ( Gold estdndar) por el menor tiempo y menor nimero de
muestras necesarias para reporte de resultados.

HO. La determinacion de secuenciaciéon de ADN microbiolégico en muestra bronquial de
pacientes de terapia intensiva por método de Sanger no permitira un pronto inicio de
tratamiento antibiotico dirigido al ser una prueba diagndstica con una baja tasa de error,
sin embargo, al no contar con el reporte de antibiograma comparado con la
determinacién de cultivo microbiolégico (Gold estandar) para la especificacion de
resistencias bacterianas.

OBJETIVO GENERAL.

Conocer la especificidad de la determinacion genémica vs cultivo microbiologico para la
deteccién de agentes bacterianos en muestra bronquial para establecer tratamiento
oportuno dirigido y de esta manera contribuir a la disminuciéon de la mortalidad en
pacientes con neumonia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Caracterizar la epidemiologia de neumonia en el servicio de terapia intensiva
Determinar tiempo de reporte de resultados por el departamento de gendémica y el
servicio de bacteriologia.

Demostrar la asociacion de mortalidad en cuanto al tiempo de reporte de resultado de
cultivo microbioldgico

Identificar proceso final y conocer el tiempo de reaccion de servicio de infectologia ante
el reporte de resultados por el servicio de gendmica.

Determinar si existe mala técnica de la toma de muestra en el servicio de acuerdo a la
cantidad de resultados reportados como contaminados por el servicio de bacteriologia
comparado con los resultados reportados por gendmica en muestra tomadas pareadas.
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Contabilizar dias de estancia asociados a retardo de reporte de resultados de
aislamientos.

METODOLOGIA.

TIPO Y DISENO DE ESTUDIO.
DE PRUEBA DIAGNOSTICA, OBSERVACIONAL, DESCRIPTIVO, TRANSVERSAL,
PROSPECTIVO.

POBLACION.

Se incluyeron muestras de pacientes que ingresaron al servicio de terapia intensiva del
Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” en el periodo comprendido de 25 de
septiembre de 2021- 30 de octubre de 2021 que cumplian con los criterios de inclusion.

TAMANO DE LA MUESTRA.

No se realiz6 calculo matematico para la seleccidon de la muestra, se realizo técnica de
muestreo no probabilistico a conveniencia, considerando a todos los pacientes que
fueron ingresados en el servicio de terapia intensiva del Hospital General de México “Dr.
Eduardo Liceaga”, en el periodo comprendido entre 25 de septiembre 2021 a 30 de
octubre de 2021, con el diagnostico de Sepsis o desarrollen sepsis por neumonia
asociada a ventilaciéon mecanica en el transcurso de su estancia, que retnian todos los
criterios de inclusion.

CRTERIOS DE SELECCION.
CRITERIOS DE INCLUSION.

e Pacientes mayores de 18 afos.

e Ingreso a terapia intensiva con al menos un diagnostico de ingreso de infeccidon
clinicamente sospechada o documentada.

e Pacientes que desarrollen datos clinicos y bioquimicos de proceso infeccioso
durante su estancia en el servicio de terapia intensiva.

e Pacientes que ingresen con ventilacion mecanica invasiva

e Pacientes que requieran ventilacion mecénica invasiva en el transcurso de su
estancia.

e Que cuenten con registro de toma de muestra bronquial con reporte de muestra
contamina, muestra no valorable, o reporte de 1 gram-, 2 gram +.
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e Que cuenten con registro de muestra recibida en el departamento de genémica
e Pacientes que ingresen en el periodo establecido de recoleccion de datos.
e Pacientes que cuenten con firma de consentimiento informado

CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Pacientes que ingresen sin requerimiento de ventilacibn mecéanica

CRITERIOS DE ELIMINACION.

e Pacientes que no cuenten con registro de muestra bronquial en laboratorio central
e Pacientes que no cuenten con registro de muestra bronquial en departamento de

gendmica

DEFINICION DE VARIABLES.

intrahospitalaria.

el ingreso
Urgencias Yy
traslado a pabell
con criterios
resolucion.

a

el
6n
de

variable Definicion Unidad de | Tipo de | Codificacién
conceptual medicion variable
ID (|D) Identificador Unico | La base de datos se | Categérica No aplica
de cada paciente mantendra nominal
anonimizada. La
Unica  relacion del
namero de
identificacién con
datos como nombre o
expediente de
paciente se tendra en
resguardo solo por el
investigador principal
Dias de estancia | Numero de dias | dias Cuantitativa numéerico
que suceden entre discontinua
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edad Tiempo trascurrido | afios cuantitativa numerico
en afios desde el
nacimiento
Genero Fenotipo masculino | Masculino/femenino Cualitativa 0= masculino
0] fenotipo Dicotémica _ .
. 1=femenino
femenino
Sitio de No aplica Categérica
infeccion Sitio primario del nominal
foco infeccioso al (pulmonar /
que se urinario/
atribuye abdominal /
principalmente la tejidos
hospitalizacion blandos /
actual otros)
Neumonia Complicacion SI/INO Cualitativa O=si
asociada a Eulmonﬁr . que ge dicotomica 1=no
s esarrolla después de
Vent"a(,:'on 48 a 72 horas de la
mecanica intubacion
endotraqueal, en
pacientes sometidos a
ventilacion mecénica.
Muestra Secrecion que se | No aplica Cuantitativa O=si
bronquial obtiene de la dicotomica 1=no
aspiracion de vias
respiratorias
Aislamiento Conjunto total de | Reporte de bacterias | cuantitativa 0= sin reporte
genoma genes bque posse de bacterias
. una acteria y
bacteriano comprende tanto 1= con reporte
su cromosoma de bacterias
como todos los
elementos
geneticos
extracromosomicos
Aislamiento Es la separacion de | Reporte de bacterias | cuantitativa 0= sin reporte
bacteriano un dej[ermina(;jc: de bacterias
. . . microorganismo de
microbiologico resto de 1=con reporte

microorganismos que
le acompafian. El
método més usual es
la siembra por estria
sobre un medio de
cultivo solido
adecuado dispuesto
en una placa de petri

de bacterias
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PROCEDIMIENTO.

Para la recoleccion de datos se incluyeron los pacientes que ingresaron en el servicio
de terapia intensiva en el periodo de 25 de septiembre de 2021- 30 de octubre de
2021 que cumplieron con los criterios de inclusion, de los cuales se obtuvieron dos
muestras bronquiales por el personal de servicio de inhaloterapia de las cuales una
se etiqueto mediante solicitud de laboratorio para su envi6 al &rea de bacteriologia para
el cultivo microbiolégico, la segunda muestra se etiqueto y se transporto en una hielera
con frio (sin especificarse temperatura) al departamento de genomica y se registro en
una hoja de recepcion y entrega de muestra en la cual a su recepcion se checo la
temperatura y se anotd en la hoja de registro de la muestra junto con los datos del
personal quien recibe , la hora y fecha , posteriormente se inicio el proceso de
preparacion de la muestra para la secuenciacion de ADN con técnica de Sanger en
la cual se obtuvo el fragmento que se deseaba secuenciar, el fragmento de ADN que se
secuencio dependié completamente del objetivo del estudio, se pudo obtener mediante
PCR o por clonacion en algun vector, posteriormente se purifico el fragmento
secuenciado, se cuantifico el fragmento en un espectrometro para asegurarse de tener
la cantidad necesaria para la reaccion (5 a 10 nanogramos por cada 100 pb), se preparé
la reaccion de secuenciacion con 2 microlitros de tinta , 2 microlitros de buffer, la
cantidad de fragmento secuenciado determinado, 1 microlitro del iniciador y se completd
la reaccion a 10 microlitros con agua bidestilada esterilizada o inyectable, se colocaron
los microtubos en la termocicladora, se purifico el producto de PCR, se centrifugo la
columna en una microcentrifuga a 730 xg por dos minutos, se secé la muestra en un
concentrador al vacio o dejando destapado los tubos en un lugar completamente oscuro
hasta que no quedo nada de agua, una vez que estuvieron secas se almacenaron
envueltas en papel aluminio a 4 °C, se desnaturalizo con formamida, se centrifugo por
5 minutos a 13 000 rpm, se capturaron los datos de la muestra en el programa 3100
Data collection posteriormente, se inicié con la electroforesis y posteriormente con el
analisis de los resultados, se obtuvo la secuencia consenso al comparar el sentido
Forward (5-3’) y el sentido reverse (3-5).Este paso es muy importante por que las
polimerasas tienen diferentes porcentajes de fidelidad o en ocasiones existen problemas en
la electroforesis de secuenciacién y esto nos puede generar falsos polimorfismos. También
es util el consenso cuando el fragmento que se esta analizando es mayor de 700 pb debido
a que permite obtener un tamafio mayor de secuencia al complementar ambas cadenas. Una
vez obtenida la secuencia de interés, independientemente del objetivo, es indispensable
comparar con las secuencias disponibles en las diferentes bases de datos ubicadas en
internet. Este tipo de andlisis se puede llevar a cabo mediante programas de computo, los
cuales usan distintos algoritmos de busqueda, siendo el mas usado el BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) de esta manera se verificara si se logro
secuenciar el fragmento que se esperaba. Una vez enviadas las muestras se mantuvo en
espera de resultados para la posterior comparacion de los mismos, se evalué el tiempo
en el cual se reportaron los aislamientos y el nimero de muestras necesarias para el
reporte de resultados, asi como el tiempo de respuesta del servicio de infectologia para
la autorizacion de tratamiento antibidtico dirigido al asilamiento.
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ANALISIS ESTADISTICO.

La descripcion demografica de los pacientes se realizar4 a través de medidas de
tendencia central, se realizard prueba de t de student y correlacion de resultados y
prueba diagndstica con chi cuadrada de hosmer lemeshow y curva receptor operativo
comparando Gold Standar “cultivos bacteriolégicos” vs determinacion gendémica de
bacterias y tablas de contingencia.

Se utilizara el software SPSS version 23.0 (IBM Co) 2015. Se asegurara una confianza
del 95%.

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.

El presente protocolo se desarrollo dando cumplimiento estricto a la Ley General de
Salud y su reglamento en Materia de Investigacion, a las Guias de la Conferencia
Internacional de Armonizacion sobre Buenas Préacticas y a la NOM-012- SSA3-2012.
Asimismo, se respetaran invariablemente los principios plasmados en la Declaracién de
Helsinki y en el Codigo de Nuremberg. Se garantizarda en todo momento el maximo
bienestar para los pacientes por encima de cualquier objetivo de la investigacion, se
protegera la vida, la salud, la dignidad, la integridad, la intimidad y la confidencialidad de
lainformacion desarrollada durante la investigacion.

Consentimiento informado. la toma de muestras son actividades propias a la atencion
proporcionada en el diagndstico y tratamiento de los pacientes hospitalizados en el
servicio de terapia intensiva del hospital general de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Sin
embargo, se otorgara un consentimiento informado para la toma de las mismas y para la
inclusién al proyecto de investigacion.

RELEVANCIA'Y EXPECTATIVAS.

Con los resultados se podra determinar si existen superioridad en cuanto a ahorro de
recursos mediante la secuenciacion de ADN en muestra bronquial vs cultivo
microbiologico por la cantidad de muestras que en ocasiones se deben tomar y
procesar para poder obtener un resultado del servicio de bacteriologia, con lo que se
pretende reducir el tiempo de estancia en el servicio de terapia, ademas valorar el
impactando en la morbimortalidad del paciente, asi como generar nuevos protocolos de
tratamiento.

17



RECURSOS DISPONIBLES.

Personal de inhaloterapia.

Personal de area de bacteriologia.

Personal de departamento de genémica

Médicos residentes para transportar las muestras

Material para la toma de muestras

Material para el transporte de muestras

Papeleria para las hojas de registro de muestras

Etiquetas para la identificacion de muestras para envid a area de bacteriologia
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RESULTADOS

En el periodo de 1 mes comprendido entre el 25/09/2021 al 30/10/2021 se recibieron 20
pacientes con diagndésticos de neumonia asociada a ventilacion mecanica lo cual
representa el 14.1% de los ingresos a terapia intensiva (IC95% 1.10, 1.79). 18 pacientes
cumplieron con los criterios de inclusion. Dos pacientes mas fueron excluidos debido a
gue no se tienen muestras registradas. Se estudiaron los 18 pacientes restantes, cuyas
caracteristicas demograficas se muestran en la grafica 1 , la poblacion es homogénea
con un porcentaje de pacientes masculinos de 55.5 %%, femenino de 44.5 %, con una
media de edad de 46.8 afios .

Grafica 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion.
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Le mediaciones somatometricas se realizan en todos los pacientes que son
hospitalizados en el servicio de terapia intensiva, el peso promedio encontrado fue de
85 kg, con rango intercuartilico de 88.75, la talla promedio fue de 1.75 con rango
intercuartilico de 1.67- 1.75 m, la mediana del indice de masa corporal se encontr6 en
27.7, con respecto a la tension arterial sistolica esta se encontré con mediana de 68.7,
con desviacién estandar correspondiente a 5.54, en cuanto a la frecuencia cardiaca la
mediana fue de 22.4, con desviacion estandar 0.86, la saturacibn de oxigeno por
oximetria de pulso fue de 93.4% con desviacién estandar de 3.6. (tabla 1)
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Tabla 1. Mediciones somatometricas. ]
MEDICIONES SOMATOMETRICAS

Peso — kg, mediana (RIQ) 85 (85. 88.75)
Talla — m, mediana (RIQ) 1.75(1.675. 1.75)
IMC — kg/m2, mediana (RIQ) 27.75 (26.6. 30.6)

Presion arterial sistolica — mmHg, media (DE) 113 .75 (14.08)
Presion arterial diastolica —- mmHg, media (DE) | 68.75 (3.54)

Frecuencia cardiaca — min-1, media (DE) 104.0 (17.9)
Frecuencia respiratoria — min-1, media (DE) 22.4(3.0)
Temperatura — °C, media (DE) 36.95 (0.86)

Saturacion por pulsooximetria — %. media (DE) | 93.4 (3.6)

A todos los pacientes a su ingreso al area de terapia intensiva se les realiza toma de
estudios de laboratorio entre estos se incluye la biometria hematica, quimica
sanguinea, dentro de los hallazgos encontrados en las muestras de estudio son : la
determinacién media de leucocitos fue de 13.3, con desviacion estandar de 2.5, los
valores medios de neutréfilos son reportados en 10.6 con desviacion estandar de 2.5 en
cuanto al recuento al linfocitos la media fue de 1.6, con mediana de 0.9, el conteo de
monocitos es encontrado en 1, con desviacion estandar de 0.3, los valores de
hematocrito medidos se reportaron con media de 42.9 , con desviacién estandar de 8.5,
los valores de hemoglobina se reportaron con media de 15.8 con desviacion estandar
de 2.3.(tabla?2).

Tabla 2. Medidas de celularidad.

Glucosa capilar — mg/dL, media 115.6 (47.1)
(DE)

Leucocitos — células/ul., media (DE) | 13.3 (2.5)
Neutrofilos — células/ul, media (DE) | 10.6 (2.5)
Linfocitos — células/ulL, media (DE) 1.6 (0.9)
Monocitos — células/ulL, media (DE) 1(0.4)
Eosinoéfilos — células/ulL, media (DE) | 0.1 (0.3)

Hemoglobina — g/dL, media (DE) 15.8 (2.3)
Hematocrito — %, media (DE) 42.9 (8.5)
VCM — fL, media (DE) 91.9 (3.6)
HCM — pg, media (DE) 30.9 (0.8)
CMHC — pg, media (DE) 33.6 (0.9)
Ancho de distribucion eritrocitaria — | 13.6 (0.9)

%, media (DE)
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La siguiente tabla evidencia el resto de hallazgos encontrados en las mediciones de
laboratorio que se realizaron a los pacientes ingresados al protocolo de estudio con el
diagnostico de sepsis por nheumonia asociada a ventilacion mecénica, se encontré la
glucosa con media de 123mg/dl con desviacion estandar de 48.9, la medicién de ure
a fue con media de 38.4 con desviacion estandar de 11.2, en cuanto a los valores de
creatinina se encontré6 una media de 1, con desviacion estandar de 0.4, la mediana
obtenida de acido Urico fue de 6.1, con desviacion estandar de 1.3, la mediana de los
valores de colesterol en sangre fue de 152 con una mediana de 155 con desviacion
estandar de 71.8, se midieron las bilirrubinas indirectas con media de 1.7 con desviacion
estandar de 1.5 en cuanto a la bilirrubina directa al mediana fue de 2.1 con desviacion
estandar de 2.8, lo valores de albumina se encontraron en 3.9, con desviacién estandar
de 0.7, también se realizo mediciones de transaminasas encontrando alanina
aminotransferasa con media de 151 con desviacion estandar de 237, los valores de
fosfatasa alcalina medios fueron de 144.5 con desviacion estandar de 64, en cuanto a
gamma glutamil transferasa la media fue de 429 con desviacion estandar de 369, los
niveles séricos de deshidrogenasa lactica se reportaron con media de 241, con
desviacion estandar 714. (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de laboratorio.

Glucosa (img/dL) . media (IDE) 123 (48 9)
TUrea (mg/dL) , media (DE) 38.4(11.2)
Creatinina (mg/dL) , media (DE) 1 (0.4
Acido arico (mg/dL) , media (DE) 6.1 (1.3)
Colesterol (mg/dL) , media (DE) 152 (39 1)
Triglicéridos (mg/dL) , media (DE) 155.6 (71.8)
Colesterol-HDL (mg/dL) . media (DE) 32.4 (24.9)
Colesterol-LDL (mg/dL) . media (DE) 100 (39.6)
Bilirrubina directa (mg/dL) , media (DE) 2.1 (2.8)
Bilirrubina indirecta (mg/dL) ., media (DE) 1.7 (1.5)
Proteinas totales (g/dL) ., media (DE) 6.5 (0.5)
Globulinas (g/dL) , media (DE) 2 T (03)
Albumina (g/dL) . media (DE) 3.9 (0.7
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ALT (U/L) . media (DE)

151 6 (237)

AST (U/L) , media (DE)

1029 (127.2)

FA (U/L) ., media (DE)

144.5 (64)

GGT (U/L) , media (DE)

4296 (369)

DHL (U/L) . media (DE)

241 8 (73.1)

Amilasa (U/L) . media (DE)

788.5 (714.7)

Lipasa (U/L) . media (IDE)

13935 (1245.4)

(DE)

Sodio (nEq/L) , media (DE) 135.5 (3.2)
Potasio (mEq/L) . media (DE) 4 {0.3)
Cloro (mEq/L) , media (DE) 101 .9 (4.5)
Calcio (mg/dL) , media (DE) 9.1 (0.7)
Fasforo (mg/dL) ., media (DE) 3.3 (0.7)
Magnesio (Ing/dL) , media (DE) 2 (0.2)
Tiempo de protrombina (s) . media (IDE) 12.3 (0.8)
INR, media (DE) 1(0.1)
Tiempo de tromboplastina activada (s) . media 26.1 (2.8)

Fibrinageno, media (DE)

331.1 (Z18.7)

Las muestras requeridas para obtener un aislamiento en muestra bronquial por el servicio
de bacteriologia mediante cultivo microbiolégico fue de la siguiente manera en 7
pacientes se requirié la toma de una sola muestra, 1 paciente requirié la toma dos
muestras, 3 pacientes requirieron la toma de 3 muestras, 2 pacientes requirieron la

toma de 4 muestras ( grafica 2).

Grafica 2. Muestras necesarias para aislamientos por bacteriologia.

muestras requeridas para asilamiento por bacteriologia

1 muestra por
bacteriologia

2 muestras por
bacteriologia

3 muestras por
bacteriologia

4 muestras por
bacteriologia
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Las muestras necesarias para la deteccion de microorganismos por secuenciacion
gendmica de ADN mediante técnica de Sanger requirio la toma de una sola muestra
( grafica 3) con la cual se reporté la deteccion de pseudomonas aeruginosa en 4
pacientes don un porcentaje de 22.2 %, stenotrophomonas maltophila en 3 pacientes
con porcentaje de 16.6 %, enterococcus faecalis en 3 pacientes con un porcentaje de
16.6 %, E. coli en 2 pacientes con un porcentaje de 11.1%, acinetobacter baumannii en
2 pacientes con porcentaje de 11.1 %, klebsiella pneumonie en 2 pacientes con
porcentaje de 11.1 %, enterobacter en 1 paciente con porcentaje de 5.5% ( grafica 4).

Grafica 3. Muestras por genoémica.
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Grafica 4. Aislamientos por genémica.
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En los asilamientos reportados por bacteriologia mediante cultivo microbiolédgico fueron
los siguientes predominando el reporte de 3 gram negativos diferentes en un porcentaje
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de 37.5% requiriendo la toma de mas muestras para obtener el aislamiento, se reporté
el aislamiento de 3 gram positivos en el 16.6 % del total de las muestras, se aislo
pseudomonas aeruginosa en el 16.6%, acinetobacter baumannii en el 8.3%, klebsilla
pneumonioe en el 8.3%, E. coli en el 4.1 %, klebsiella oxytoca en el 4.1 %,
stenotrophomonas maltophila en el 4.1 %, no se reporto aislamiento de enterococcus
faecalis ni de enterobacter ( grafica 5).

Grafica 5. Aislamientos por bacteriologia.
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Los pacientes recibieron tratamiento antibiético empirico en un porcentaje de 88.8% Ilo
gue corresponde a 16 pacientes, una vez obtenidos los asilamientos reportados por
el servicio de bacteriologia se administro antibioticoterapia especifica en un 55.5 % (
grafica 6 ) debido a que en algunas muestras de pacientes procesadas por
bacteriologia no se logro el aislamiento de algun agente bacteriano comparado con los
reportes de gendmica en los cuales a pesar de haberse reportado el aislamiento el
servicio de infectologia no otorgo el tratamiento especifico por la falta de reporte de
antibiograma para la consulta de farmacorresistencia de los agentes bacterioldgicos,
en algunos pacientes se retraso el inicio de tratamiento especifico por el mismo motivo
se mantuvo a la espera de reporte del aislamiento y su antibiograma por el servicio de
bacteriologia, se reporta retraso de hasta 14 dias de inicio de tratamiento especifico
en 1 paciente que corresponde al 10% de los pacientes que recibieron el antibiotico
especifico, 9 dias en 1 paciente que corresponde al 10%, 8 dias en dos pacientes que
corresponde al 20%, 5 dias en 1 paciente que corresponde al 10%, 3 dias en 1
paciente que corresponde al 10%, 2 dias en 2 pacientes que corresponde la 20% ,
1 dia en 1 paciente que corresponde al 10% ( grafica 7).
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Grafica 6. Antibioticoterapia administrada.
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Grafica 7. Dias de retraso de tratamiento.
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Los dias de estancia en la unidad de cuidados intensivos fueron desde 71 dias
correspondiente al 5.5 % del total de los pacientes incluidos en el estudio, 54 dias para
el 5.5%, 46 dias para 5.5 %, 30 dias para 11.1 %, 27 dias para 16.6 %, 24 dias para
11.1%, 14 dias para 5.5 %, 10 dias para 16.6 %, 3 dias para 11.1 %, 1 dia para 11.1%
( grafica 8) de los cuales los egresos reportados por mejoria fueron de 55.5 % de un total
de 10 pacientes y egresos por defuncién en un porcentaje de 45.5 % con un total de
45.5% ( grafica 9 y 10)
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Grafica 8. Estancia hospitalaria.
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Grafica 9. Tipo de egreso.
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Grafica 10. Porcentaje de egresos.
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Se realizd una curva ROC para evaluar el desempefio diagnostico de la muestra
procesada por gendmica encontrandose que su area bajo la curva es de 0.717 (IC 95%:
0.557, 0.877; p = 0.032). Se encontré que la mayor precisién para reporte de deteccion

de agentes bacteriologicos es de -6.2 (sensibilidad 80%, especificidad 92%). La curva
ROC se muestra en la figura 1.
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DISCUSION

Se encontrd en nuestro estudio que en el servicio de terapia intensiva médica del
hospital general de México la incidencia de neumonia asociada a ventilacién
mecanica es de 14.1% de los ingresos a terapia intensiva (1C95% 1.10, 1.79) sin
embargo también encontramos que hubo un error de diagndstico en un porcentaje de
los pacientes por lo cual reduce la incidencia del diagndéstico en nuestro hospital a
13.1% (IC95% 1.01, 1.68, es preciso contar con los criterios especificos establecidos
ya en la guias internacionales para el diagnostico de neumonia asociada a ventilacion
mecénica para no incurrir en el error de diagndéstico, en nuestro estudio buscamos si
la deteccion por medio de secuenciacion de ADN mediante la técnica de Sanger brinda
un reporte mas oportuno en cuanto a la deteccion de agentes bacterioldgicos en
muestra bronquial de pacientes con diagnostico de neumonia asociada a ventilacion
mecanica , encontrandose que su area bajo la curva es de 0.717 (IC 95%: 0.557 , 0.877;
p = 0.032). Se encontr6 que Se encontrd0 que la mayor precision para reporte de
deteccion de agentes bacterioldgicos es de -6.2 (sensibilidad 80%, especificidad 92%).
sin embargo no contamos con bibliografia para comparar nuestros resultados puesto
gue no se encontrd en la literatura estudios realizados que comparen la especificidad
y sensibilidad de la secuenciacion de ADN con el Gold estandar ( cultivo microbiologico)
, consideramos que en el futuro se deberan realizar estudios con mayor muestra de
poblacién para determinar la efectividad de los resultados aqui reportados.
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CONCLUSIONES.

La neumonia es la principal causa mundial de sepsis y se ha asociado con una alta
morbilidad y altas tasas de mortalidad a corto y largo plazo. Como puede ser causado
por un amplio espectro de microorganismos, el diagndstico microbiano es un desafio y
la eleccion de la terapia adecuada sigue siendo un problema importante. Esta revision
se centra en estudios publicados recientemente sobre pruebas de diagndstico
microbioldgico y evaluaciones clinicas para la neumonia, incluida la neumonia adquirida
en la comunidad, la neumonia adquirida en el hospital y la neumonia asociada a la
ventilacion. Se considera que NAV es responsable de un costo adicional de
aproximadamente 40 000 por episodio en los estados unidos y alrededor de 9000 en
el reino unido. La literatura existente informa que la incidencia de NAV varia
ampliamente entre 4.0 % y 28.8% de la poblacion de riesgo.

En los ultimos afios, el constante desarrollo y la continua mejora de los métodos de
secuenciacion del ADN ha permitido que la obtencion de la secuencia del genoma
completo sea accesible en la rutina de los servicios de Microbiologia clinica |,
introduciendo asi un nuevo paradigma en el diagnostico microbiolégico este nuevo
paradigma implica el manejo de una gran cantidad de informacién, cuya gestidén y
andlisis demanda inexorablemente el uso de herramientas bioinformaticas lo cual no
deberia ser un obstaculo para su implementacion en los servicios de microbiologia
clinica ya que en los ultimos afios se han desarrollado aplicaciones web y/o interfaces
gue permiten una facil utilizacibn de muchas de estas herramientas sin la necesidad
de requerir grandes conocimientos en lenguajes de programacion.

La identificacion del microorganismo o microrganismos que pueden estar causando una
infeccion es clave para el manejo adecuado del paciente y su ulterior recuperacién. En
este sentido, los métodos convencionales de diagndstico microbiolégico, directos e
indirectos, pueden presentar limitaciones, pudiendo en ocasiones ser demasiado lentos
o incluso resultar insuficientes para establecer el diagnostico etiologico definitivo. Para
solventar estas limitaciones. Los servicios de Microbiologia Clinica han ido
paulatinamente incorporando técnicas diagnosticas basadas en la PCR, aunque, al igual
gue los métodos tradicionales, estos métodos moleculares presentan la desventaja de
requerir de una sospecha etiolégica que las diferencias de las técnicas de secuenciacion
masiva. La secuenciacion dirigida ha sido clasicamente utilizada en Microbiologia para
la identificacion de bacterias y hongos mediante amplificacion de regiones
universalmente presentes en sus genomas. Asi para la identificacion de bacterias se
utilizan regiones del gen que codifica la subunidad 16S del ribosoma mientras que
para la identificacion de hongos se utilizan regiones de ADN espaciador de los genes
gque codifica las dos subunidades del ribosoma o bien regiones del gen que codifica la
subunidad 18S del ribosoma.®?> Como se adelantd, la secuenciacién Sanger presenta
una baja tasa de error y, por ello, ha sido y es ampliamente utilizada para fines
taxondmicos y para el diagnoéstico etiologico de las enfermedades infecciosas.

No se cuenta con bibliografia para comparar los resultados encontrados en nuestro
estudio por lo cual se propone realizar nuevos estudios con muestras mas grandes para
determinar la efectividad de los resultados encontrados y determinar la utilidad de los
mismos.
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ANEXOS.

Hoja de entrega y recepcion de muestras en genémica.
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Hoja de recoleccién de datos.
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