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RESUMEN

Antecedentes: En México, la mortalidad asociada con el choque séptico supera el
60% y el promedio mundial es de aproximadamente el 37%. El diagndstico
temprano de sepsis y de su agente causal es esencial para reducir la alta tasa de
morbilidad y mortalidad en estos pacientes.

Planteamiento del problema: En este estudio se plantea determinar la relacion
entre reactantes de fase aguda en los pacientes infectados y la positividad a los
marcadores moleculares gendmicos 16s y 18s/eEF1 (para bacterias y hongos,
respectivamente) determinados por gPCR.

Justificacion: Debido a que en el hospital no cuenta con los resultados de cultivos
microbioldgicos inmediatos en pacientes con infecciones severas, se propone este
estudio para determinar la relacion entre reactantes de fase aguda y su tamizaje
con los marcadores gendémicos 16s y 18s/eEF1 e identificacidn el agente infeccioso
por secuenciacion Sanger.

Objetivos: Determinar la relacion entre el valor predictivo de las proteinas de la fase
aguda e indice neutrdfilo-linfocito en pacientes infectados y la identificacion del
agente infeccioso usando marcadores moleculares gendémicos (16S y 18s/eEF1) y
secuenciacion Sanger.

Material y métodos: Se incluyeron en el estudio 30 pacientes y se establecio la
relacion entre la elevacion de proteinas de fase aguda y la positividad para
marcadores genomicos 16s y 18s/eEF1 y la identificacion del agente etioldgico
(bacteria u hongo) a través de secuenciacion Sanger.

Resultados: La elevacién de biomarcadores no representa valor estadistico, debido
a que la mayor proporcidn de nuestros pacientes positivos para 16S y 18s/eEF1, no
presentaban elevacion de estos en relacion a la positividad y resultado por Sanger.
Conclusion: En nuestro estudio, se asocio la positividad de los marcadores
gendmicos 16S y 18S/eEF1 con un valor de INL por encima del corte habitual
considerado para estados inflamatorios (Zhang, 2021). Tanto para el INL como para
los otros reactantes de la fase aguda estudiados en este trabajo, se encontré mucha

variabilidad entre pacientes y agentes causales de infeccion; por lo que se propone



el tamizaje de los marcadores gendmicos para la deteccion temprana de infecciones
y lainstauracién de tratamientos oportunos, limitando la mortalidad, dias de estancia
intrahospitalaria y costos para la salud publica.

Palabras clave: Sepsis, cultivos microbiologicos, gPCR, secuenciacién Sanger,
marcadores gendémicos, 16s, 18s/eEF1.



MARCO TEORICO

El diagnéstico temprano de sepsis es esencial para reducir la alta tasa de morbilidad
y mortalidad en pacientes severamente infectados. Sin embargo, la sepsis a
menudo se diagnostica tardiamente debido a los signos, sintomas inespecificos y a

biomarcadores empleados para estimar la severidad de los cuadros clinicos.

Dentro del abordaje de pacientes infectados, de acuerdos a las guias de Surviving
sepsis (Evans, 2021), se debe de realizar cultivos en medios microbiolégicos para
bacterias, debido a que éstas representan el gran porcentaje de las infecciones en
pacientes criticamente enfermos. Sin embargo, hay parametros los cuales sirven
como indices predictores de pronéstico de enfermedad encontrandose validados,
pero pueden infraestimar la severidad de la infeccién o no orientar al diagndstico

etiolégico, como es el caso de otros microorganismos etioldgicos.

En pacientes criticamente enfermos por sepsis se han reportado algunos
marcadores seroldgicos, tales como la proteina C reactiva 'y VSG, los cuales no son
especificos en infecciones por bacterias y en el caso de infeccién por hongos adn
no se ha identificado algun biomarcador que sea util (Bozlu, 2018). Por lo cual,
determinar el agente etiolégico causante de infeccidén en pacientes con sepsis en el
menor tiempo posible, es de gran utilidad en poblaciones con factores de riesgo

para infecciones por bacterias y hongos.

Biomarcadores en la fase aguda

Proteina C reactiva

La proteina C reactiva se caracteriza por una configuracion discoide de cinco
subunidades unidas no covalentemente idénticas, cada una de 206 aminoacidos de
longitud con una masa molecular de aproximadamente 23 kDa. (Huang, 2020) La
proteina pentamérica se sintetiza principalmente en los hepatocitos, pero también

se ha informado que se sintetiza en otros tipos de células como las células del



musculo liso, los macroéfagos, las células endoteliales, los linfocitos y los adipocitos.
(Huang, 2020) La estimulacion de la sintesis de PCR se produce principalmente en
respuesta a citocinas proinflamatorias, principalmente IL-6 y en menor grado IL-1y
necrosis tumoral alfa (TNF-a). (Bryan, 2016)

La proteina C reactiva se sintetiza en el higado en detrimento de otras como la
albumina. En conjunto cambia la proporcion entre albumina y globulinas y se alteran
las propiedades fisico-quimicas del plasma, lo que se evidencia en la mayor
velocidad de sedimentacion eritrocitaria, buen representante analitico del fendmeno

de reaccion de fase aguda. (Bryan, 2016)

La concentracion de estas proteinas aumenta o disminuye hasta un 25% durante
estados inflamatorios 0 infecciosos. Su determinacion es utilizada como
herramienta para definir la presencia o el grado del proceso inflamatorio-infeccioso
que condiciona actitudes diagnésticas y terapéuticas; ademas, estos reactantes de
fase aguda son capaces de predecir el riesgo de complicacién y muerte en algunos
grupos de pacientes, incluso después de haber ajustado la mortalidad a otros
factores. (Escadafal, 2020)

Velocidad de sedimentacién globular (VSG)

Otro de los parametros para medir la actividad de una enfermedad sistémica es la
velocidad de sedimentacion globular (VSG), que constituye una medida indirecta
del grado de inflamacién presente en el organismo. La prueba mide la velocidad de
caida de los eritrocitos en un tubo de ensayo largo y estrecho. Los resultados se
expresan como milimetros de plasma transparente que quedan en la parte superior
del tubo después de que haya transcurrido una hora. En el paciente
inmuncomprometido este determinante consigue detectar facilmente una
inflamacion, pero es poco especifico, 0 sea, no es capaz de indicar cual es el tipo,

en qué sitio o cual es la gravedad de la inflamacién o infeccion que ocurre en el



organismo, sin embargo predice la gravedad del cuadro clinico, con base a la

respuesta inflamatoria sistémica.

indice neutréfilo-linfocito

La inflamacién desempefia un papel protagonista en la fisiopatologia de
enfermedades consideradas no inflamatorias, como el cancer o la aterosclerosis. La
determinacién de leucocitos circulantes de sangre periférica es un método barato y
sencillo, de disponibilidad generalizada, que permite evaluar la presencia de
inflamacion. Entre los diversos parametros leucocitarios, el cociente entre el nimero
absoluto de neutrdfilos y el nimero absoluto de linfocitos (indice neutrofilo-linfocito
[INL]) se asocia de forma significativa a los niveles de citocinas proinflamatorias y

estados severos de infeccion. (Forget, 2017)

Técnicas moleculares en la identificacion de patégenos infecciosos

La técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa (o en tiempo real)
(g-PCR, por sus siglas en inglés) ha sido la principal herramienta diagndstica que
ha aprovechado los beneficios de la biologia molecular al punto de alcanzar gran
versatilidad como técnica diagndstica. La especificidad, el rendimiento y la fidelidad
de la g-PCR se encuentra directamente influenciada por los diferentes componentes
que la integran como la mezcla de reaccion, régimen de ciclaje y la ADN polimerasa.
(Bolivar, 2012)

La técnica permite la amplificacion selectiva de cualquier segmento de ADN,
conocer las secuencias que lo flanquean, obtener una secuencia de ADN concreta
sin recurrir a la clonacion en un organismo huésped. Sus aplicaciones son variables
e ilimitadas; ejemplo de ello, es la posibilidad de realizar estudios de expresiéon
genética, secuenciacién directa de secuencias amplificadas, deteccién de
mutaciones, seguimiento de la efectividad de tratamiento de enfermedades,

diagnésticos de enfermedades genéticas e infecciosas. (Gobernado, 2003)
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Una de las aplicaciones del gPCR en diagnéstico es la identificacion de un patégeno
causante de infeccion gracias a la alta sensibilidad y especificidad de la técnica. El
uso de cebadores (oligonucleétidos o primers) permite la identificacion de un gen
en una mezcla homogénea por ejemplo, si se busca identificar una especie de

bacteria especifica en una muestra respiratoria.

sangre
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S

FFPE
Muestra bioldgica

Figura 1. Flujo de trabajo resumido de PCR. Toma de muestra, extraccion de ADN

y realizacion de PCR.

Gen 16s

La identificacion rapida y precisa de aislamientos bacterianos es una tarea
fundamental en microbiologia clinica y proporciona informacion sobre las etiologias
de las enfermedades infecciosas y el tratamiento antibidtico adecuado. Aunque los
métodos de identificacidbn convencionales son relativamente econémicos y permiten

la identificacion de las bacterias que se encuentran mas comunmente, ciertos
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grupos de bacterias son dificiles de identificar y pueden requerirse equipo y
experiencia especiales. Estos métodos también fallan en casos de bacterias raras
o0 bacterias con perfiles ambiguos. Ademas, los métodos fenotipicos se basan en la
disponibilidad de cultivo puro y dependen de las caracteristicas de crecimiento

posteriores y del perfil bioquimico. (Church, 2020)

Por lo tanto, se requiere un tiempo considerable para identificar las bacterias de
crecimiento lento. La secuenciacién del rDNA 16S representa una tecnologia
universal que, tedricamente, proporciona soluciones a estos problemas,
produciendo datos inequivocos, incluso para aislamientos inusuales y de
crecimiento lento, a menudo dentro de las 48 horas del inicio de estudio del
paciente. (Chen, 2014) Proporcionando identificacion de género en mas 90% de los

casos e identificacién de 65-83% de estas a nivel de especie. (Chen, 2014).

El método tradicional de identificacion de las bacterias se basa en caracteristicas
fenotipicas (pruebas bioquimicas, produccion de pigmento, fisiologia, y morfologia
de las colonias), cuya determinacion requiere un tiempo considerable, como
consecuencia del crecimiento lento de bacterias en medios de cultivo

convencionales.
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Figura 2. Gen 16S ubicado en el cromosoma de todas las bacterias. Se muestran
las 9 regiones variables (V1 a V9) usadas para identificar bacterias. Tomado de
Fukuda et al. 2019

Gen 18s/eEF1

Existen diferentes herramientas para la deteccion, diferenciacion e identificacion de
hongos, entre las que se encuentran métodos fenotipicos, bioquimicos,
inmunolégicos y moleculares. A pesar de que el método de caracterizacion
fenotipica es el estandar para la identficacion de la mayoria de los
microorganismos, los métodos moleculares también son una herramienta
indispensable en la mayoria de estudios que surgen como consecuencia de los

tediosos procesos de identificacién bioquimica y fenotipica. (Jenkins, 2012)

La identificacion molecular de hongos se caracteriza por el uso de varios
marcadores genoémicos, entre ellos el 18S (gen 18S rDNA), 28S D1/D2 (dominios
variables D1/D2 del gen 28S rDNA), ITS (regiones internas transcritas [ITS1-5.8S-
ITS2]), eEF1 (subunidad alfa del factor de elongacion de la traduccion eucariético),
RPB1ly RPB2 (subunidad | y Il de la ARN polimerasa, respectivamente), CHS
(quitina sintasa) y la Chil8-5 (quitinasa 18-5) (Kidd, 2016; Balajee,2007).
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Se conoce que el trabajo de identificacion a nivel molecular de hongos, constituye
una de las tareas mas complejas debido a la composicion de estos, haciendo de la
extraccion de ADN uno de los procesos mas importantes de los meétodos
moleculares, en los que se ve involucrada directamente la composicion de la
membrana celular, constituida por un 10% en proteinas y glicoproteinas; seguida de
un 8% de lipidos y iones inorganicos, tales como calcio, fosforo y magnesio, micro

elementos fundamentales en la clasificaciéon taxonémica. (Jenkins, 2012)

Actualmente, no se ha encontrado una Unica opcion de marcador genémico lo
bastante robusto en la discriminacion de taxones a nivel de especie para hongos,
debido a esto, para lograr una identificacion mas precisa, se utilizan varios
marcadores genomicos de manera simultanea para lograr una combinacién de
segmentos conservados entre especies. Ademas de la amplificacion de fragmentos
especificos de estos marcadores gendmicos por PCR, es recomendable el uso de

otra técnica molecular en conjunto, como es la secuenciacion Sanger.

ITS5
—>
rDNA rDNA rDNA
18S ITS 1 5.8S IS 2 28S
T84
<t P>
400-900 bp

Figura 3. Diagrama esquematico del grupo de genes de rDNA fangico. Los genes
que codifican las subunidades de RNA ribosémico 18S, 5.8S y 28S estan separados
por las secuencias transcritas internas 1 (ITS1) y 2 (ITS2) que se empalman
después de la transcripcion. Tomado de Ramos Valente et al. 2017
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Figura 4. Tamizaje de pacientes con sospecha de infeccion, realizacion de medicion

de reactantes de fase aguda y toma de muestra para gPCR genes 16S y 18s/eEF1.
Secuenciacion por técnica Sanger

El método por secuenciacion de Sanger, creado por el bioquimico britanico
Frederick Sanger en 1977. La técnica de secuenciacién se utiliza para conocer el
orden exacto de los nucledtidos dentro de los genes. Los cromosomas humanos
tienen aproximadamente 50,000- 300,000 pares de bases. El fundamento de esta
técnica es que al conocer la identidad de una de las bases del par se puede conocer
la de la cadena de ADN complementaria. Ademas, la secuenciacion determina
cuales regiones de los cromosomas contienen genes y cuales son las areas no
codificantes, cuya funcidon es regular la transcripcion y traduccién del material
genético. (Sidra, 2017)
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La secuenciacion Sanger se usa ampliamente para la identificacion, no solo de
patdgenos, sino de mutaciones clinicamente relevantes de la linea germinal y la
confirmacion de las variantes gendmicas identificadas por otros métodos en

pacientes con diversos padecimientos de origen genético (Crossley, 2020).

Es una herramienta valiosa en el entorno clinico, debido a su bajo costo y rapido
tiempo de respuesta respecto a la secuenciacion NGS. Ademas, los datos de
secuenciacion son mas faciles y rapidos de interpretar que los datos generados por
NGS. Esto hace que se tenga una identificacion mas rapida de un patdgeno y pueda

contribuir de manera sustancial al diagnéstico (Petti, 2005; Janda, 2007).

La identificacibn molecular puede completarse 1 o 2 dias después de la toma de
muestra, sin embargo, requiere personal y equipamiento altamente capacitado en
diagndstico por biologia molecular. Por ello, la secuenciacion del ADNr 16S y gen
18s/eEF1 se propone como método rapido y preciso para la identificacion tanto de

microorganismos previamente reconocidos como de nuevas especies.
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Figura 5. Flujo de trabajo paralaidentificacion de patdgenos por PCRy secuenciacion Sanger.
Se realiza la extraccién de ADN de una muestra clinica previamente preservada o transportada en
vial, posteriormente se realiza gPCR para la determinacién de los genes 16S y 18S/eEF1, con
realizacion de PCR semicuantitativo, y electroforesis del ADN. Se purifica el ADN de los productos
de PCR y se envia para realizacion de sencuenciacién Sanger con obtencion de fluorograma e
interpretacion de datos para posterior identificacién de microorganismo con analisis a traves de base
de datos de NCBI. Realizado con base al articulo Wagner et al., 2018.
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ANTECEDENTES

La sepsis es la presencia de una disfuncion organica potencialmente mortal
causada por una respuesta desregulada del cuerpo a la infeccién (Evans, 2020).
Cuando esta afeccidn se agrava con el tiempo conduce a un shock séptico, que se
caracteriza por anomalias circulatorias y metabdlicas graves, que en conjunto son

suficientes para causar la muerte.

Esta entidad nosoldgica es una de las principales causas de hospitalizacion y
mortalidad en las unidades de cuidados intensivos de adultos (UCI). En todo el
mundo, se estima que 19,4 millones de pacientes desarrollan sepsis por afio, de los
cuales 14,1 millones sobreviven a la hospitalizacion (Evans, 2020). En México, la
mortalidad asociada con el choque séptico supera el 60% y el promedio mundial es

de aproximadamente el 37% (Vazquez, 2021).

El diagnéstico temprano de sepsis y de su agente causal es esencial para reducir la
alta tasa de morbilidad y mortalidad en estos pacientes. Sin embargo, la sepsis a
menudo se diagnostica tarde debido a que los signos y sintomas utilizados, como
cambios en el recuento de leucocitos, fiebre, taquicardia y taquipnea, son
inespecificos y no siempre estan presentes. Debido a esto, se utilizan
frecuentemente los reactantes de fase aguda, como procalcitonina, velocidad de
sedimentacion globular (VSG) y proteina C reactiva (PCR), como parametros para
determinar el grado y severidad del proceso infeccioso. Una de las limitantes de
estos parametros radica en que pueden reflejar alteraciones en estado de
inflamacion aguda e infeccidon por bacterias (Evans, 2020). Hasta ahora no se ha
propuesto plantear un marcador seroldgico especifico para la infeccion por hongos,
siendo el aislamiento y la determinacion de crecimiento de estos organismos en

medios de cultivo la técnica frecuentemente usada para su identificacion.

En los pacientes que presentan un cuadro de sepsis, las infecciones por hongos

tanto agudas como cronicas no son consideradas habitualmente como los agentes

18



causales primarios; segun las guias Surviving Sepsis 2021 de la IDSA (Evans,
2020), los agentes micoticos representan hasta el 17% de los microorganismos
relacionados a sepsis. Sin embargo, los factores de riesgo para fungemia pueden
ser inespecificos y con esto excluir a pacientes potencialmente infectados por
hongos. Las infecciones micéticas siempre han sido consideradas como
oportunistas obligadas y presentes en la poblacién inmunodeficiente. Por lo tanto,
existe la posibilidad de infecciones micéticas latentes, que ante una disminucién de
la capacidad del sistema inmunoldgico represente, a su vez, la activacion de la
infeccion por medio de diversos mecanismos de invasion que aprovechan cualquier
falla del sistema inmunolégico, lo que se traduce en infecciones mas agresivas que

las observadas en infecciones bacterianas (Rammaert, 2021).

En pacientes hospitalizados por cuadros infecciosos, se ha determinado que los
agentes etioldgicos pueden cursar con cuadros clinicos tanto agudos como
cronicos, que tienden a ser mas agresivos ante estados de inmunosupresion. Por
ende, la identificacion rapida y precisa de organismos bacterianos es una tarea
fundamental en microbiologia clinica, ya que proporciona informacién sobre las

etiologias de las enfermedades infecciosas y el tratamiento antibiotico adecuado.

Aunque los métodos fenotipicos convencionales son relativamente econémicos y
permiten la identificacion de las bacterias cultivables que se encuentran mas
comunmente en pacientes con cuadros de infeccién, ciertos grupos de bacterias
son dificiles de identificar y puede requerirse equipo especial y experiencia
avanzada en microbiologia. Estos métodos también fallan en casos de bacterias
poco comunes, intracelulares, no cultivables o bacterias con perfiles ambiguos (Gu,
2020). Ademas, los métodos fenotipicos se basan en la disponibilidad de cultivo
puro y dependen de las caracteristicas de crecimiento posteriores y del perfil
bioquimico (Gobernado, 2003). Por lo tanto, se requiere un tiempo considerable,
gue pueden ser incluso siete o mas dias, para identificar las bacterias de crecimiento

lento.
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Por otro lado, en el estudio clinico de hongos, a pesar de que existen diferentes
herramientas para la deteccion, diferenciacion e identificacion, entre las que se
encuentran métodos fenotipicos, bioquimicos, inmunolégicos y moleculares; cada
técnica presenta algunas dificultades. Tradicionalmente, el diagnostico de la
infeccion por hongos se ha basado en el examen microscopico directo de muestras

clinicas, histopatologia y cultivo. (Raja, 2017)

Sin embargo, el rendimiento diagnostico del examen microscopico y el cultivo
dependen en gran medida de la calidad de las muestras clinicas y de la experiencia
del personal de laboratorio. Ademas, estos métodos han mostrado previamente una
menor sensibilidad en la deteccién de hongos en comparacién con los métodos
moleculares (Raja, 2017). A pesar de que el método de caracterizacidén fenotipica
es el estandar para la identificacion de la mayoria de los microorganismos, los
meétodos moleculares también son una herramienta indispensable en la mayoria de
estudios que surgen como consecuencia de los procesos parsimoniosos de

identificacion bioquimica y fenotipica (Aslama, 2017).

Entre las técnicas moleculares, la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) que permite una deteccion rapida, sensible y precisa tanto de bacterias como
de hongos (Drancourt, 2000). La deteccién del gen 16S (gen 16S rDNA) ha sido
ampliamente utilizada para identificar bacterias por PCR y la posterior
secuenciacion del fragmento amplificado, tanto por Sanger como por secuenciacion
de siguiente generacion (NGS). La secuenciaciéon del gen 16S ha demostrado ser
particularmente Util en la identificacién de bacterias inusuales, que son dificiles de
cultivar por métodos convencionales, proporcionando asi la identificacién a nivel de
género en mas del 90% de los casos y la identificacion de estos organismos a nivel

de especie entre el 65-83% (Drancourt, 2000).
En diversos estudios sobre el estudio molecular de paciente infectados por

bacterias, por ejemplo, en la cohorte de Jenkins et al., se encontr6 que la realizaciéon

de ensayos de PCR 16S rRNA tiene el potencial de hacer una contribucion
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importante al manejo de pacientes mediante la deteccion de la presencia de
patbgenos bacterianos en muestras clinicas con cultivo negativo. Los resultados
respaldan la sugerencia de que la sensibilidad del ensayo se ve afectada por el
tamafo del fragmento del gen 16S rRNA amplificado. (Jenkins, 2012)

Para el estudio y diagndstico temprano de micosis a través de técnicas moleculares,
incluida la identificacion precisa del hongo causante y, cuando sea posible, de la
resistencia anti fangica, es fundamental para el manejo adecuado del paciente y la
mejora de los resultados, como es determinado en la cohorte de estudio de Kidd et
al. De acuerdo a diversos estudios, los cultivos y la microscopia siguen siendo el
estandar de oro para el diagnostico de micosis, la sensibilidad y la especificidad de
dichos métodos son limitadas; los cultivos son lentos (hasta 4 semanas) y dependen

de que la muestra contenga elementos fangicos viables. (Kidd, 2020)

Se ha reportado el surgimiento de Estdn surgiendo hongos con resistencia anti
fungica adquirida clinica y ambientalmente, y es posible que se pasen por alto
especies cripticas con resistencias intrinsecas. Por lo tanto, existe la necesidad de
sistemas de diagndstico mas sensibles y especificos para micosis, no solo para
detectar directamente especies flngicas en muestras clinicas, sino también para

una deteccién mas rapida de la resistencia a los medicamentos. (Kidd, 2020)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Benemérito Hospital Juan Maria de Salvatierra la cantidad de pacientes que
se reciben por mes en el servicio de medicina interna con procesos infecciosos, se
estima en un promedio de 5-6 pacientes por mes. Los cuales presentan datos de
alarma previo a desarrollar severidad en las presentaciones clinicas, lo que

representa desenlaces pocos favorables para la salud.

Como parte del abordaje de pacientes infectados se realiza de manera rutinaria
medicion de pardmetros como velocidad de sedimentacion globular, proteina C
reactiva y procalcitonina. Sin embargo, se ha visto que estos biomarcadores solo
presentan positividad en caso de infeccidn por bacterias. Respecto a las infecciones
micoticas, se ha reportado que hasta el 17% de los pacientes presentan estados de
sepsis asociados a micosis (Evans, 2021), los cuales no condicionan la respuesta
inflamatoria habitual y por lo tanto no aumentan las proteinas de fase aguda. Por lo
tanto, no son considerados como los principales microrganismos relacionados a

infecciones severas.

En el abordaje inicial de pacientes infectados, la determinacion del estado
inmunoldgico se basa en la medicion de laboratoriales como biometria hematica y
reactantes de fase aguda, ademas de ciertos biomarcadores que pueden indicar
infeccion mas no asegurar la presencia de estos escenarios clinicos, algo que en
nuestro medio es dificil de interpretar debido a que no contamos con métodos

confiables para identificacion de microorganismos.
Sin embargo, en nuestro hospital éstos parametros pueden verse desfasados con

el estado real del paciente al momento de su ingreso, como es en los estados de

anergia inmunoldgica y respuesta desregulada por la inflamaciéon del huésped.
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Una de las problematicas observadas en el diagndstico microbiologico y etiolégico
de pacientes infectados en nuestra unidad, es el tempo de espera para la obtencion
del microorganismo productor de la enfermedad, el cual es diverso para los
diferentes microorganismos. Por ejemplo, en bacterias el tiempo promedio para el
resultado del cultivo es de 7 dias, mientras que para hongos el tiempo es variable
desde 14 hasta 21 dias.

Aparentemente, esta problematica es semejante en todas las unidas médicas, por
lo que se considera este estudio un parteaguas para el abordaje de pacientes
infectados y las nuevas técnicas diagndsticas que se podrian establecer. Por lo que
propone, el uso de marcadores gendémicos para la deteccidon de microorganismos
en el abordaje inicial de pacientes infectados, asi como tamizaje rapido para la

identificacion posterior con la técnica de secuenciacion Sanger.

JUSTIFICACION

El abordaje inicial del paciente con estados severos de infeccion conlleva a
diagnésticos diferenciales que deben ser descartados, de forma prioritaria sobre
todo en etiologias no habituales o micoticas. Debido a que en nuestra unidad no se
cuenta con resultados de cultivos microbiologicos inmediatos para los pacientes que
ingresan al hospital por enfermedades infecciosas severas, en este estudio se
propuso medir los reactantes de fase aguda y determinar la relacién que existe entre
éstos con la positividad de marcadores gendmicos versus los diagndsticos

microbiolégicos a través de cultivos.
La medicion de estos pardmetros, se puede realizar de forma habitual y rutinaria en

pacientes con infecciones, como determinante para valorar el grado de

inmunocompromiso y reactividad ante procesos inflamatorios e infecciosos.
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Dentro de los protocolos de abordaje de pacientes con infecciones, se proponen
modelos clasicos como la medicion de SOFA, asi como, la determinacion de
proteinas séricas, las cuales se encuentran positivas en procesos infecciosos
agudos y cronicos. Sin embargo, éstas proteinas pueden estar negativas aun
teniendo un proceso infeccioso de base. Por lo que se ha determinado que algunas

infecciones no van a presentar elevacion de estos reactantes.

Ademas, dentro de los mismos protocolos preestablecidos para el manejo y
abordaje de pacientes infectados se propone la toma de cultivos durante las
primeras horas de abordaje del paciente, asi como, previo al inicio de
antibioticoterapia. Sin embargo, los cultivos son actualmente métodos que, aunque

valiosos, son obsoletos para la valoracion y la determinacién del agente etiolégico.

En nuestro medio, la identificacion de patégenos a través de medios de cultivos
convencionales es la Unica opcion viable para el diagnéstico. La identificacion
microbiolégica se dificulta debido a varias razones, primero, el uso de medios de
cultivos universales que no logran identificar microorganismos particulares, que
habitualmente infectan a pacientes con inmunocompromiso, segundo, gran
porcentaje de las bacterias son de crecimiento lento, entre 5 a 7 dias y tercero,
existen bacterias que no son cultivables por los métodos habituales. Ademas, en el
caso de hongos también hay dificultades en cuanto a su identificacion
microbiolégica por el tiempo de incubacion, la metodologia de la siembra y ademas
que su identificacion depende de personal altamente capacitado para la deteccién
de los mismos, por lo que recomiendan la utilizacion de herramientas moleculares

en el abordaje de pacientes infectados.

De acuerdo a los registros de pacientes en el BHGEJMST, se calcula en promedio
5 - 6 pacientes con procesos infecciosos por mes, los cudles presentan datos de
alarma previos a desarrollar enfermedades infecciosas que representan un
desenlace poco favorable para su salud. Por esta razon, en este estudio se propone

medir los reactantes de fase aguda y determinar la relacion que existe entre éstos
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con la positividad de marcadores gendmicos versus los diagndsticos

microbiolégicos a través de cultivos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre el valor predictivo de las proteinas de la fase aguda e
indice neutrdfilo-linfocito en pacientes infectados y la identificacion del agente
infeccioso usando marcadores moleculares gendémicos (16S y 18s/eEF1) y

secuenciacion Sanger.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Medir los reactantes de fase aguda e indice neutrdfilo/linfocito en
manifestaciones tempranas de pacientes con foco infeccioso identificado.

- Relacionar el grado de severidad de la infeccidbn segun el indice
neutrofilo/linfocito y proteinas de fase aguda.

- Evaluar la concordancia entre los valores de proteinas de fase aguda y su
relacion con la positividad para los genes 16s o 18s/eEF1 como indicador de
diagnéstico etioldgico temprano.

- Identificar el agente infeccioso por secuenciacion Sanger.
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MATERIAL Y METODOS

Nivel, tipo y método

El presente estudio es de nivel relacional y de tipo prospectivo, transversal, analitico
y observacional. Las variables que se analizaron fueron el resultado de la medicion
de proteinas de fase aguda (proteina C reactiva, velocidad de sedimentacion
globular y procalcitonina), indice neutrdfilo/linfocito y su relacidon con el diagndstico
microbioldgico a través de secuenciacién Sanger y marcadores gendmicos 16s o
18s/eEF1, en pacientes criticamente infectados del Hospital Juan Maria de

Salvatierra.

Area de estudio

El estudio se realiz6 en el Hospital Juan Maria de Salvatierra, hospital de segundo
nivel de atencion que recibe a paciente derechohabientes de Secretaria de Salud

en Baja California Sur.

Universo, poblacién y muestra

Universo: Todos los pacientes ingresados al servicio de Medicina Interna, los
cuales se encontraban hospitalizados bajo sospecha diagnéstica de infeccion. Se
cont6 con un promedio mensual estimado de ingresos criticamente infectados de 5-

6 pacientes por mes.
Poblacion: Pacientes hospitalizados en el Hospital Juan Maria de Salvatierra,
diagnosticados con procesos infecciosos que ingresaron al servicio de Medicina

Interna durante el periodo 2020-2021 del hospital general Juan Maria de Salvatierra.

Muestra: Se realiz0 un muestreo no probabilistico por conveniencia para

seleccionar los pacientes con infecciones criticas.
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Criterios de inclusion

- Ser portador de proceso infeccioso identificado sin agente etiologico
diagnosticado.

- Género indistinto.

- Rango de edad de 20 a 59 afios de edad.

- Contar con medicion de reactantes de fase aguda (PCR, VSG,
procalcitonina) y biometria hematica (indice neutrdfilo-linfocito).

- Presentar respuesta inflamatoria aguda.

- Estar hospitalizado en el servicio de Medicina Interna.

Criterios de exclusion

- Paciente con comorbilidades como neoplasias, hepatopatias, cardiopatias,
nefropatia terminal previamente diagnosticadas.

- Edad menor de 20 afios y mayor de 60 afos.

- Con tratamiento antimicrobiano 7 dias previos al inicio de protocolo de
estudio.

- Paciente con complicaciones ventilatorias y neurologicas severas.

Criterios de eliminacion.

- No contar con medicion de PCR, VSG, procalcitonia y biometria hemética.

- Mediciones fuera de los dias establecidos para la medicion de reactantes.

- Pacientes con alta mortalidad temprana a su ingreso.

- Pacientes que cuenten con cultivos microbiol0gicos previos positivos.

- Pacientes que cuenten con inicio de antibioticoterapia de méas de 7 dias de

evolucion.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Previa autorizacion del comité de Investigacién Clinica y el comité de Etica en
Investigacion del Benemérito Hospital General con especialidades Juan Maria de
Salvatierra, se realiz6 un estudio de nivel relacional de tipo prospectivo, transversal,
analitico, observacional, en el cual se evalué a pacientes con diagndstico de
procesos infecciosos, que acudieron a valoracion y que se encontraban ingresados

en el servicio de Medicina Interna.

Una vez tamizado el paciente previamente al motivo de su ingreso, elaboracion de
historia clinica, toma de reactantes de fase aguda, se procedié a tomar muestra
clinica la cual iba a ser analizada con los marcadores gendmicos previa firma de

hoja de consentimiento informado.

Se tomd muestra de sangre para determinar los reactantes de la fase aguda
(velocidad de sedimentacion globular, proteina C reactiva, procalcitonina e INL).
Adicionalmente, de la muestra clinica tomada en cada paciente segun el sitio de
infeccion (LCR, sangre, aspirado bronquial, orina, etc.) se realiz6 la extraccion de
ADN para realizar el PCR para 16S, 18S/eEF1 y posterior identificacion del

patdgenos por secuenciacién Sanger (ver a continuacion).
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Se realizé estudio bajo el siguiente protocolo, a través de las siguientes

especificaciones:

Recepcion de paciente Toma de muestra para
infectado. Toma de determinacion de

laboratoriales genes 16sy 18s/eEF1.

generales, con

2 ) Muestra protegida a 4
medicién de proteinas

grados Celsius, en
espera de traslado a
Laboratorio
Biotechnologika para
Valorar si cumple con determinacion por
criterios de ingreso. ensayo de genes.

de fase aguda,
medicién de SOFA y
candida Score.

Figura 6. Flujo de trabajo.

Velocidad de sedimentacion globular

La medicidén de VSG de realizé en el laboratorio clinico del Hospital Juan Maria de
Salvatierra. Se tom6 1 ml de sangre venosa anti- coagulada con EDTA. La sangre
se coloco en el tubo de Wintrobe (tubo de vidrio con un diametro de 3 mm y
graduado en mm en una escala de 0 a 10 cm) y se dejo reposar a temperatura
ambiente durante una hora en un soporte para mantener la posicion vertical; al
término, se cuantifico la sedimentacién en milimetros desde el borde superior del

plasma hasta la base de las células.
Proteina C reactiva
Se realiz6 la toma de sangre periférica, previa asepsia tomando 1 ml, se coloc6

posteriormente en un tubo de EDTA, llevandose la muestra a analisis en el
laboratorio del hospital. La muestra se centrifugd para obtener plasma y
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posteriormente se analiz6 en equipo analizador Microsemi CRP a través de

quimioluminicesncia.

g-PCR para genes 16s y 18s/eEF1

Sustrato
Aislamiento/muestra clinica

i

Extraccion de ADN

o
’

Mezcla de los componentes
de la reaccion de amplificacion

i P o

Amplificacién del ADNr 16S |
(completo o parcial) \ El =

i

Secuenciacién del amplicén

i

Andlisis de la secuencia
— Correccidn de errores
— Comparacion con otras secuencias
—Trazado del arbol filogenético

oo oTw

Ta—~

Figura 7. Identificacion de microorganismos por Sanger. Tomado de: Rodicio, M
et al. Identification of bacteria through 16S rRNA sequencing: Principles, methods

and applications in clinical microbiology.

Para la deteccion de bacterias y hongos en las muestras clinicas se utilizaron
oligonucleotidos especificos a los genes 16S rDNA (region V3-V4) (forward:
CCGTCAATTCCTTTGAGTT reverse: CAGCAGCCGCGCTAATAC), eEF1
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(forward: GAYTTCATCAAGAACATGA reverse: GACGTTGAADCCRACRTTG) y
18S rDNA (forward: GATCACACCGCCCGTC reverse:
TGATCCTTCTGCAGGTTCA). Para la deteccion de estos genes, 1 ml de ADN y 2
ml de primers (10 pmol) se agregaron a 47 ml de la mezcla de reaccion de PCR
GoTag® Green Master Mix (M712) (Promega, Madison, WI, USA). La amplificacion
se realiz6 con una desnaturalizacion inicial durante 5 min a 95 ° C, seguida de 25
ciclosde5s95°C,15s60°Cy15s 72 ° C. Los productos de PCR esperados
(16S, 400 pb; 18S, 150 pb y eEF1, 600 pb) se visualizaron por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 2%, se purifico el ADN de las bandas usando el

kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, Irvine, CA, USA).

Los amplicones se secuenciaron utilizando el kit de secuenciaciéon Big Dye-
terminator technique (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) en el equipo
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante en la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la

Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Los electroferogramas se visualizaron y se evaluaron las calidades con la
paqueteria bioinformatica de Geneious Prime v2019.2.3, con base a la regularidad
de la separacion entre bases, la altura de los picos y presencia de picos
secundarios. Para los analisis de calidad se tuvo en cuenta la calidad de cada
nucleétido (quality score o valor de phred). Las secuencias obtenidas se analizaron
tomando como referencia la base de datos nt/nr del GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se selecciond la identidad mas alta, cobertura de

secuencia y valor de expectancia, como parametros para la identificacién de género

0 especie.

Secuenciacion Sanger

Para los pacientes positivos para los genes 16s o 18s/eEF1, se realiz6 un segundo

PCR semicuantitativo, se corrio el producto de PCR por medio de electroforesis en

31



gel de agarosa al 2% y se visualizo la banda con tincidon de bromuro de etidio. Se
cortd la banda, se purifico el ADN y se envidé a la Unidad de secuenciacion del
Instituto de Biotecnlogia de la UNAM (IBT-UNAM).

Una vez recibido el resultado, la secuencia reportada se compar6 con la base de
datos del NCBI por medio de la herramienta BLAST-n. Con base al porcentaje de
identidad y al e-value se determind la secuencia con el alineamiento significativo

mas alto y asi la especie a la cual pertenece.

Cultivo microbiologico

Los cultivos se realizaron en el laboratorio clinico y microbiolégico del Benemérito
Hospital General de Especialidades “Juan Maria de Salvatierra” (BHGEJMS). Las
muestras se cultivaron en placas de agar (agar sangre, chocolate y Maconkeys) y
caldo BHI. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h. Se evalué visualmente el
crecimiento a las 24 h y en caso de no haber crecimiento se hizo subcultivo del caldo
BHI por 5 dias.

Para hongos se realiz6 cultivo en medio Sabouraud-dextrosa, con incubacién

térmica a 37 °C, durante siete dias, con posterior identificacidon microscopica con

azul de lactofenol e hidroxido de potasio al 10%.
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FINANCIAMIENTO
Se realiz6 el estudio con financiamiento del laboratorio de biologia molecular

Biotechnologika A2, con toma de muestra, realizacion de PCR para posterior envio

al Instituto de Biotechnologika UNAM para secuenciacion Sanger.

Tabla 1. Costos y financiamiento por muestre unitario para cada paciente.

No. Descripcién Financiado por Costo unitario Cantidad Costo total
1 Recipientes toma de muestra Laboratorio $35.00 25 $875.00
+buffer conservante Biotechnologika A2 ' '
2 Extraccion de DNA . Laborator.lo $180.00 25 $4,500.00
Biotechnologika A2
Laboratorio
3 gPCR (16S, 18S,eEF1) . ) $450.00 25 (por 3 genes) $33,750.00
Biotechnologika A2
Envio por paqueteria a Instituto de Laboratorio
4 i : ) ) $400.00 25 $10,000.00
Biotecnologia UNAM Biotechnologika A2
5 Il?eahzacul)n de |den?|f|c.a(:|on de . Laboratorllo $350.00 25 $8,750.00
microorganismo por técnica Sanger Biotechnologika A2
TOTAL $57,875.00

PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de variables numéricas y de razon se realizard un andlisis
descriptivo con medidas de tendencia central (media, moda, mediana) y dispersion
(rango, desviacion estandar). Para las variables cualitativas (dicotomicas y
categoéricas) se utilizaran frecuencias (%), con célculo de intervalos de confianza al
95% (1C95%).

Se evaluaran las diferencias entre las variables cualitativas ordinales mediante la
prueba U de Mann-Whitney y para las variables cualitativas nominales mediante la
prueba de Chi cuadrado. Las variables cuantitativas se analizaran mediante analisis

de diferencias entre medias por la prueba de t-Student.
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Una vez recolectados los datos se procedera a codificar las respuestas para
efectuar el procesamiento de los datos y el andlisis estadistico pertinente, usando
el paquete Excel 2010 y SPSS 22. Se obtendran los datos mas significativos para

expresar los resultados, discusion y conclusion.

Las caracteristicas de las muestras clinicas fueron reportadas como media o
frecuencias y porcentajes. La diferencia correspondiente a dias de estancia
hospitalaria, las diferencias entre la positividad entre cultivos microbiolégicos y
secuenciacion Sanger, asi como la eficiencia de resultados entre secuenciacion
Sanger y utilizacion de medios de cultivo se analizaron estadisticamente mediante
la prueba de X2. Las diferencias estadisticas entre reactantes de la fase aguda entre
los grupos de pacientes con patogeno identificado de bacterias, hongos y
bacterias/hongos y las diferencias entre los valores de calidad (Q) de las lecturas
de las secuencias para los marcadores gendmicos 16S, 18S y eEF1 se analizaron

con la prueba de Kruskal-Wallis.

Aspectos Eticos
Este estudio se realiz6 bajo la supervision y aprobacién del comité de ética e

investigacion del Benemérito Hospital Juan Maria de Salvatierra, con ndmero de
registro: 083-083-2021.
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RESULTADOS

Datos demograficos, asociacién de grupos y comorbilidades

Se incluyeron a 30 pacientes, de los cuales el 63.3% correspondian al género
masculino y el 36.7% al género femenino (Tabla 2). La media de edad fue de 43.67
afios (DE + 13.57 afos) y se agruparon a los pacientes estudiados en rangos de
edad donde se observo que los porcentajes mayoritarios fueron de 26.7% y 23.3%
correspondieron a los rangos de edad de 20 a 30 afios y de 51-60 afios (Tabla 2),

respectivamente.

La estancia intrahospitalaria promedio fue de 14.7 dias (DE * 10.2 dias). La mayor
estancia intrahospitalaria correspondio al rango de 11 a 20 dias (Tabla 2). A pesar
de que no se determinaron diferencias estadisticas entre los dias de estancia
intrahospitalaria entre los pacientes que tuvieron infeccion por bacterias e infeccion
por hongos (P = 0.06), cabe destacar que si hubo mayor cantidad de pacientes con
infeccién por hongos que registraron una estancia intrahospitalaria mayor a siete

dias.
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Tabla 2. Datos demograficos

Numero (n) Porcentaje (%)
Sexo
Masculino 19 63.3
Femenino 11 36.7
Edad
20-30 8 26.7
31-40 5 16.7
41-50 6 20.0
51-60 7 23.3
61-70 4 13.3
Dias de estancia
intrahospitalaria
0-10 8 26.6
11-20 10 33.3
21-30 9 30
31-40 1 3.3
41-50 1 3.3
Mas de 50 1 3.3
Comorbilidades
Hipertensidn arterial 9 30
Diabetes mellitus 4 13.3
Infeccién por VIH 3 10
Postrasplante 3 10
Obesidad 2 6.6
Enfermedad renal cronica 2 6.6
Hipertiroidismo 1 3.33
TB pulmonar 1 3.33
Comunicacidn interventricular 1 3.33
Infeccidn por Hepatitis C 1 33
Ninguna 4 13.3

Las 30 muestras clinicas se distribuyeron de la siguiente manera: Aspirado
bronquial (17%), Biopsia (10 %), LCR (17%), Liquido peritoneal (6%), Liquido
pleural (27%) y Sangre periférica (23%). Del total de muestras el 46.6% fueron
positivas para hongos, el 23.3% para bacterias, el 23.3% para bacterias y hongos,

y el 6.7% para ningun patdégeno. Ademas, se registraron las comorbilidades
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presentes en los pacientes en esta cohorte de estudio. La comorbilidad mas
prevalente fue hipertesion arterial en un 30%, seguido de diabetes mellitus en
13.3%, el resto de comorbilidades se presentaron en un rango del 10% al 3.33 %
(Tabla 2). Sélo el 13.3% de los pacientes estudiados no presentaba ninguna

comorbilidad al momento del estudio.

Los cuadros clinicos de infeccion de todos los pacientes de la cohorte de estudio se
registraron. El diagndstico de SIRA corresponde al 15.63 %, meningitis 9.38 % y
coagulopatia 6.25 % (Tabla 3), los diagndésticos restantes presentaron una
prevalencia menor al 5%. La mortalidad global del estudio fue del 36.6% asociada
a la severidad de los cuadros clinicos y la presentacion de los mismos, determinado

por la escala SOFA (Sepsis related Organ Failure Assessment).
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Figura 8. Frecuencia por grupo de enfermedades.
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Presentacién clinica

Dentro del espectro de presentaciones clinicas descritas en este estudio,
encontramos que la neumonia es la mas prevalente, la cual estaba asociada en
mayor cantidad con agentes causales de naturaleza micotica. Como se muestra en
la tabla 2, la presentacién clinica de esta cohorte fue diversa y en la mayoria de los
casos ésta tuvo relacion directa con el agente aislado e identificado por secuencion

Sanger.

La evaluacién de los marcadores genomicos (16S, 18S/eEF1) de los agentes
causales de infeccion y el cuadro clinico fue de gran utilidad debido a que en la
mayoria de los casos se presentdé como un cuadro inespecifico de
meningoencefalitis que, de acuerdo al analisis de liquido cefalorraquideo, la
orientacién a agentes micGticos no se hubiese tomado en cuenta y el diagnostico
no hubiese sido oportuno con progresion de la enfermedad a secuelas severas o

incluso fatales.
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Tabla 3. Descripcién de los casos de pacientes criticamente enfermos con estados de

inmunosupresion con sospecha de infeccion y el resultado de la identificacién de patégeno por

cultivos clasicos y por PCR para los genes 16S, 18S/eEF1 y posterior secuenciacion Sanger.

M. | Diagritstica Gen 165 | Gen 185 | Resultado por cultive Resultado por secusnciacion Sanger
microbigidgico

1| Endocardilis + - Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus

2 | Falla hepatica + - Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus

3 [ Neurairfaccidn + - Staphiylococcus aureus | Slaphylosoecus aureus

4 | Neurginfeccion + - Negativa Pseudomona pulrida

5 | Perilonitis + - Negafiva Salmanella enterica

B | Meumania + - Candida spp. Candida krusei

T | Neurginfeccion + - Criplocoros spp. Pseudomonas pulida

8 | Neumania . + | Microbiota mixa Aspergilus fumigatus

9| Meumania - + Negativo Candida krusei

10| Past COVID - + E. Culi BLEE Aspergillug niger

11| Past COVID - + Negativo Cryplacoceus nelarmans

12 [ Meumania - + Pseudomona Rhizopus oryzae

AeUraginoss

13 | Neurginfeccion - + Megativa Agpergillus favus

14 [ Meumania - +  |Acinelobacter spp/SARM | Candida krusel

15 | Pancitopenia - + Negativo Candida krusei

16 | Meumania - + 5. preunanmiae Candida krusei

17 [ Meumania - + Negafiva Criptococtus neofermans

18 | Neurainfeccion - + Megativa Aspergillus favus

19 [ SIRA - + | Negativo Aspergillus flavus

20| SIRA . + | Megativo Leptolrichia shaki, Lichteimia spp.

21 | Neurmania + + Rhyzosporum Aspergillus flavus, Klebsiella preumoniae
22 | Micosis ganglionar + + Negativo Talaramyces pinophilus, Klebsialla preumoniae
23 [ Arlritis seplica + + Staphylococcus aureus | Slaphylococcus aureus, Aspergilug flavus
24 (VU + + Candida glabrata Staphylococcus aureus, Aspergilus favus
23 | Linfadenopatia + + Meg, microbiata mixla Prigllobacterium myrsinasearum, unculiured fungus

sp. BOPS3-3AITS]

26 | Endacardilis + + Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus, Aspergillus flavus
27 [ SIRA + + Cardida spp. Dellia sp., Aspergillus flavus

28 [ SIRA - - Candida spp. Megaliva

29 | Pancitopenia - - Shigella spp Negaliva

W[ SIRA - - Negativo Negaliva
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PCR para 16S, 18S, eEF1 y Secuenciacion Sanger

Con el fin de identificar la presencia de bacterias u hongos en las 30 muestras
clinicas que conforman la cohorte de estudio, se procedi6 a realizar PCR
semicuantitativo para los marcadores gendmicos 16S y 18S/eEF1,
respectivamente. Tras la electroforesis en gel de agarosa, en todos los casos se
obtuvo una banda del tamafo esperado para los tres genes evaluados (16S, 400
pb; 18S, 150 pb y eEF1, 600 pb).

Los productos de amplificacion de los marcadores gendmicos (16S, 18Sy eEF1) se
sometieron a la técnica de secuenciacion Sanger. Los electroferogramas
resultantes de cada una de las secuencias obtenidas se evaluaron de acuerdo a los
criterios de regularidad de separacion de las bases, distribucion de las alturas de
los picos y aparicion de picos secundarios, asi como la calidad de las secuencias.
Las secuencias generadas en conjunto presentaron un valor de calidad promedio
(Q) de 36.12.

Las secuencias a su vez fueron analizadas en BLAST

((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando el filtro de “bacteria” u “hongo”, segun fuera

el caso y con los criterios de corte de cobertura >90%, valor de expectancia (E-
value) < 0.001 y un porcentaje de identidad > 85%. Todas las secuencias
provenientes de las 30 muestras clinicas estuvieron dentro de los parametros de

corte establecidos (Tabla 5).
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Tabla 4. Valores de calidad de secuencia y resultado por secuenciacion Sanger.

Evalue AL i % Especie Especie E value L ) %
cover | identidad cover | identidad
17| 0.00E+00 | 96% | 99.26% |Staphylococcus aureus Aspergillus flavus 5.00E-61 | 94% | 99.24%
9, 18] 0.00£+00 | 98% | 98.92% |Staphylococcus aureus Aspergillus flavus 4.00E-62 | 96% | 99.25%
é 19| 6.00E-179 | 52% | 99.15% |Phyllobacterium myrsinacearum | Uncultured fungus sp. 50PS3-3A1TS1 0.00E+00 | 79% | 98.48%
E 20| 0.00E+00 | 99% | 98.92% (Staphylococcus aureus Aspergillus flavus 6.00E-47 | 97% | 93.28%
£128| 4.00£-140 | 98% | 88.04% Delftia sp. Aspergillus flavus 6.00E-22 | 10% | 79.17%
= 29| 4.00E-61 | 97% | 69.13% |Leptotrichia shahii Lichteimia spp. 4.00E-71 | 98% | 68.17%
5| 7.00E-65 | 93% | 99.29% |Klebsiella pneumoniae Talaromyces pinophilus 1.00E-02 | 1% | 96.97%
6 | 2.00E-170 | 94% | 97.45% |Klebsiella pneumonice
4| 1.00E+128 | 93% | 89.60% |Pseudomona putrida
©[23] 4.00E-109 | 93% 85.28% |Pseudomona putrida
% 16| 3.00E-160 | 86% | 97.87% |Salmonella enterica
“1 11 0.00e+00 | 99% | 96.43% Staphylococcus aureus
2| 3.00E-22 | 37% | 77.51% |Staphylococcus aureus
3| 0.00E+00 | 85% | 90.64% |Staphylococcus aureus
7| 2.00E-08 | 39% | 87.27% |Aspergillus fumigatus
9| 2.00E-03 | 4% | 80.65% |Aspergillus niger
12| 4.00E-62 | 93% | 99.28% |Aspergillus flavus
26| 4.00E-62 | 97% | 99.25% |Aspergillus flavus
30| 6.00E-60 | 97% | 98.51% |(Aspergillus flavus
ol 8| 5.006-26 | 81% | 74.37% |Candida krusei
%D 13| 1.00E-62 | 92% | 98.57% |Candida krusei
* 15[ 1.00E-104 | 96% | 82.73% |Candida krusei
22| 3.00E-24 | 45% | 74.11% |Candida krusei
25| 1.00E-26 | 65% | 74.62% |Candida krusei
10| 3.00E-08 | 3% | 90.38% |Cryptococcus neoformans
24| 3.00E-08 | 3% | 90.38% |Criptococcus neoformans
11| 1.00E-53 | 84% | 95.15% (Rhizopus oryzae
.g 27 Negativo
E}) 14 Negativo
Zln Negativo
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Asociacion de reactantes de fase aguda con la secuenciacion Sanger

Se realiz6 la medicién de reactantes de fase aguda a todos los pacientes reclutados
al estudio; estos parametros son habitualmente tomados en cuenta para valorar la
presencia de agentes infecciosos, severidad y evolucion de las enfermedades

infecciosas.

Al ingreso hospitalario se procedié inmediatamente a la medicion de reactantes de
fase aguda e INL y se agruparon de acuerdo al resultado del patégeno identificado
por PCR semicuantitativo y secuenciacion Sanger en tres grupos: positivos solo al
gen 16S o infeccién por bacteria, positivos sélo al gen 18S/eEF1 o infeccién por
hongo y positivos a los genes 16S/18S/eEF1 o infeccién mixta (Figura 9). Se
analizaron los marcadores séricos de infeccion (PCR, VSG, INL y PCT) que
habitualmente son usados en pacientes criticamente enfermos y no se encontrardn

diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos (Figura 9).
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Figura 9. Nivel de los reactantes de la fase aguda de los pacientes. Graficos de caja

y bigotes que muestran la distribucion de 4 biomarcadores a) Proteina C reactiva

(PCR), b) Velocidad de sedimentacion globular (VSG), ¢) indice neutréfilo-lincocito

(INL) y d) Procalcitonina (PCT) para los grupos de patdégeno identificado en las

muestras clinicas.

Comparacion con los resultados de cultivos

La relacion entre los cultivos microbiolégicos y la secuenciacion Sanger fue baja,

debido a que en la mayoria de los cultivos no se encontré crecimiento o éste no

concordaba con los resultados de la secuenciacion y ain mas importante, en varios

casos, no tenia concordancia con la clinica del paciente estudiado. A diferencia del
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resultado reportado por cultivos, los resultados de patdgenos identificados por
secuenciacion Sanger presentaron concordancia directa a la clinica de los
pacientes. Por ejemplo, los pacientes en los que se realizé estudio del derrame
pleural, al ser liquidos generalmente estériles, la positividad determinada por
técnicas moleculares (PCR y secuenciacidon Sanger) en cualquiera de los
marcadores gendmicos indicaba infeccion, lo que coincidia con el cuadro clinico y

la respuesta al tratamiento dirigido.

En cuanto a la eficiencia de resultados entre la secuenciacion Sanger y los cultivos;
se encontré que mediante la secuenciacion Sanger en 28 de 30 (93.33%) se pudo
determinar la presencia del agente causal de la infeccién, mientras que en los
cultivos se determindé en 18 de 30 (60%), esta diferencia en la positividad o
determinacion del agente causal de infeccion fue estadisticamente significativa (P =
9.47 x 10°9).

Es de resaltar que solamente hubo coincidencia de resultados para la identificacion
del agente causal de la infeccibn mediante secuenciacién Sanger con el cultivo en
5 muestras (16.66%); este resultado con ambas técnicas determiné la identificacion

de la bacteria Staphylococcus aureus en las muestras clinicas analizadas.

Ademas, es de resaltar que en las muestras que se identificé la presencia de S.
aureus también se determiné la presencia de Aspergillus spp. lo que sugiere una
co-infeccidn y la posibilidad de sugerir relaciones bibticas entre ambas especies en
pacientes infectados, como ha sido reportado (Ramirez, 2015). Dentro de los
patdgenos identificados por secuenciacibn Sanger en este estudio, los mas
prevalentes pertenecian en género Aspergillus sp., seguidos de Candida krusei y
Cryptococcus neoformans, en cuanto a las bacterias, las mas prevalentes fueron
Staphylococcus aureus y Pseudomona putrida. Se observo la asociacion en 4
pacientes de infeccién por bacterias y hongos, siendo los microoganismos mas
asociados Staphylococcus aureus y Aspergillus sp., relacionandose directamente

con el cuadro clinico.
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DISCUSION

El advenimiento de las diversas técnicas de diagndstico molecular en la era post
pandemia, nos hace reflexionar sobre el uso potencial de la secuenciacion y el uso
de marcadores gendmicos para el diagnostico temprano de infecciones y la
personalizacion de la medicina. En este trabajo describimos el uso de la deteccién
molecular por medio de PCR y secuenciacién Sanger de los marcadores gendémicos
16S y 18S/eEF1 para bacterias u hongos, respectivamente, para la identificacion
del microrganismo patdogeno en pacientes hospitalizados por sospecha de
infecciones severas. El uso de los marcadores genémicos 16S y 18S/eEF1 ha sido
ampliamente usado en estudios de andlisis de comunidades microbianas y
mediante la secuenciacidon NGS. En este estudio quisimos aplicar la deteccion de
patdgenos en muestras clinicas de pacientes con sospecha de infecciones con el
fin de tener un diagnostico mas rapido y exacto respecto a la técnica convencional

de cultivos microbiolégicos.

Para todos los pacientes que integraron la cohorte de estudio, el tiempo de entrega
del resultado de la deteccién de bacteria u hongo por PCR fue de 1 dia comparado
con al menos siete dias (en promedio) y 14 dias (en promedio) de cultivo e
identificacion morfolégica para bacterias y hongos, respectivamente. De acuerdo
con los tiempos de entrega de resultados para determinar la presencia de bacteria
u hongo, el uso de PCR permite optimizar el tiempo para la toma de decisiones
clinicas de manera mas eficiente e iniciar el tratamiento dirigido de forma oportuna.
A partir de los resultados positivos para los genes 16S y 18S/eEF1 se continu6 con

el flujo de trabajo hacia la secuenciacién Sanger.

Este tipo de secuenciacion ha sido ampliamente utilizada para detectar mutaciones,
secuenciar genes completos o regiones de interés, corroborar secuencia de
plasmidos y confirmar resultados de NGS (Crossley, 2020). Ademas, la
secuenciacion Sanger ha sido empleada para la identificacion de patégenos a nivel

de género o especie en gran variedad de muestras (Church, 2020). Los parametros
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seleccionados de andlisis de las secuencias tuvieron como finalidad asegurar una

identificacion confiable del patégeno de la muestra clinica tomada.

A pesar de las diferencias y la diversidad entre el tipo de muestras clinicas, se
obtuvo la identificacion del patégeno presente en el 93.3% de las muestras sin
diferencias estadisticas en los valores de calidad (Q) entre las secuencias para el
gen 16S, 18S y eEF1 (P = 0.648) (FS1). Entre las ventajas de la secuenciacion
Sanger se ha descrito el bajo costo por muestra, un flujo de trabajo rapido y sencillo
y su alta confiabilidad, ya que tiene valores de calidad de Q > 30. Por otro lado, la
secuenciacion NGS permite la secuenciacion en volumen; mientras que la
secuenciacion Sanger produce informacion sélo para un fragmento de ADN a la vez,
la secuenciacion NGS permite la secuenciacion masiva en paralelo, secuenciando
millones de fragmentos simultaneamente por ejecucion. En el caso de muestras
clinicas, cuando se requiere la identificacion del patégeno causante de infeccion en
un paciente criticamente enfermo, la secuenciacion Sanger permite la
secuenciacion en un tiempo menor al requerido para realizar un cultivo

microbiolégico y con mayor sensibilidad y especificidad.

En este estudio el tiempo promedio de obtencion de resultado por secuenciacion
Sanger fue de cinco dias, tiempo que permitié establecer un diagndstico oportuno
para el posterior inicio del tratamiento con adecuados desenlaces terapéuticos y
respuesta clinica favorable. Con un costo total por PCR y secuenciacion de 3000
pesos mexicanos, esta estrategia molecular constituye un enfoque viable para los
hospitales mexicanos, debido a que los métodos tradicionales de diagndéstico
microbiolégico aunque estan estandarizados en el protocolo de atencién de
pacientes infectados (Gorordo,2020), hasta el dia de hoy no han representado
superioridad ante métodos moleculares de diagndstico, los cuales reducen los dias

de estancia intrahospitalaria, mortalidad y costos en la atencién médica.

Ademas, El PCR y secuenciacion Sanger ofrecen la ventaja de poder generar un

resultado rapido y conciso en el caso de bacterias no cultivables o intracelulares
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obligadas; ademas, en el caso de hongos, estas técnicas moleculares superan las
dificultades intrinsecas del cultivo e identificacion morfolégica de estos

microorganismos.

Los cultivos microbiolégicos, ademas de presentar la desventaja de necesitar al
menos siete dias (para bacterias) o incluso 14 dias (para hongos), también
mostraron menos precision en la identificacion del agente causal; ya que, en solo
18 de las 30 muestras fue posible la identificacion del agente causal de infeccion y
en solo 6 muestras el resultado tuvo concordancia con el resultado de la
secuenciacion. Estas discrepancias podrian explicarse por la contaminacion de los
cultivos, asi como del tiempo de incubacién de los microorganismos y del tiempo

empleado que regularmente se requiere para la identificacion microbiologica.

De los 28 patdgenos identificados por secuenciacion Sanger la concordancia fue
directa con la clinica de los pacientes estudiados y esto se comprobé con la
respuesta al tratamiento de forma temprana, con desenlaces primarios con mejoria
clinica y respuesta sintomatica al inicio del tratamiento. En contraste, debido a la
severidad de las infecciones y aunadas a las comorbilidades de los participantes, 8
de pacientes fallecieron durante el estudio.

La relacion entre varios microorganismos en infecciones generalmente, no es
pensada en zonas de muestras estériles, sin embargo, la presencia de infecciones
polimicrobianas nos hablan de la naturaleza de la muestra o el grado de severidad
en la infeccion. Sin embargo, se observo la asociacion en 4 pacientes de infeccion
por bacterias y hongos, siendo los microoganismos mas asociados Staphylococcus
aureus y Aspergillus spp., relacionandose directamente con el cuadro clinico y no

con contaminacion en la toma o procesamiento de la muestra.
La interaccion intrinseca entre hongos y bacterias ha permitido su coevolucion,

posibilitando asociaciones polimicrobianas de sinergismo, antagonismo,

mutualismo, entre otras. Un ejemplo de sinergismo in vitro se describe en la
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interaccion Candida albicans-Staphylococcus aureus, en la que las imagenes
obtenidas mediante microscopia laser de barrido confocal sugieren que la levadura
puede proporcionar una estrategia de invasion a los estafilococos, debido al arrastre
por las hifas de Candida durante su penetracién a través del epitelio. (Ramirez
Granillo, 2015). El contacto fisico entre ambos microorganismos contribuye
sinérgicamente al desarrollo de biopeliculas de especies mixtas de estafilococos
con C. albicans y A. fumigatus. Asimismo, ciertas moléculas efectoras secretadas
por estafilococos, como la coagulasa, la Efb y los superantigenos, pueden modular
de forma cooperativa el proceso de infeccion de C. albicans y A. fumigatus a través
de efectos sobre la respuesta inmunitaria. (Kumari, 2019). Las bacterias y los
hongos coexisten en varios sitios del cuerpo humano y es probable que interactlen
entre si, lo que tiene como resultado impactos significativos tanto en la salud

humana como en su desarrollo evolutivo.

Es de destacar que la mayoria de los pacientes del estudio presentaron un resultado
positivo para el marcador gendmico 18S/eEF1, por lo que la asociacion positiva al
desarrollo de estas enfermedades se podria deber a estados de inmunosupresion,
por infeccion previa con VIH e incluso por los efectos del cambio climatico que ha
proporcionado un ecosistema que se calienta y favorece el crecimiento de moho,
los cuales han proporcionado huéspedes humanos mas susceptibles (Wagner,
2018).

Los factores de riesgo significativos para el desarrollo de micosis se pueden
estratificar en exposiciones ambientales, ocupacionales y relacionadas con la
naturaleza. Los principales factores de riesgo relacionados con el medio ambiente
para el desarrollo de estas enfermedades incluyen la residencia o los viajes a
regiones endémicas, la alteracion de la materia vegetal o del suelo y la exposicion
por inhalacién en entornos de alto riesgo (Porafzka,2013). Siendo estos factores
condiciones establecidas en el desarrollo de micosis sistémicas, las cuales se

encuentran presentes en la localidad estudiada.
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Caracteristicas demograficas de los pacientes y factores de riesgo

En el grupo de pacientes incluidos en este estudio predominaron los hombres con
un 63.3% y el grupo de edad mas predominante fue de 20 a 30 afios. La
comorbilidad mas frecuente fue hipertension arterial y diabetes mellitus, entidades
nosoldgicas clasicamente asociadas a infecciones severas. La diabetes mellitus
esta relacionada a alteraciones en la inmunidad y esto esta reflejado a la disfuncion
polimorfonuclear. Por lo tanto, las infecciones son mas comunes en este grupo de
pacientes (Porafzka,2013). La reduccibn de la quimiotaxis de los
polimorfonucleares (PMN), la alteracion de la transmigracion a través del endotelio
vascular y la reduccién de la produccion de superdxido son los tres componentes
principales de la disfuncion de los PMN en pacientes con diabetes mellitus. Por lo
tanto, en caso de micosis sistémicas debemos de tener alto indice de sospecha
debido a que estos microorganismos cuentan con otros mecanismos de invasion
(Porafzka,2013)

Relacion de la presentacion clinica y los resultados por secuenciacién

Sanger

En cuanto a la presentacion clinica de este grupo de pacientes, las mas prevalentes
fueron las neumonias, las cuales, sin un diagndstico temprano y oportuno pueden
representar altos indices de letalidad y mortalidad. Por lo que, el empleo del
diagnéstico molecular es de vital importancia, aln mas en neumonias asociadas a
micosis sistémicas. En segundo lugar, se encontraron las neuroinfecciones, cuya
presentacion clinica se asocio principalmente a cefalea, sin datos de meningismo y
fiebre, en este caso la identificacion de la presencia del marcador gendmico ayudo
a la deteccion temprana de micosis sistémicas en el sistema nervioso central (SNC)

y al tratamiento oportuno.

La presentaciéon clinica de pacientes con infecciones por bacterias presentd la

respuesta inflamatoria clasica con fiebre y bacteremia asociada probablemente a la
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respuesta inmunoldgica inducida por estos microorganismos. Por otro lado, en
pacientes con infecciones por hongos al no contar con estructuras que condicionen
antigenicidad, la respuesta inflamatoria no se manifiesta de la forma habitual por lo
gue no son considerados como posibles patégenos causantes de infeccion
(Wagner, 2018). Debido a esto, la necesidad imperativa del desarrollo de alguin
marcador sérico para el tamizaje de micosis sistémicas de forma rapida ha llevado
al uso de herramientas gendémicas para la deteccién temprana como es el caso en

este estudio del tamizaje a través de los genes18S/eEF1.

De acuerdo con las guias “Surviving sepsis 2021” (Evans, 2021), las infecciones
micéticas se relacionan a diabetes mellitus, inmunosupresion, neutropenia y uso de
antibioticoterapia de amplio espectro. Estas infecciones se sospechan a través de
biomarcadores como beta-D-glucano y antigenos especificos para micosis
sistémicas. Sin embargo, existen microorganismos que no producen la respuesta
inmunolégica habitual, por lo que no se cuenta con marcadores seéricos especificos
para la determinacion de micosis sistémica, ademas del bajo rendimiento
diagnéstico de estos marcadores en contraste a el diagnostico molecular por

secuenciacion Sanger (Wickes, 2018).

Asociacion de reactantes de fase aguda con la secuenciacion Sanger.

En infecciones esta establecido la toma de reactantes de fase aguda y
biomarcadores que nos hablen de la posibilidad de este grupo de enfermedades en
pacientes con respuesta inflamatoria. Sin embargo, hasta el dia de hoy no existe un
biomarcador que discrimine con alto rendimiento diagndstico las infecciones por
hongos o bacterias. En este estudio comparamos los biomarcadores habituales, los
cuales pueden llegar a ser poco sensibles e incluso presentar falsos positivos,
contrastando notablemente respecto a la precision de los resultados que se

obtienen mediante PCR y secuenciacion Sanger.
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En reportes previos, la sospecha de infecciones en pacientes se identifico en solo
alrededor del 30% de los pacientes con sepsis, y esto depende si hubo algun
tratamiento previo con antibidticos (Hotchkiss, 2016). Ademas, los signos clinicos
tempranos de sepsis, como fiebre, taquicardia y leucocitosis, son inespecificos y se
superponen con signos de inflamacion sistémica. Otros signos como la hipotensién
arterial, la trombocitopenia o el aumento de las concentraciones de lactato sugieren
estados de infeccion avanzados. Sin embargo, su incremento puede determinarse
demasiado tarde para un tratamiento que salve la vida y la progresién a la disfuncién
organica. Por lo tanto, la demora en el diagnostico y tratamiento de la sepsis
aumenta la mortalidad, prolonga la estancia hospitalaria y aumenta los costos, lo
que destaca la necesidad de biomarcadores de diagndéstico temprano y confiables.

Los biomarcadores como PCT, proteina C reactiva y VSG dependen de varios
sistemas celulares y humorales que se activan durante la sepsis, con la posterior
liberacién de varias moléculas que median la respuesta del huésped a la infeccion.
Se han investigado varios biomarcadores potenciales que se encuentran en el
torrente sanguineo por su capacidad para diagnosticar sepsis, estimar su gravedad
y proporcionar un pronostico (Huang, 2020). Un ejemplo de esto es, la PCT, un
péptido de 116 aminoacidos para la identificacion de infecciones bacterianas debido
a que tiene varias ventajas sobre otros biomarcadores potenciales, es decir, un
amplio rango biolégico, corto tiempo de induccidén después del estimulo bacteriano

y larga vida media (Samsudin, 2017).

Sin embargo, en nuestro estudio la elevacion de este marcador no representa valor
estadistico, debido a que la mayor proporcion de nuestros pacientes contaba con
micosis sistémicas, ademas que en el grupo de pacientes positivos para 16S, la
positividad de este biomarcador no se asocio directamente con la severidad del

cuadro clinico.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a través de este estudio, nos sugieren que la utilizacion
de marcadores gendmicos son mas Uutiles que la realizacion de cultivos
microbiolégicos, debido a que en gran parte los pacientes con enfermedades
infecciosas, por la severidad de los cuadros clinicos, no se tiene cuenta con los dias
necesarios que requiere un estudio de microbiologia, para la determinacion del
agente etiologico. Se demostr6 que la realizacion de ésta metodologia para
identificacion de microorganismos es mas viable, en términos de tiempo y resultados

clinicos en pacientes con sepsis.

En este estudio, se midié la relacién entre reactantes de fase aguda e INL en
pacientes infectados, donde se encontraron diferencias entre los valores para la
determinacion y estratificacion de los estados infecciosos, encontrdndose que la
elevacion de la procalcitonina esta positiva en la mayoria de las infecciones por
bacterias, como es bien sabido. Sin embargo, entre otros marcadores, encontramos
que el INL se encontré por encima del corte habitual descrito para estados
infecciosos, comparado con la cohorte reportada mas amplia a nivel mundial.
Siendo estos parametros, medidas cuantitativas que usualmente son tomadas en
cuenta en el abordaje de pacientes infectados, que en pacientes con infecciones

por microorganismos con perfiles ambiguos pueden estar 0 no positivos.

En cuanto a la eficiencia de resultados entre la secuenciacién Sanger y los cultivos;
se encontré que mediante la secuenciacion Sanger en 28 de 30 (93.33%) se pudo
determinar la presencia del agente causal de la infeccion, mientras que en los
cultivos se determindé en 18 de 30 (60%), esta diferencia en la positividad o

determinacion del agente causal de infeccion fue estadisticamente significativa.
En varios de los pacientes de este estudio, las infecciones micéticas no fueron

consideradas en primera instancia, ya que por lo general se tenia la tendencia a no

tomarlos en cuenta como los microorganismos principales en infecciones severas.
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No obstante, debido a las comorbilidades y lo registrado en los hospitales del
estado, se ha encontrado una frecuencia alta de micosis sistémica en la poblacion;
por esto en este estudio se determind la relacion entre la sospecha clinica y el
resultado de los marcadores gendmicos y la secuenciacién Sanger para organismos

de naturaleza micotica.

De acuerdo a lo anterior, este estudio se encontré6 que el tamizaje de pacientes
infectados en etapas tempranas de infecciones, a través de la toma de marcadores
genomicos (16s y 18s/eEF1) para la deteccion del agente etioldégico por
secuenciacion Sanger es de gran utilidad debido a que a través de este algoritmo,
se puede guiar e instaurar tratamientos de manera oportuna, limitando la mortalidad,
complicaciones, dias de estancia intrahospitalaria y costos para la salud publica,
presentado mejores desenlaces primarios en la atencion del paciente, siendo una

herramienta Gtil y valiosa en pacientes con sepsis.
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ANEXOS

Titulo

RELACION ENTRE EL VALOR PREDICTIVO DE LAS PROTEINAS DE LA FASE
AGUDA E INDICE NEUTROFILO-LINFOCITO EN PACIENTES INFECTADOS Y LA
IDENTIFICACION DEL AGENTE INFECCIOSO USANDO MARCADORES
MOLECULARES GENOMICOS (16S Y 18S/eEF1) Y SECUENCIACION SANGER.

2. Investigador responsable

Nombre Dr. Victor Manuel Fong Flores Firma
Médico residente de Medicina Interna

Puesto

.. Medicina Interna
Depto. o Servicio

6121697342

Teléfono Extension
vfong20@outlook.com Celular
Correo electrénico 6121697342

3. Investigador suplente

Nombre Firma

Depto. o Servicio

Teléfono Extension

Correo electrénico Celular

4. Fuente de financiamiento

Fondos Federales |:| Fondos externos E

5. Tipo de investigacion

Basica |:| Clinica IZ| Epidemiolégica |:| Econémica |:| Otra |:|
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6. Programacion

01 enero 2020

Fecha de inicio :

30 mayo de 2022
Fecha de término:

7. Productos a entregar (anote la cantidad en los recuadros)

Articulos cientificos IZ| Libros |:| Capitulos de libro |:|

Tesis de maestria IZ| Tesis de doctorado I:l Ponencias o carteles |:|

8. Investigadores Participantes (sin incluir al responsable y suplente)*:

Nombre Departamento Otra Institucion Firma

*Agregar mas filas a la tabla en caso necesario.
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Benemérito
Hospital General con Especialidades
“Juan Maria de Salvatierra”

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Registro de Protocolo: 083-083-2021

Titulo del Protocolo: RELACION ENTRE EL VALOR PREDICTIVO DE LAS PROTEINAS DE LA
FASE AGUDA E INDICE NEUTROFILO-LINFOCITO EN PACIENTES INFECTADOS Y LA
IDENTIFICACION DEL AGENTE INFECCIOSO USANDO MARCADORES MOLECULARES
GENOMICOS (16S Y 18S/EEF1) Y SECUENCIACION SANGER.

Investigador Principal: Dr. Victor Manuel Fong Flores.

Fecha de sometimiento del proyecto: 01 octubre de 2019.

Fecha de aprobacion por las comisiones: 01 de mayo de 2021

Fecha aproximada de término: 30 de mayo de 2022

Instrucciones: Favor de anotar en los encabezados de las columnas los meses y
afo del bimestre a planificar. En el renglén que corresponda marcar con una X
para la actividad correspondiente si aplica en el protocolo.

Fecha de inicio: BIMESTRE

Enero 2020 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ene. Mar- May- | Jul- Sep- Nov- Ene. Mar- May- Jul-Ago Sep- Nov-
Feb Abril | Jun Ago Oct Dic Feb Abril | Jun 2021g Oct Dic
2020 | 2020 | 2020 | 2020 | 2020 | 2020 | 2021 | 2021 | 2021 2021 2021

ACTIVIDAD

Estandarizacién de X

técnica

Inclusion de pacientes X X X X X X

Realizacién de estudios X X X X X X

Andlisis de los estudios X X X

Presentacién de

X X
resultados
Elaboracion de
. X X
manuscritos
Publicacién X X
OTRAS ACTIVIDADES (ESPECIFICAR)

Nombre y firma del investigador principal
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Hospital General Juan Maria de Salvatierra

DIA MES ANO
FECHA 51 05 2021

NUMERO ASIGNADO POR LA DIRECCION DE INVESTIGACION A SU
PROYECTO:

083-083-2021

TITULO COMPLETO DE SU PROYECTO: RELACION ENTRE EL VALOR PREDICTIVO DE LAS
PROTEINAS DE LA FASE AGUDA E INDICE NEUTROFILO-LINFOCITO EN PACIENTES
INFECTADOS Y LA IDENTIFICACION DEL AGENTE INFECCIOSO USANDO MARCADORES
MOLECULARES GENOMICOS (16S Y 18S/eEF1) Y SECUENCIACION SANGER.

Evaluacion
A. Indique el nivel de Bioseguridad de este estudio.

BSL1, BSL2, BSL3 o
BSL4
No aplica XXX

B. En el desarrollo de este protocolo trabajaran con muestras biologicas de
pacientes, modelos animales, microorganismos, plasmidos, organismos
genéticamente modificados y/o utilizara material radioactivo, fuentes radiactivas no
encapsuladas o agente(s) corrosivos, reactivos, explosivos, téxicos o inflamables?

| SI xxx | NO aplica |

Si la respuesta es “NO aplica” a las preguntas anteriores lea el siguiente parrafo, fime y
entregue Unicamente esta hoja.

Como investigador responsable del protocolo de investigacion sometido a revision por el Comité de
Bioseguridad CERTIFICO, bajo protesta de decir verdad, que la informacién proporcionada es verdad.

Victor Manuel Fong Flores.
Nombre y firma del(los) investigador(es) responsable(s)
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En caso de que la respuesta sea “Sl” a la pregunta 2 continte
proporcionando toda la informacién que se solicita a continuacion:
1. Durante el desarrollo del protocolo utilizara y/o generaré materiales o Residuos
Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI) como son muestras clinicas, tejidos
humanos, modelos animales o microorganismos?

| SI xxx

| NO

la. Anote en cada renglon el nombre del RPBI, los lugares especificos en donde se
obtendran y donde se llevara a cabo el analisis de las muestras biologicas.

MATERIAL

LUGAR DE TOMA DE
MUESTRA

LUGAR DE ANALISIS
DE LA MUESTRA

1b. Describa los procedimientos que utilizard para inactivarlos, manejarlos y
desecharlos. Especifique claramente el color de los envases en que los deposita.

MATERIAL

PROCEDIMIENTO

COLOR DE
ENVASE

a)

b)

c)

d)

e)

f)

2.- Si en su proyecto utilizardn metodologias que involucren DNA recombinante
(DNA), llene la siguiente tabla. Si es necesario anexe lineas.

ORIGEN DEL
DNA

HUESPED

VECTOR GRUPO DE uso
RIESGO EXPERIMENTAL

2a. Mencione las medidas de confinamiento para el manejo de riesgo, que utilizara

en las actividades que involucren DNA recombinante.
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2b. Describa el procedimiento para el posible tratamiento y medidas para la
eliminacién de residuos que involucren DNA recombinante o fragmentos de acidos
nucleicos de cualquier origen generados en la realizacion del proyecto.

2c Si en su protocolo se expondra a animales vivos a rDNA, células con rDNA o
virus recombinantes, describa su procedimiento de emergencia en caso de
liberacion accidental de algun animal expuesto a rDNA.

3- En su proyecto, cutilizara y/o generard materiales o Residuos Quimicos
Peligrosos (RQP) con caracteristicas CRETI (corrosivo, reactivo, explosivo, toxico,
inflamable)?

| Sl |NO x |

3a.- Anote en cada fila el nombre de los materiales peligrosos o0 RQP, su codigo
CRETI, el procedimiento para desecharlos y lineamientos para atender
emergencias en caso de ruptura del envase, derrame, ingestion o inhalacion
accidental

MATERIAL CODIGO PROCEDIMIENTO PARA LINEAMIENTOS DE
CRETI DESECHARLO EMERGENCIA

a)

b)

c)

d)

e)

4.- ¢ En el proyecto se utilizara cualquier fuente de radiaciones ionizantes (rayos X,
rayos gamma, particulas alfa, beta, neutrones o cualquier material radiactivo) o
fuentes radiactivas no encapsuladas?

| Sl | No x |

4a. Sefale el tipo de radiacion que utilizara.
4b. Indique cuanta radiacion recibira el paciente por dia y/o experimento, estudio,

etc.

4c. Lugar donde se realizara la manipulacion del material radiactivo
4d. Describa el procedimiento que usara para el desecho de los residuos radiactivos

4e. Indique el niamero de licencia de la CNSNS y nombre del encargado de
seguridad radiologica autorizado para uso de dichas fuentes y lugar (ej. nombre
del laboratorio, direccién, teléfono, etc.) de asignacion.
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5. Si las muestras (desechos o cualquier producto o sustancia de origen humano,
animal o microorganismos) tuvieran que ser transportadas entre las diferentes
areas del hospital, de otra instituciéon al HGEJMS o fuera de nuestra Institucion,
especifique:

-COMO:

-QUIEN:

-PERIODICIDAD:

- PERMISO OTORGADO POR LA COFEPRIS A LA COMPANIA QUE
TRANSPORTARA LAS MUESTRAS.

6. Describa brevemente la infraestructura y condiciones de trabajo con que cuenta
para la realizacion de su proyecto, en relacion con los puntos anteriores.
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Benemérito
Hospital General con Especialidades
“Juan Maria de Salvatierra”

1. El protocolo corresponde a:
GUIA PARA LA EVALUACION DE LAS CONSIDERACIONES ETICAS

a) Investigacion sin riesgo ?

si[ ] NO[X]

1Técnicas y métodos de investigacion documental, no se realiza intervencién o
modificacion relacionada con variables fisiologicas, psicologicas o sociales, es decir,
sélo entrevistas, revision de expedientes clinicos, cuestionarios en los que no se
traten aspectos sensitivos de su conducta.

b) Investigacion con riesgo minimo 2

S NO [ ]
2 Estudios prospectivos que emplean el registro de datos a través de
procedimientos comunes en examenes fisicos o psicologicos para diagndstico o
tratamiento rutinarios, entre los que se consideran: somatometria, pruebas de
agudeza auditiva, electrocardiograma, coleccion de excretas y secreciones
externas, obtencion de placenta durante el parto, coleccion de liqguido amni6tico al
romperse las membranas, obtencién de saliva, dientes deciduales y dientes
permanentes extraidos por indicacion terapéutica, placa dental y calculos removidos
por procedimientos profilacticos no invasores, corte de pelo y ufias sin causar
desfiguracion, extraccién de sangre por puncion venosa en adultos en buen estado
de salud con frecuencia maxima de dos veces a la semana y volumen maximo de
40 ml en dos meses, excepto durante el embarazo, ejercicio moderado en
voluntarios sanos, pruebas psicolégicas a individuos o grupos en los que no se
manipulara la conducta del sujeto, investigacién con medicamentos de uso comun,
amplio margen terapéutico, autorizados para su venta, empleando las indicaciones,
dosis y vias de administracion establecidas y que no sean medicamentos de
investigacion no registrados por la Secretaria de Salud (SS).

c) Investigacion con riesgo mayor que el minimo 3

Si[ ] NO[X]

3. Aquel estudio en que las probabilidades de afectar al sujeto son significativas
entre las que se consideran: estudios con exposicidn a radiaciones, ensayos clinicos
para estudios farmacoldgicos en fases Il a IV para medicamentos que no son
considerados de uso comun o con modalidades en sus indicaciones o vias de
administracion diferentes a los establecidos; ensayos clinicos con nuevos
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dispositivos o0 procedimientos quirdrgicos extraccion de sangre mayor del 2 % de
volumen circulantes en neonatos, amniocentesis y otras técnicas invasoras o
procedimientos mayores, los que empleen métodos aleatorios de asignacion a
esquemas terapéuticos y los que tengan control con placebos, entre otros.

SI[X] NO[ ]

4. Deberé incluirse en todos los protocolos que corresponden a riesgo mayor al
minimo y con riesgo minimo. Tratandose de investigaciones sin riesgo, podra
dispensarse al investigador la obtencion del consentimiento informado por escrito.

2. ¢, Se incluye formato de consentimiento informado? *

3. En el caso de incluir el Formato de Consentimiento Informado, sefalar si estan
integrados los siguientes aspectos:
a) Justificacion y objetivos de la investigacion S NO

b) Descripcién de procedimientos a realizar y su proposito Sl NO

d) Beneficios que pudieran obtenerse S NO

[]
[]
c) Molestias y riesgos esperados sl [X]NO [ ]
[ ]

e) Posibles contribuciones y beneficios para participantes y Sl | X | NO
sociedad

f) Procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos S| | X | NO
para el sujeto

g) Garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y SI | X | NO
aclaracion a cualquier duda acerca de los procedimientos, —
riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
investigacion y el tratamiento del sujeto

h) Menciona la libertad de retirar su consentimiento en SI | X | NO D
cualquier momento y dejar de participar en el estudio, sin
gue por ello se creen perjuicios para continuar su cuidado
y tratamiento

i) La seguridad de que no se identificara al sujetoy que se Sl NO [ ]
mantendra la confidencialidad de la informacién
relacionada con su privacidad

j) El compromiso de proporcionarle informacién actualizada Sl [ X | NO D
obtenida durante el estudio, aunque ésta pudiera afectar la
voluntad del sujeto para continuar participando
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k) La disponibilidad de tratamiento médico y la indemnizacion Sl
a que legalmente tendra derecho, por parte de la
institucién de atencion a la salud, en el caso de dafios que
la ameriten, directamente causadas por la investigacion vy,
gue si existen gastos adicionales, éstos seran absorbidos
por el presupuesto de la investigacion

NOD

[) Indica los nombres y direcciones de dos testigos y la Sl NO |:|

relacién que éstos tengan con el sujeto de investigacion

m) Debera ser firmado por dos testigos y por el sujeto de Sl
investigacion o su representante legal, en su caso. Si el
sujeto de investigacidén no supiere firmar, imprimira su
huella digital y en su nhombre firmara otra persona que él
designe

n) Elnombre y teléfono a la que el sujeto de investigacion Sl
podra dirigirse en caso de duda

i) La seguridad de que el paciente se referiria para atencion Sl
meédica apropiada en caso necesario

X

NOD

NO

NO

4. Si el proyecto comprende investigacion en menores de edad o incapaces

a) El investigador debe asegurarse previamente de que se han hecho estudios
semejantes en personas de mayor edad y en animales inmaduros, excepto
cuando se trate de estudiar condiciones que son propias de la etapa neonatal

o padecimientos especificos de ciertas edades

SI[ ] NO[X]

b) Se obtiene el escrito de consentimiento informado de quienes ejercen la
patria potestad o la representacion legal del menor o incapaz de que se trate.

SI[ ] NO[X]

c) Cuando la incapacidad mental y estado psicolégico del menor o incapaz lo
permitan, el investigador obtiene ademéas la aceptacion del sujeto de

investigacion, después de explicar lo que se pretende hacer.

Si[ ] NO[X]

5. Si el proyecto comprende investigacion en mujeres de edad fértil, embarazadas,

durante el trabajo de parto, puerperio, lactancia y en recién nacidos.

PROCEDE

NO
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a)

b)

f)

g)

h)

)

¢, Se asegur6 el investigador que existen investigaciones realizadas en mujeres
no embarazadas que demuestren su seguridad, a excepcion de estudios

especificos que requieran de dicha condicion S| D NO

Si es investigacion de riesgo mayor al minimo, se asegura que existe beneficio
terapéutico (las investigaciones sin beneficio terapéutico sobre el embarazo en
mujeres embarazadas, no deberan representar un riesgo mayor al minimo para

la mujer, el embrién o el feto)
si[_] No

Que las mujeres no estdn embarazadas, previamente a su aceptacibn como
sujetos de investigacion

SID NO [ X

Que se procura disminuir las posibilidades de embarazo durante el desarrollo de

la investigacion si[ ] NO

Se planea obtener la carta de consentimiento informado de la mujer y de su
conyuge o concubinario, previa informacion de los riesgos posibles para el
embrién, feto o recién nacido en su caso (el consentimiento del conyuge o
concubinario sélo podra dispensarse en caso de incapacidad o imposibilidad
fehaciente o manifiesta para proporcionarlo, porque el concubinario no se haga
cargo de la mujer, o bien cuando exista riesgo inminente para la salud o la vida

de la mujer, embridn, feto o recién nacido)
si[ ] NoO

La descripcidon del Proceso para obtener el consentimiento de participaciéon en
el estudio

Sl NO | X

Se entrega de una copia del consentimiento a los responsables del cuidado del

paciente
S D NO [ X

La descripcion de las medidas que se piensan seguir para mantener la
confidencialidad de la informacion
si[ ] NoO

La experiencia del investigador principal y co-investigadores en este tipo de

investigacion
si| | NO[X
Las posibles contribuciones y beneficios de este estudio para los participantes y

para la sociedad
SID NO [ X
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