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RESUMEN

La investigacion se titula: “Dindmica de la microbiota pulmonar y la validez de la next
generation sequencing en la deteccion de patdgenos en pacientes con ventilacion mecanica
- EsSalud - Arequipa 2021”, presenta como objetivo general el establecer los cambios en la
microbiota pulmonar durante la ventilacion mecénica y la validez de la next generation
sequencing (NGS) frente al diagndstico de neumonia asociada a ventilador (NAV). Es un
estudio observacional, descriptivo, de campo, de tipo longitudinal y no probabilistico por
conveniencia, las técnicas utilizadas fueron la observacion laboratorial y la observacion
documental. Se trabaj6 con 9 pacientes y 27 muestras recolectadas en tres puntos de tiempo,
de pacientes de la unidad de cuidados intensivos de emergencia (UCIE) de EsSalud.
Obteniéndose como principales conclusiones que los filos predominantes fueron:
Proteobacterias, Firmicutes y Bacteroidota, y a nivel de género: Acinetobacter (17%),
Prevotella (15%), Streptococcus (12%) y Enterobacter (9%); mientras que segun el analisis
de la diversidad beta entre grupos de tiempo no hubo una diferencia estadisticamente
significativa, pero en el transcurso de los dias se observa un incremento de la abundancia
relativa de Acinetobacter y Enterobacter, una disminuciéon de Streptococcus y un
mantenimiento de la abundancia relativa de Prevotella, caracterizandose en todo momento
la fuerte presencia de gérmenes nosocomiales, incluso dentro de las primeras 24 horas de
ventilacion mecanica; respecto a la sensibilidad de la prueba de NGS frente al diagnostico

de neumonia asociada a ventilador, esta fue del 25% y su especificidad fue del 93.3%.

Palabras clave: Microbiota pulmonar, Ventilaciéon mecanica, Sensibilidad y especificidad,

Next generation sequencing.
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ABSTRACT

The research is titled: “Dynamics of the lung microbiota and the validity of next generation
sequencing in the detection of pathogens in patients with mechanical ventilation - EsSalud -
Arequipa 20217, presents as a general objective to establish the changes in the lung
microbiota during mechanical ventilation and the validity of next generation sequencing
(NGS) against the diagnosis of ventilator-associated pneumonia (VAP). It is an
observational, descriptive, field study, longitudinal and non-probabilistic for convenience,
the techniques used were laboratory observation and documentary observation. We worked
with 9 patients and 27 samples collected at three time points, from patients in the emergency
intensive care unit (ICU) of EsSalud. The main conclusions were obtained that the
predominant phyla were: Proteobacteria, Firmicutes and Bacteroidota, and at the genus
level: Acinetobacter (17%), Prevotella (15%), Streptococcus (12%) and Enterobacter (9%);
while according to the analysis of beta diversity between time groups there was no
statistically significant difference, but over the course of the days an increase in the relative
abundance of Acinetobacter and Enterobacter, a decrease in Streptococcus and a
maintenance of abundance was observed. relative of Prevotella, characterizing at all times
the strong presence of nosocomial germs, even within the first 24 hours of mechanical
ventilation; Regarding the sensitivity of the NGS test against the diagnosis of ventilator-

associated pneumonia, it was 25% and its specificity was 93.3%.

Keywords: Lung microbiota, Mechanical ventilation, Sensitivity and specificity, Next

generation sequencing.
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LISTA DE ABREVIATURAS

NGS: Next generation sequencing

ADN: Acido desoxirribonucleico

BAL.: Lavado brongueoalveolar

NAV: Neumonia asociada a ventilador

UCIE: Unidad de cuidados intensivos de emergencia
HNCASE: Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo
OTU: Unidad taxonémica operativa

MNGS: Metagendmica de siguiente generacion

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

SDRA: Sindrome de distrés respiratorio del adulto

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
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INTRODUCCION

El estudio de la microbiota del cuerpo humano, se torn6 muy complicado durante bastante
tiempo por las limitaciones de la microbiologia convencional; hace aproximadamente una
década, se dio inicio al Proyecto de Microbioma Humano, que pretendio identificar y
caracterizar los microorganismos que se encuentran asociados a los humanos (tanto en la
salud como en la enfermedad). Todo ello fue posible gracias al desarrollo de técnicas de

secuenciacion de alto rendimiento como la secuenciacion del gen 16S rRNA (1).

Por otra parte, los consensos recomiendan que, en las unidades de terapia intensiva, la
prescripcion de antibidticos se ajuste sobre la base de cultivos respiratorios, sin embargo, los
cultivos convencionales suelen tener una baja sensibilidad y un tiempo de respuesta
prolongado, por lo que se espera que la secuenciacion de ADN microbiano de proxima
generacion supere las limitaciones del diagndstico basado en cultivos (2). De otro lado, la
neumonia nosocomial es una de las causas mas importantes de infeccion hospitalaria, su
diagnostico pronto y correcto es esencial para la instauracion de un tratamiento adecuado,
ya que un tratamiento incorrecto en las primeras horas conllevaria a un peor pronostico, asi
mismo el uso indiscriminado de antibioticos se acompaina de mayor morbilidad y mortalidad
(3). Dentro de este tipo de infecciones, se encuentra la NAV, cuyos datos reportados segun
el Ministerio de Salud del Pert para el 2012 fue de 10,6 casos x 1000 dias de uso de
ventilador mecénico, llegando a su punto mas bajo en el 2018 con 7,56 casos x 1000 dias de
uso de ventilador mecanico, sin embargo estas cifras cambiaron drasticamente para el 2021,
la incidencia acumulada subié a 11,66 casos x 1000 dias de uso ventilador

mecanico (probablemente como consecuencia de la pandemia de la COVID-19) (4).

De otro lado, en la region Arequipa, no se cuenta con estudios de indole similar en este grupo
de pacientes, por lo que resultaria de mucha importancia, conocer y dilucidar cada vez mas
los cambios de la microbiota del paciente ventilado (utilizando técnicas de secuenciacion
molecular), y reconocer la utilidad clinica de la identificacion bacteriana en las
enfermedades pulmonares o condiciones como la ventilacion mecénica, para que esa nueva
informacion pueda ayudarnos a crear estrategias o herramientas de tratamiento frente a

patologias pulmonares mediante el control de la microbiota pulmonar.

La presente investigacion se titula: Dindmica de la microbiota pulmonar y la validez de la
next generation sequencing en la deteccion de patdgenos en pacientes con ventilacion

mecanica - EsSalud - Arequipa 2021, pertenece al area de las ciencias de la salud, y es un
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estudio de tipo observacional, longitudinal y de nivel analitico y explicativo, cuenta con dos
variables, la primera corresponde a la dinamica de la microbiota pulmonar que utiliz6 como
técnica la observacion laboratorial, mientras que la segunda es la validez de la next
generation sequencing en la deteccion de patogenos frente al diagnostico de NAV que utilizo
la observacion documental; ademas de ello, la investigacion tiene como objetivo, identificar
los cambios en la microbiota pulmonar que pudiesen surgir con el transcurso de los dias en
los pacientes bajo ventilacion mecéanica de una unidad de cuidados intensivos, y ademads,
observar la validez de la NGS frente al diagndstico hecho por el clinico de neumonia

asociada a ventilador, a través de la sensibilidad y especificidad.

El presente, se compone de 3 capitulos: en el capitulo 1 se presenta el marco tedrico con
todos aquellos conceptos basicos relacionados al tema, ademés de los antecedentes
investigativos tomados como referencia, en el capitulo 2 se describe la metodologia utilizada
y, por ultimo, se muestran los resultados y discusion, productos de la investigacion para

posteriormente emitir las conclusiones y recomendaciones correspondientes.
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HIPOTESIS

Dado que, la microbiota pulmonar se ve alterada en determinadas enfermedades o
condiciones, y debido a las nuevas técnicas de secuenciacion que han permitido la
identificacion de gérmenes a nivel molecular; y dado que el uso de estas técnicas en nuestro

medio es reciente y muy limitado.

Es probable que, durante el transcurso de los dias de ventilacion mecanica dicha microbiota
se vea alterada; asi mismo, es probable que, conocer la validez clinica de una técnica de
secuenciacion como la next generation sequencing , contribuya a considerar y recomendar

su uso en determinados contextos.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Establecer los cambios en la microbiota pulmonar durante la ventilacibn mecénica y la

validez de la next generation sequencing frente al diagnéstico de neumonia asociada a

ventilador.

Objetivos especificos

1. Caracterizar la microbiota pulmonar en el paciente con ventilacion mecanica.

2. Analizar la dinamica de la diversidad de OTUs que predominan en los pacientes
ventilados segln el tiempo de ventilacion mecéanica.

3. Reconocer la validez diagnostica de la secuenciacion por next generation sequencing,

frente al diagnostico de neumonia asociada a ventilador.
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1. MARCO TEORICO
1.1. Microbiota: definiciones basicas

Durante el estudio de la medicina como disciplina, se ha sostenido tradicionalmente
que los seres humanos y los microorganismos patdégenos son esencialmente
antagonistas, librando una constante batalla en la que nuestra principal defensa es la
creacion y el perfeccionamiento de antibidticos més avanzados. No obstante, en las
ultimas décadas, ha surgido una comprension mas sofisticada y matizada de esta
interaccion. Se ha reconocido que la relacion entre los seres humanos y las
comunidades de microorganismos que residen en nuestros cuerpos es mucho mas
compleja de lo que se pensaba anteriormente. Estas comunidades microbianas no
solo incluyen patdgenos, sino también una amplia variedad de microorganismos que
desempefian roles cruciales en la salud y el funcionamiento del cuerpo humano, como
la digestion, la proteccion contra otros patogenos y la modulacion del sistema
inmunolégico. Por lo tanto, la interaccion entre humanos y microbios no puede ser
reducida simplemente a una confrontacion, sino que debe ser entendida como un
ecosistema dinamico y complejo, donde el equilibrio y la colaboracion juegan roles

fundamentales en la salud humana (1).
e Microbiota:

Comunidad de microorganismos que ocupa un habitat especifico.
e Microbioma:

Microbiota y su funcion en dicho entorno (1).

Aunque a menudo se utilizan de manera intercambiable, los términos microbiota
y microbioma tienen significados distintos. La microbiota se refiere
especificamente al conjunto de microorganismos como bacterias, hongos,
arqueas, virus y pardsitos que habitan en nuestro cuerpo. En contraste, el
microbioma abarca un concepto mas amplio que incluye no solo estas
comunidades microbianas, sino también sus genes, metabolitos y las condiciones

ambientales presentes en cada una de sus localizaciones (2).
1.2. Microbiota pulmonar

Tradicionalmente, los pulmones humanos sanos se han considerado estériles o libres

de bacterias durante mucho tiempo (7,8), sin embargo, dado que los pulmones tienen

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~<?  DE SANTA MARIA

contacto constante con el medio ambiente, estan continuamente expuestos a los
microbios. Ademds, las vias respiratorias inferiores son superficies célidas y
htimedas situadas muy cerca de las cavidades bucal y nasal, que son entornos con
alta presencia de bacterias, y estd bien documentado que la microaspiracion del

contenido faringeo ocurre en sujetos sanos o asintomaticos (9).

Cuantiosos estudios que han hecho uso de técnicas moleculares (independientes del
cultivo) han puesto de manifiesto que una comunidad bacteriana diversa esta presente
en las vias respiratorias inferiores en condiciones saludables y han identificado los

géneros principales como Prevotella, Veillonella 'y Streptococcus (8,10,11,12).

En el modelo del microbioma pulmonar el equilibrio de tres factores determina y da
forma al microbioma pulmonar (13), la inmigracion microbiana a las vias
respiratorias, la eliminacion de microbios de las vias respiratorias y las tasas de
reproduccion relativas de los microbios que se encuentran en las vias respiratorias.
Los cambios en las comunidades microbianas en una persona o en una condicion o
enfermedad se deberia a un cambio en uno de esos tres factores, mientras que la
evidencia apunta firmemente a la microaspiracion subclinica como la fuente
principal de inmigracion microbiana. Otros factores que contribuyen pueden incluir
la inhalacion de bacterias del aire y la migracion directa a lo largo de las superficies
mucosas de las vias respiratorias. La eliminacion microbiana se logra mediante una
combinacion de: eliminacion mucociliar, tos y defensas inmunes del huésped (tanto

innatas como adaptativas) (14).

Finalmente, la interaccion de estos tres factores hace que en la mayoria de individuos
sanos, el microbioma de los pulmones humanos durante la salud se parece mas al de
la orofaringe que al aire inhalado, la nasofaringe o el tracto gastrointestinal inferior
(15,16). El microbioma nasal contribuye poco a las comunidades pulmonares durante

la salud en la mayoria de las personas, pero no en todas (17).

Por lo tanto, la naturaleza y la dindmica del microbioma pulmonar difieren de las de
los nichos ecoldgicos con comunidades microbianas robustas y autosostenibles. Se
han demostrado poblaciones aberrantes (disbiosis) en muchas enfermedades
pulmonares que tradicionalmente no se consideran de origen microbiano, y estan

surgiendo posibles vias de comunicacion entre microbio y huésped (18).
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Entonces, por lo expuesto ya no sorprende que el pulmoén no sea estéril, dada su
contigiiidad con el tracto respiratorio superior. Sin embargo, el pulmén sano posee
una biomasa microbiana extremadamente baja, y la naturaleza del microbioma
pulmonar difiere notablemente en cantidad y dinamica, de la de los habitats
corporales con microbiomas robustos, como el intestino, la piel, la boca y la vagina.
Por otra parte, la densidad de bacterias es menor que en el tracto respiratorio superior,
y su composicion se asemeja mucho a esta, particularmente en la region periglética
(19). Firmicutes y Bacteroidetes son los filos méas comunes, mientras que Prevotella,

Streptococcus y Veillonella son los géneros mas comunes (20).

Por lo tanto, el microbioma pulmonar es en gran medida transitorio y estd compuesto
por inmigrantes derivados del tracto respiratorio superior que se eliminan a través de
mecanismos inmunes innatos y mucociliares (21). Algunas de estas bacterias son

viables y transcripcional y metabolicamente activas (22).

No esté claro si existen verdaderos residentes bacterianos autosostenibles a largo
plazo. Por lo tanto, la naturaleza y la dindmica del microbioma pulmonar sano
difieren de las de sitios como el intestino, la piel y las cavidades vaginal y oral, que
tienen comunidades microbianas robustas y autosostenidas. Es importante destacar
que las investigaciones realizadas en estos aspectos, se basan en pocos sujetos sanos

y su ejecucion en limitados centros en el orbe (23).

Recientemente se ha propuesto la existencia del eje intestino-pulmoén, debido a los
eventos interrelacionados entre sus respectivas microbiotas y su impacto en las
enfermedades respiratorias. Se ha observado que la microbiota intestinal interviene
en la homeostasis y media la inmunidad, influenciando asi la salud respiratoria. Este
concepto subraya la interaccion entre el huésped y los microbios, asi como entre los
propios microbios, tanto a nivel local (en el pulmén) como a distancia (conectando
el intestino y el pulmoén). Ademas, el microbioma pulmonar fisiol6égico, compuesto
por comunidades de microorganismos comensales, se esta evaluando actualmente
como un elemento crucial en la fisiopatologia de diversas enfermedades respiratorias

(24,25).
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1.3. Microbiota pulmonar en la ventilacion mecanica

Como ya se menciond el tracto pulmonar estd habitado por bacterias, tanto en
condiciones normales como en condiciones de enfermedad, aunque es posible que

los cultivos de método tradicional no identifiquen el total de bacterias.

La reciente aparicion de perfiles de microbioma ha hecho notar perturbaciones y
disbiosis del tracto pulmonar en especial en lo que respecta a enfermedades como el
asma y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC). Dichas perturbaciones,
finalmente puede conducir al desarrollo de neumonia en determinadas poblaciones
(26). De especial interés son los pacientes quirurgicos ventilados mecénicamente,
que pueden ser particularmente susceptibles al desarrollo de neumonia. Sin embargo,
llegar a este diagndstico de neumonia en esta poblacion es complicado puesto que
muchos de los parametros clinicos utilizados para el diagndstico ya estan elevados
debido a las lesiones y otras fuentes de inflamacion no relacionada con la infeccion
(27,28). Ademas, la microbiota de los pacientes en la unidad de cuidados intensivos
fluctua considerablemente debido a estados patologicos agudos asociados con
enfermedades criticas e intervenciones comunes como ventilacion mecanica,

antimicrobianos, supresion del acido gastrico y nutricion enteral (29,30).

Un andlisis de aspirados endotraqueales de pacientes con ventilacion mecénica
demostrd un aumento de la disbiosis y una reduccion de la diversidad del microbioma
bacteriano durante el periodo de intubacion. Ademas, el microbioma endotraqueal de
los pacientes que desarrollaron neumonia adquirida por ventilador tenia una mayor
disbiosis en relacion con los individuos que no desarrollaron neumonia cuando se

analiz6 durante los primeros dias de la intubacion (31).

Los métodos moleculares para cuantificar la carga bacteriana en el liquido de lavado
broncoalveolar (BAL) y el aliento exhalado mediante la amplificacion del gen 16S
rRNA mediante (PCR) cuantitativa en tiempo real han identificado con éxito a
pacientes con neumonia asociada al ventilador confirmada microbiol6gicamente
frente a pacientes con menor carga bacteriana. Esto permiti6 una cuantificacion mas
rapida de la carga bacteriana en relacion con los métodos tradicionales de cultivo

semicuantitativos (32).

Aproximadamente el 15% de los pacientes intubados reciben antibidticos por

neumonia asociada a ventilacion o traqueobronquitis clinicamente diagnosticadas,
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dichos pacientes con neumonia asociada a ventilador tienen una mayor duracion de
la estancia hospitalaria y pueden tener una mortalidad hasta dos veces mayor que los

pacientes intubados sin infeccion del tracto respiratorio inferior (33).
1.4. Analisis de la diversidad de la microbiota
1.4.1. Diversidad alfa:

Los componentes mas conocidos son la diversidad alfa y la diversidad beta. La
diversidad alfa, que es uno de los indices fundamentales de diversidad, se define
como la variedad en un punto especifico o en una muestra particular. Sirve como
una medida resumida para una Unica poblacion. En el contexto del estudio del
microbioma, la diversidad alfa se refiere a la variedad de microorganismos

presentes dentro de una sola muestra o comunidad (34).
Medidas de la diversidad alfa

e El indice de diversidad de Shannon-Wiener es una de las métricas mas
reconocidas para evaluar la diversidad de especies. Este indice toma en
cuenta tanto la proporcion como la abundancia de cada especie dentro de
una comunidad. El valor del indice Shannon-Wiener, denotado como H’,
aumenta a medida que crece el niumero de especies presentes en la
comunidad, y en teoria, puede alcanzar valores extremadamente elevados.
Este indice es esencial para comprender la estructura de la biodiversidad
y evaluar la riqueza y la equitatividad de las especies en un ecosistema
(35).

e El indice de diversidad de Simpson, propuesto por Simpson en 1949,
introduce un concepto de diversidad que combina dos aspectos cruciales:
la riqueza de especies y la uniformidad. Esta medida no paramétrica de la
diversidad sugiere que la diversidad es inversamente proporcional a la
probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar pertenezcan a la
misma especie. En esencia, este indice mide la heterogeneidad de las
especies, aunque comunmente se refiera a él como un sinénimo de
diversidad en la literatura ecologica. El valor del indice de Simpson varia
de 0, indicando baja diversidad, hasta valores cercanos a 1, que indican
alta diversidad (36).
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e El indice de Chao es un estimador del numero total de especies en una
comunidad, basado en la cantidad de especies raras presentes en la
muestra. Este indice considera especificamente aquellas especies que
estan representadas por un Unico individuo en la muestra (singletons) y
las que estan representadas por exactamente dos individuos (doubletons).
Al utilizar la informacidn sobre estas especies raras, el indice de Chao
proporciona una estimacion mas precisa de la verdadera diversidad de
especies en la comunidad, compensando asi la probabilidad de que
algunas especies no hayan sido observadas en la muestra (37).

1.4.2. Diversidad beta

Las cuestiones de clasificacion comunitaria nos conducen a medir la similitud
entre dos muestras comunitarias, lo cual se conoce como beta-diversidad. Este
concepto fue definido originalmente por Whittaker como una medida del cambio
en la diversidad a través de gradientes ambientales. En otras palabras, la beta-
diversidad representa la tasa de cambio en la composicion de especies de una
comunidad a otra a lo largo de estos gradientes. También se le conoce como
"recambio de especies". En términos generales, la beta-diversidad evalua las
diferencias entre dos o mas ensamblajes locales, o entre ensamblajes locales y
regionales, permitiéndonos asi determinar cudnta diversidad es exclusiva de un
conjunto local o describir cuantos taxones se comparten entre las comunidades

(38).

1.5. Técnicas para el estudio de la microbiota pulmonar: next generation

sequencing

Es precisamente con la llegada de nuevas tecnologias que evaluan el microbioma en
la muestra, como el secuenciador de proxima generacion, que se observa un aumento
del interés en comprender el microbioma pulmonar y su rol en las enfermedades
pulmonares. El recopilar datos sobre la flora bacteriana en pulmén y sus cambios
durante la enfermedad, ha permitido ver que hay dentro de la patogénesis y como
funciona durante la progresion de la enfermedad, en especial con pacientes con

enfermedades pulmonares cronicas y/o infecciosas (39).
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Utilizando la secuencia del gen bacteriano del ARN ribosémico 16S, NGS se puede
estimar rapidamente una gran cantidad de secuencias bacterianas en los niveles de

filo y género, y en algunos casos en niveles de especie en un periodo de tiempo corto.

Existen, otras técnicas que utilizan basicamente el método de Sanger en combinacién
con la construccion de una biblioteca de clones también pueden ser utiles para
identificar especies de bacterias patdgenas con su proporcidon en las muestras

respiratorias.

A finales de 2007 se lanzé el Consorcio Internacional del Microbioma Humano con
Japon, Estados Unidos, Europa y China, y en 2007 se inicié el Proyecto de
Microbioma Humano de los Institutos Nacionales de Salud para descubrir el
microbioma en el cuerpo humano. Sin embargo, el pulmoén no era objetivo en el
proyecto porque se consideraba al tracto respiratorio inferior como estéril. Para
identificar los miembros del microbioma, el gen 16S rRNA se usa comiinmente como
gen conservado especifico de bacterias, y las regiones V1-V5 en nueve regiones

variables (V1-V9) del gen 16S rRNA se amplifican comtinmente (40).

La NGS es un grupo de tecnologias disefiadas para secuenciar gran cantidad de
segmentos de ADN de forma masiva y en paralelo, en menor cantidad de tiempo y a
un menor costo por base (41,42), se puede analizar una gran cantidad de fragmentos
de ADN a la vez y, por lo tanto, es un buen candidato para analizar muestras con una
gran diversidad bacteriana y también analizar la tendencia de la diversidad floral
bacteriana en cada muestra. Por el contrario, la mayoria de los NGS ampliamente
utilizados no tienen la capacidad suficiente para detectar con precision la longitud
adecuada de las secuencias de ADN para decidir el nivel de "especie" en cada ADN,
aunque generalmente es importante una longitud suficiente de la secuencia de ADN
con una secuenciacion precisa para detectar especies bacterianas en cada muestra de
ADN. Otro enfoque es la secuenciacion metagendmica de escopeta, en la que se
secuencia todo el ADN de una muestra. Aunque la alta proporcion de ADN derivado
del huésped presente en las muestras de pulmoén es un desafio, la secuenciacion

directa se utiliza cada vez mas en estudios de pulmon (39).
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La metagendémica de escopeta proporciona la composicion taxondémica y el
contenido de genes del microbioma, que enumera el potencial funcional de la
comunidad. Puede anotar cepas bacterianas e incluye informacion sobre el transporte
de genes de virulencia o resistencia a los antibioticos. La metagendmica de escopeta
identifica simultdneamente componentes bacterianos y fingicos, y también virus,
que no comparten ninguna etiqueta de secuencia comparable a las bacterias y los
hongos. Tanto la secuenciacion del gen 16S rRNA como la secuenciacion de escopeta
estan asociadas con lecturas que no se alinean con las bases de datos de referencia.
Finalmente, los métodos basados en secuencias son complementarios al cultivo, que
tiene una alta sensibilidad para los organismos objetivo. Por lo tanto, los enfoques
moleculares no son intrinsecamente mejores que el cultivo, y la combinacién de
enfoques de cultivo y secuenciacion puede proporcionar una resolucion comunitaria
Optima en especimenes dominados por ADN humano y/o taxones de baja abundancia

y a su vez brindar una oportunidad para estudiar organismos especificos (43).

Los estudios basados en secuencias generalmente informan los taxones en términos
de abundancia relativa, es decir, proporcionalidad dentro de una comunidad que
totaliza el 100%. Sin embargo, es esencial considerar el enriquecimiento relativo de
taxones especificos en el contexto de la carga microbiana total, particularmente en el
pulmon, donde la carga microbiana varia en muchos 6rdenes de magnitud. Todo ello
debido a que la carga bacteriana puede ser tan importante como la composicion,
como se describe en estudios en los que la carga bacteriana total en el liquido de
lavado broncoalveolar predijo la disfuncion crénica del aloinjerto de pulmoén o la
muerte después del trasplante de pulmén o permiti6 evaluar la progresion de la

fibrosis pulmonar intersticial y resultados durante enfermedades criticas (18).
1.6. Muestreo del microbioma pulmonar.

El esputo y lavado bronqueoalveolar son enfoques comunes para el muestreo del
microbioma pulmonar y se encuentran relacionados con la posibilidad de sesgo. El
esputo no es invasivo y pudiera recolectarse en serie, pero representa la combinacion
del tracto respiratorio inferior y superior. Esta mezcla resulta dificultosa en estados
en los que la carga microbiana pulmonar es baja, sin embargo, en patologias como la
fibrosis quistica, la carga microbiana en el tracto respiratorio superior es alta, una

muestra de esputo pudiese reflejar mejor el pulmon (44).
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El consenso sobre que tanto se relacionan las comunidades microbianas en el esputo
espontaneo ¢ inducido es aun discutible. Por otro lado, si bien el paso del
broncoscopio a través del tracto respiratorio superior significa que el liquido del BAL
puede contener restos (en especial de zona perigldtica) se encuentra menos
influenciado por la contaminacion que el esputo, pero implica la realizacion de un
procedimiento invasivo. A pesar de ello, es necesario un andlisis cuidadoso para
distinguir el pulmén de otras fuentes. Otras opciones de muestreo con ventajas y
limitaciones incluyen los aspirados endotraqueales, utilizados ampliamente en
pacientes intubados (45), biopsias bronquiales; el aliento exhalado se condensa; y

tejido de pulmones explantados (46).

La baja biomasa microbiana de las muestras de pulmoén, excepto en condiciones
altamente colonizadas o purulentas, hace que las muestras de pulmoén sean
extremadamente susceptibles a la contaminacion del tracto respiratorio superior
durante la recoleccion, y también de secuencias de fondo propias de los equipos, kits
y reactivos, que son estériles, pero no necesariamente libres de ADN (47). Las
secuencias artefactos también pueden resultar del propio proceso de secuenciacion

(48).

Muchas muestras de liquido bronqueoalveolar de personas sanas tienen un contenido
bacteriano muy bajo y una abundancia relativa alta de taxones caracteristicos de los
controles de fondo (p. ej., lavado del canal del equipo antes del procedimiento), lo

que indica una escasez de microbiota pulmonar auténtica (49).
1.7. Neumonia asociada a ventilador

La neumonia asociada al ventilador se refiere a un subgrupo especifico de neumonias
intrahospitalarias que se desarrollan en pacientes con una via aérea artificial. Este
tipo de neumonia constituye mas del 80% de las neumonias adquiridas en las
unidades de cuidados intensivos. Su relevancia clinica es considerable, no solo
debido a su alta morbimortalidad, especialmente en casos causados por gérmenes
multirresistentes, sino también por su impacto negativo en la calidad de vida de los

pacientes, el aumento en los costos y el significativo consumo de recursos sanitarios

(50).

Se proponen los siguientes criterios para la sospecha clinica de neumonia asociada

al ventilador (NAV): la presencia de dos de los tres criterios mayores (fiebre,
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secreciones purulentas, infiltrado pulmonar) y uno de los criterios menores
(leucocitosis, leucopenia, hipoxemia, leucocitos inmaduros, aumento de las
necesidades de oxigeno, inestabilidad hemodindmica). La relevancia y novedad de
esta propuesta radican en aceptar la sospecha de NAV y comenzar la metodologia
necesaria para alcanzar un diagnostico etiologico certero, incluso en pacientes sin
evidencia de infiltrados radioldgicos (grado de evidencia III; acuerdo entre los

expertos) (51).
1.8. Validez de prueba diagndstica

Es la capacidad de la prueba para medir lo que pretende medir, es decir el grado de
coincidencia entre los resultados de la prueba y los exdmenes diagnosticos mas
complejos y rigurosos subsiguientes que se constituyen como patron de referencia o
estandar, aunque éstos no siempre son perfectos o estan disponibles. Las medidas de

la validez son la sensibilidad y la especificidad, ambas inherentes a la prueba:

e Sensibilidad: Probabilidad de que un enfermo sea identificado correctamente por
la prueba, es decir, que tenga una prueba positiva. Son los enfermos con prueba

positiva de entre todos los enfermos.

e Especificidad: Probabilidad de que un individuo sin la enfermedad sea
identificado correctamente por la prueba, es decir, que tenga una prueba negativa.
Son los sanos con prueba negativa de entre todos los sanos (52).
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2. Antecedentes investigativos

Luna Paredes en 2021, en Arequipa - Pera, busco identificar el microbioma presente en
muestras de esputo de pacientes con tuberculosis. Se recolectaron 28 muestras de esputo
con diagndstico clinico de tuberculosis: 20 sin tratamiento, 6 con tratamiento, 2
multidrogo-resistentes y 8 muestras de pacientes sin tuberculosis (control). La
identificacion se realiz6 mediante secuenciacion [llumina MiSeq. Los filos identificados
fueron: en pacientes sin tuberculosis (control) Firmicutes, Proteobacterias, Fusobacterias
y Actinobacterias; en pacientes con diagnostico de tuberculosis sin tratamiento:
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacteria; en pacientes con diagndstico
de tuberculosis que recibieron tratamiento: Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes;
y en pacientes con diagnostico de tuberculosis multidrogo-resistentes: Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes. El estudio encontrdé una marcada variacion

en el microbioma presente en muestras de esputo asociado a tuberculosis (53).

En 2016, Brendan J. y su equipo llevaron a cabo un estudio en Estados Unidos con una
cohorte de 15 pacientes con insuficiencia respiratoria que necesitaban intubacion y
ventilacion mecénica en la UCI de un centro médico académico. Se recolectaron
muestras de secreciones orofaringeas y endotraqueales profundas dentro de las primeras
24 horas de la intubacion y cada 48-72 horas después, asi como muestras del tracto
respiratorio inferior de sujetos sanos mediante broncoscopia. Los resultados mostraron
que, a diferencia de la diversidad de la microbiota en el tracto respiratorio superior e
inferior de los controles sanos, los pacientes criticamente enfermos tenian una diversidad
inicial mas baja en ambos sitios, la cual disminuia ain mas con el tiempo en el ventilador.
Los taxones dominantes coincidieron con los cultivos bacterianos clinicos positivos. Se
concluy6 que el analisis longitudinal de la microbiota del tracto respiratorio en pacientes
criticos ofrece informacion valiosa sobre la patogenia y el diagndstico del tracto

respiratorio inferior (45).

Zakharkina T., et al., en 2017, realizaron un estudio en Espafia con el objetivo de analizar
la dindmica del microbioma pulmonar durante la ventilacion mecénica en la UCI y su
relacion con la aparicion de neumonia. Se obtuvieron aspirados traqueales tres veces a
la semana, y la composicion del microbioma respiratorio se midid mediante
secuenciacion del gen 16S rRNA utilizando la plataforma Roche 454. Se recolectaron un

total de 111 aspirados traqueales de 35 pacientes; 11 de ellos desarrollaron neumonia
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asociada al ventilador (NAV), mientras que 18 no la presentaron. Ademas, seis pacientes
desarrollaron neumonia en las primeras 48 horas después de la intubacion. El estudio
concluyo que la ventilacion mecénica, y no la administracion de antibidticos, se asocio
con cambios en el microbioma respiratorio. La disbiosis de las comunidades microbianas

en el tracto respiratorio fue mas pronunciada en los pacientes que desarrollaron NAV
(31).

ZhangJ., et. al. 2022 en el Hospital de Nanjing en China, tuvieron como objetivo, evaluar
el valor clinico de la secuenciacion metagenomica de proxima generacion (mNGS) de
[Nlumina y Nanopore para la deteccion de patdgenos en el liquido de lavado
broncoalveolar en pacientes con sospecha de neumonia adquirida en la comunidad. Las
muestras obtenidas fueron 66 pacientes con sospecha de NAC dentro de las 48 horas
posteriores a la hospitalizaciéon y se dividieron en dos partes: una para cultivo
convencional y la otra para mNGS mediante las plataformas de Illumina y de Nanopore).
Se evalud el valor clinico basado en el diagnostico de infeccion, el rendimiento del
diagnéstico de los principales patogenos y la orientacion del tratamiento, encontraron
que la infeccion patégena se establecid o excluyd en 53 de 66 pacientes. Hubo poca
diferencia en la tasa de coincidencia entre Illumina y Nanopore con el diagnostico
clinico, pero ambos fueron superiores al cultivo (57,81 %, 59,38 %, 25 %,
respectivamente), y concluyeron que tanto Illumina como Nanopore tienen sus propias
ventajas en el diagnostico patégeno y desempefian funciones similares en el diagnéstico

de infecciones y en la orientacion del tratamiento clinico (54).

Lamarche D., et al., en 2018, en Canad4, describieron la composicion de las comunidades
microbianas en una cohorte de pacientes criticamente enfermos que estaban siendo
ventilados mecanicamente, con una alta incidencia de neumonia en dos unidades de
cuidados intensivos. Se recolectaron 65 muestras de 34 pacientes de UCI inscritos en el
ensayo, incluyendo 29 aspirados endotraqueales, 26 aspirados gastricos y 10 muestras
de heces. Las muestras se obtuvieron con una mediana de tiempo de 3 dias (para el tracto
respiratorio inferior y aspirados gastricos) y 6 dias (para las deposiciones) después del
ingreso en la UCI El estudio concluyé que la composicion de las comunidades
microbianas asociadas con el huésped se ve gravemente perturbada durante una
enfermedad critica. La reduccion de la diversidad microbiana refleja una alta gravedad

de la enfermedad y se asocia con la mortalidad. Por lo tanto, la diversidad microbiana
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puede ser un biomarcador de valor pronostico en pacientes con ventilacion mecanica

(55).

Huebinger, et al., en 2018, en Estados Unidos, estudiaron el microbioma pulmonar
comun identificado en pacientes quirdrgicos con ventilacion mecanica. Se recogieron
muestras clinicas de lavado broncoalveolar (BAL) de 15 pacientes ventilados
mecanicamente en la UCI quirargica del Hospital Parkland Memorial. Concluyeron que,
aunque la poblacion de pacientes en este estudio no era intrinsecamente sana, la
necesidad de ventilacion en esta cohorte se atribuyd principalmente a lesiones
traumadticas, lo que sugiere que el microbioma comun identificado podria ser similar al
de un individuo sano. Sin embargo, debido al tamafio de la muestra y la diversidad de
muestras en el estudio, no pudieron llegar a una conclusion definitiva sobre los efectos

de los antibioticos en el perfil del microbioma pulmonar (14).
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1. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1.1. Técnicas, instrumentos y materiales de verificacion

El presente estudio es observacional, descriptivo, de campo, de tipo longitudinal, y

el muestreo fue no probabilistico por conveniencia. Las muestras de secrecion

bronquial se recolectaron de pacientes bajo ventilacion mecanica en la unidad de

cuidados intensivos de emergencia del Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin

Escobedo - EsSalud, siguiendo los criterios de inclusion y exclusion especificados

en la seccion correspondiente.

Cuadro 1

Cuadro de coherencias

diagnostica  se
refiere a la
capacidad de un

como sano al
gque es sano. Se

cuantifica
mediante la
sensibilidad vy

especificidad.

Variable lndlc:dore Técnicas Instrl;ment Items
Dinamica de la | Diversidad Observacio - Ficha de | OTUS identificadas en el
Microbiota alfa n observacion 1° punto de tiempo
pulmonar: laboratorial - Informede | OTUS identificadas en el
Cambios en el | Diversidad (NGS) NGS 2° punto de tiempo.
conjunto de los | beta OTUS identificadas en el
microorganismo 3° punto de tiempo.
S que ocupan un
habitat
determinado
(pulmén).
Validez en la | Especificidad | Observacio Ficha de | Diagnostico positivo 0
deteccion de | Sensibilida n observacion negativo de neumonia
patdgenos: d documental asociada a ventilador en los
La validez de (historia diferentes puntos de tiempo
una prueba clinica) hecho por el clinico.

Resultado de las OTUS
identificadas por NGS en
los diferentes puntos de

test de tiempo.

identificar Resultado de  cultivo
correctamente microbiologico

como enfermo convencional en los
al paciente que diferentes  puntos  de
es enfermo vy tiempo.
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1.2. Campo de Verificacion
1.2.1. Ubicacion espacial

Las muestras obtenidas fueron en la UCI de Emergencia — Hospital Nacional

Carlos Alberto Seguin Escobedo — Red Asistencial Arequipa.

La extraccion de ADN bacteriano inicial y la PCR se llevdo a cabo en el

laboratorio de la EPG de la Universidad Catolica de Santa Maria.

El analisis de NGS fue realizado por Novogene y el andlisis de datos por

Biosequence.
1.2.2.  Ubicacion temporal

La toma de muestras se realizd en diferentes momentos de tiempo, por la

pandemia, lo que limité grandemente su obtencion y manejo.

El primer momento para la obtencién de muestras fue de enero a febrero 2020,
sin embargo, estas fueron descartadas ya que la recoleccion y el trabajo en
laboratorio fue retomado muchos meses después, el segundo momento de
recoleccion de muestras viables fue entre setiembre y diciembre del 2021,
conservandolas de alli para su posterior envid y ser procesadas por la técnica

planteada.
1.2.3. Unidades de estudio

Las muestras de secrecion bronquial fueron recolectadas de pacientes bajo
ventilacion mecanica de la UCIE del HNCASE — EsSalud mediante el colector
de secrecion bronquial Busse 40 cc; la informacion clinica de los pacientes asi
como el diagndstico de NAV fueron recabados de la historia clinica, (segln si
esta se encontraba completa, de lo contrario no se tomd en cuenta para el

estudio).

Para mejor comprension del flujo de pacientes y muestras, se puede observar la
Diagrama 1;en total se involucraron 32 pacientes, de los primeros 12 no se logrd
extraer ADN de oOptima calidad en alguna de las tres muestras o/y no se
completar las 3 muestras previstas, quedando 20 participantes que se
inscribieron en el estudio, se excluyeron 6 pacientes que no completaron sus 3

muestras, quedando 14 pacientes a los cuales se les asigno una letra, de estos, 8
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muestras no pasaron el control de calidad de extraccion y secuenciacion de ADN

en Novogene, la muestra final fue de 9 pacientes y 27 muestras.

32 pacientes mcluidos

No se logro extraer ADN de buena
calidad

20 pacientes incluidos

No completaron
gus 3 muestras: 6

v

14 pacientes includos

No pasaron el control de
calidad para

secuenciacion: 8 muestras

v

9 pacientes incluidos

Diagrama 1: Diagrama de flujo de pacientes y muestras utilizadas
1.2.3.1. Criterios de inclusion

e Pacientes mayores de 18 afios ingresados a la UCIE con 24 horas de inicio
de ventilacion mecénica por insuficiencia respiratoria secundaria a estado

critico, que sea de causa no pulmonar.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM S DE SANTA MARIA

1.2.3.2. Criterios de exclusion
e Pacientes reingresados a la UCIE.

e Pacientes ingresados a la UCIE referidos de otros centros en ventilacion
mecanica, por permanecer mas de 24 horas ventilados y por desconocer

historial clinico de lugar de referencia.
e Pacientes inmunocomprometidos.

e Paciente con enfermedad de COVID-19 o que la haya tenido
recientemente de forma moderada a grave (por el tiempo de recuperacion

que esta demanda).

e Pacientes con antecedente de enfermedad respiratoria que sea la causa de

la ventilacion mecanica.
e Pacientes sin consentimiento informado para el estudio.
e Pacientes con historia clinica incompletas.

e Pacientes que no cuenten con las 3 muestras requeridas o0 cuya muestra

resulte insuficiente para los analisis.
1.3. Estrategia de recoleccién de datos

La ejecucion del proyecto se llevo a cabo con la aprobacion del Comité Institucional
de Etica en Investigacion de la Red Asistencial Arequipa — EsSalud, de acuerdo a la
Directiva N° 03 — IETSI — ESSALUD 2019 “Directiva que regula el desarrollo de la
Investigacion en salud — EsSalud”, y con carta N° 32-UCID-GRRAR-ESSALUD-
2020.

El consentimiento informado utilizado, obedece al disefio inicial del proyecto de la
linea de estudio de microbioma del Doctorado en Ciencias de la Salud, que
contemplaba tomar muestras de pacientes sanos, sin embargo, al presentarse
pandemia esto ya no fue posible, por lo que se realizd6 la modificacion en el

consentimiento informado.

Una vez que se extrajo la muestra, se colocaron al menos 5 ml de la secrecion
bronquial en un frasco estéril de polipropileno, el cual se mantuvo en un cooler para
su transporte. Esta muestra se dirigio al laboratorio F-403 de la Universidad Cat6lica

de Santa Maria, donde cada muestra recibid6 un cédigo de identificacion y se
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almacend a -20 °C. El liquido restante se envi6 al Laboratorio de Microbiologia
Clinica del Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo — EsSalud para el
cultivo de secreciones del tracto respiratorio inferior, siguiendo el procedimiento
establecido en el Manual de Procedimientos del laboratorio de microbiologia de

dicho hospital, version 02 del afio 2021 (Codigo MPM 007) (56).
1.3.1. Extraccion y amplificacion de ADN

El ADN se extrajo utilizando la técnica de fenol - cloroformo - Alcohol
Isoamilico. Las muestras se retiraron del almacenamiento y se pas6 1 ml. a un
tubo de microcentrifuga de polipropileno de 2 ml. Eppendorf™ . Se le agregd
100 pl. de perlas y 100 de pl. de microperlas de vidrio, asi como 700 pl. de buffer
de lisis de células (10mM Tris — HCL, 10mM EDTA, 50 mM NaCl, 5% SDS,
pH 7.5) y 10 pl. de proteinasa K, se vortexed durante 5 minutos para fomentar
la lisis de bacterias y se llevo a incubacion por 30 minutos a 60° C en el equipo
de bafno maria. Se agregd 25 pl. de RNAsa y se incubd a 37°C por 90 minutos
en el thermoBlock Wealtec HB-1, transcurrido el tiempo se traslado el
sobrenadante a otro tubo eppendorf™ | para agregarle 500uL. de Fenol:
Cloroformo: Alcohol — Isoamilico (25:24:1), y se centrifugé a 12000 rpm por
10 minutos en una microcentrifuga por 12 tubos D2012 . Luego se transfiri6 la
fase acuosa a un nuevo eppendorf™ (aprox. 300 - 400ul. de muestra) sin tocar
la interfase (por dos veces), después se agregod isopropanol en una cantidad de 1
a 2.5 volimenes de la fase acuosa recuperada (lo ideal es tener 1 ml. de mezcla
de isopropanol + fase acuosa), y se centrifugé 12000 rpm por 10 minutos, se
elimind el isopropanol en un papel toalla una sola vez y nos quedamos con el
pellet. Se resuspendio el pellet de ADN con 500 pl. de etanol al 70% y se
procedié a centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos, se elimin6 el sobrenadante
en papel y se dejo secar 30 segundos, para luego cerrar la tapa del eppendorf™.
Se resuspendio el pellet de ADN con agua de grado molecular de 50 pl. y se
mantuvo a -20°C, se verifico la pureza de ADN, se procedio a su lectura en gel
de agarosa al 1.5%, y finalmente se visualizaron en el transiluminador para

electroforesis (56).
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Posterior a ello, se amplifico gen 16s con técnica de PCR punto final con los
siguientes primers: Forward 27F (5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3") y
Reverse 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"), con un tamaio de
amplicon de 1500 pb. Las condiciones del termociclador Multigene —Labnet
fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 94°C por 3 minutos, seguido de
35 ciclos de 94°C por 30s, 45°C durante 30s, 72°C durante 2 min. y una
extension final de 72°C por 7 minutos. La lectura de los productos de PCR fue

evaluada en gel de agarosa al 1.5%. con un marcador de 100bp (57).
1.3.2.  Secuenciacion por next generation sequencing

La preparacion de la libreria y secuenciacion fue realizada por Novogene,
utilizando el Kit Nextera XT DNA library, a través de la plataforma
[lluminaMiSeq.

En el proceso de secuenciacion, se sigue una serie de pasos donde se realizé un
control de calidad, para garantizar precision y fiabilidad de los datos. Los pasos

a seguir fueron:
— Extraccién de ADN genémico
— Amplificacion por PCR
— Cuantificacion y mezcla de productos de PCR
— Purificacion de productos de PCR
— Preparacién de librerias
— Secuenciacion (57).
1.3.3.  Construccion, control de calidad y secuenciacion de bibliotecas

La amplificacion por PCR de las regiones objetivo se realizé mediante el uso de
cebadores especificos conectados con codigos de barras. Los productos de PCR
con tamafio adecuado se seleccionaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%. La misma cantidad de productos de PCR de cada muestra se agrupo, se
repar6 en los extremos, se le colocd una cola A y se le ligd con adaptadores
[llumina. Las bibliotecas se secuenciaron en una plataforma Illumina de extremo
emparejado para generar lecturas sin procesar de extremo emparejado de 250 pb.

La biblioteca se comprob6 con Qubit y PCR en tiempo real para la cuantificacion
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y bioanalizador para la deteccion de la distribucion de tamafios. Las bibliotecas

cuantificadas se agruparan y secuenciaran en las plataformas Illumina (56).
1.3.4.  Procedimiento de andlisis de datos

Inicialmente, existe una cierta proporcion de "datos sucios" en los datos brutos
obtenidos por secuenciacion, estos datos brutos se fusionarian y filtrarian en
primer lugar para obtener datos limpios. A continuacion, se llevo a cabo la
agrupacion de las Unidades Taxondmicas Operativas (OTU) sobre la base de los
datos efectivos. De acuerdo con los resultados de agrupamiento de las OTUs, se
realiza una anotacion taxondmica para la secuencia representativa de cada OTU
para obtener la informacién de taxones correspondiente y la distribucion de

abundancia basada en taxones.

El amplicon fue secuenciado utilizando la plataforma de extremos emparejados
de Illumina, lo que permitid generar lecturas sin procesar de extremos
emparejados de 250 pares de bases (pb). Posteriormente, estas lecturas se
fusionaron y pretrataron para obtener etiquetas limpias. En esta etapa, se
detectaron y eliminaron las secuencias quiméricas presentes en las etiquetas
limpias, resultando en etiquetas efectivas que pueden ser utilizadas para los

analisis posteriores (56).
1.3.5. Procesamiento de datos de secuenciacion

Las lecturas de extremos emparejados se asignaron a las muestras en funcion de
sus codigos de barras Unicos y se truncaron cortando las secuencias de codigos
de barras y cebadores. Las lecturas de extremos emparejados se fusionaron
utilizando FLASH (V1.2.7) (58), una herramienta de analisis muy rapida y
precisa, hecha para fusionar lecturas de extremos emparejados cuando al menos
algunas de las lecturas se superponen a la lectura generada desde el extremo
opuesto del mismo fragmento de ADN, y las secuencias de empalme se
denominaron etiquetas sin procesar. El filtrado de calidad en las etiquetas crudas
se realizd bajo condiciones de filtrado especificas para obtener las etiquetas
limpias de alta calidad (59), de acuerdo con el proceso de control de calidad

Qiime (V1.7.0) (56).

Las etiquetas se compararon con la base de datos SILVA138, (base de
referencia) utilizando el algoritmo UCHIME para detectar secuencias de
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quimeras que luego se eliminaron para, finalmente obtener las etiquetas efectivas
(60).

1.3.6. Cluster OTU y anotacion taxondémica

El andlisis de las secuencias se realizd mediante el software Uparse utilizando
todas las etiquetas efectivas. Las secuencias con >97% de similitud se asignaron
a las mismas OTU. Se selecciond la secuencia representativa de cada OTU para

realizar mas anotaciones (57).
1.4. Analisis bioinformatico

Posteriormente, para el andlisis bioinformatico llevado a cabo por Biosequence, se
realiz6 una verificacion de la integridad de los datos, asegurando que toda la
informacion necesaria fuera recopilada de manera completa. Seguidamente, se
implemento6 un proceso de filtrado de datos para identificar y eliminar caracteristicas
con baja probabilidad de ser utilizadas en el modelado de datos. Posteriormente, se
procedid con la normalizacion de los datos, ajustando el numero de lecturas para que
fueran homogéneos, lo cual es esencial para facilitar la comparacioén entre grupos,

especificamente en el analisis de la diversidad beta.

Las herramientas empleadas en el andlisis bioinformatico incluyeron R y
MicrobiomeAnalyst. El analisis de datos se llevo a cabo utilizando una variedad de
métodos comunmente aplicados en el estudio de microbiomas. Se realizdé una
exploracion visual mediante graficos de barras apiladas, graficos circulares y curvas
de rarefaccion. El perfil de la comunidad se analizd6 mediante el estudio de la

diversidad alfa y beta.

La diversidad alfa se evaluo utilizando la prueba estadistica de Mann-Whitney
Kruskal-Wallis. Para analizar la diversidad beta, se aplicé el método de ordenacion
de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) y se utilizo el indice de Bray-
Curtis para calcular las diferencias en la abundancia de caracteristicas del
microbioma. Ademas, se realizo un analisis de similitud (ANOSIM) para comparar

las variaciones en la abundancia y composicion de especies entre los distintos grupos.

Finalmente, para determinar la validez, se estimara la sensibilidad y especificidad de
la NGS frente al diagnostico de NAV, dado por el personal médico en la historia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v£=5% . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Al i Br—CATOLICA

TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

clinica alli se comparara mediante las formulas correspondientes que son las
siguientes (61).
Cuadro 2
Resultados de la prueba y la existencia de la enfermedad

Criterios de verdad
Enfermos | No enfermos Total
Prueba Positivos a b a+b
diagnostica Negativos c d c+d
Total a+b b+d atb+c+d

Nota: Ferry, (61).
Donde:
a = numero de pacientes con la enfermedad diagnosticados como "positivos™ por la
prueba.
b = numero de pacientes sin la enfermedad diagnosticados como “positivos™ por la
prueba.
¢ = numero de pacientes con la enfermedad diagnosticados como “negativos” por la
prueba.
d = numero de pacientes sin la enfermedad diagnosticados como "negativos"” por la
prueba.

Puede apreciarse que cada celda de la tabla refleja una caracteristica que también suele
calificarse de la manera siguiente:

a = Verdaderos positivos (VP)

b = Falsos positivos (FP)

¢ = Falsos negativos (FN)

d = Verdaderos negativos (VN) (61).

Con estos términos, la tabla puede expresarse asi:
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Cuadro 3

Resultados de la prueba y la existencia de la enfermedad

Criterios de verdad
Enfermos No enfermos Total
Prueba Positivos VP FP VP+FP
diagnostica | wativos EN VN EN+VN
Total VP+FEN FP+VN N= (VP+FP+FN+VN
Nota: Ferry, (61).
Donde:

VP: verdaderos positivos

FP: falsos positivos

FN: falsos negativos

VN: verdaderos negativos (61).

Por tanto, los estimadores de las probabilidades descritas son, naturalmente, los siguientes:

Sensibilidad = Verdaderos positivos = VP = a
Total de enfermos VP + FN a+c

Especificidad = Verdaderos negativos = VN = d
Total de no enfermos VN + FP b+d

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

Al CATOLICA
TESIS UCSM “  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE 9 fmmﬁ&

S e

S

CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

A ,
TESIS UCSM ~<?  DE SANTA MARIA

1. RESULTADOS
1.1. Datos del estudio

El presente capitulo muestra los resultados de la secuenciacion de las muestras de
secrecion bronquial de los pacientes que se encuentran en ventilacion mecanica en la
UCIE en un hospital de la Seguridad Social, en el area de emergencia, debido a que
los pacientes criticamente enfermos tributarios de ventilacion mecéanica permanecen
en su gran mayoria en esta unidad para posteriormente pasar a la UCI polivalente del
hospital, ademas estando en esta unidad la posibilidad de estar frente a una
contaminacion intrahospitalaria deberia ser menor, puesto que el paciente es recién
admitido de su hogar, lo que daria menos probabilidad de sesgo para identificacion
de la microbiota, ademas, se propone una serie de criterios de exclusion, por lo que
la ventilacion mecanica en este grupo se atribuyd principalmente a un motivo
quirargico, ello con el objetivo de tratar de delimitar los cambios en la microbiota, a
la ventilacion mecénica y que no se vea influenciada por otras patologias con

microbiotas caracteristicas.
1.2. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Como se aprecia en el diagrama 1 y de acuerdo a los criterios de exclusion y los
objetivos planteados, finalmente se trabajé con 27 muestras correspondientes a 9
pacientes, el nimero de pacientes investigados es limitado y reducido por el costo y
la complejidad del procedimiento de secuenciacion. Las caracteristicas de los
pacientes se muestran en la tabla 1 donde se observa que las edades de los pacientes
bordean entre los 49 y 81 afos, todos tuvieron un motivo de ingreso de tipo
quirargico, seis de los nueve pacientes presentaban comorbilidades de tipo crénico
no trasmisible; los dias que los pacientes permanecieron en la unidad variaron de 7 a
24 dias con un promedio de 15.4 dias; similares son los dias que estuvieron bajo
ventilacion mecénica que fueron entre 6 a 24 dias con una media de 14.7; los
pacientes que sobrevivieron, permanecieron en la unidad de 1 a 3 dias posteriores a
la extubacion, el promedio de puntuacion APACHE II, que es un sistema para
clasificar la gravedad de una enfermedad usada en los pacientes criticos en las
unidades de cuidados intensivos, fue de 20.2 puntos lo que predice una mortalidad

aproximada del 40% (62).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes en ventilacion mecanica en la UCIE

DIAS DE DIAS DE
MOTIVO DE INGRESO APACHE
PACIENTE SEXO EDAD COMORBILIDADES VENTILACION ESTANCIA
- - 11 SCORE
MEDICO QUIRURGICO MECANICA EN UCIE
B Femenino 49 Politraumatismo abdominal cerrado Ninguna 17 20 15
D Femenino 75 Trombosis mesentérica Ninguna 24 24 23
G Masculino 51 Politraumatizado/TEC grave HTA 11 11 20
. R, S HTA, ERC en
H Femenino 72 Perforacion gastrica hemodialisis, FARVA. 7 7 24
esofago de Barret
| Masculino 81 TEC grave, hematoma subdural DM II 23 23 22
J Masculino 65 TEC grave HTA 6 7 15
K Femenino 77 Vélvulo de sigmoides, obstruccion Ninguna 11 11 17
intestinal
L Femenino 77 Hemorragia subaracnoidea Cirrosis hepatica 11 11 28
M Masculino 60 Hematoma subdural,laminar HTA, ERC en hemodiliasis 23 25 18

parietoccipital
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1.3. PCR para amplificacion del gen 16S rRNA

De las muestras obtenidas, para establecer la presencia del gen 16S rRNA se utilizd
la amplificaciéon por PCR, ya que las secuencias del gen 16S rRNA contienen
regiones hipervariables que pueden proporcionar secuencias distintivas especificas
de especies Uutiles para la identificacion de bacterias. En la Figura 1 se observa la
amplificacion de 9 muestras luego de ser sometidas al proceso de extraccion de ADN
y proceso de PCR, el tamafo del amplicon del gen es de aproximadamente 1500pb,
en el pozo del extremo izquierdo se colocd un marcador de peso molecular, como
estandar de referencia que contiene fragmentos de ADN de longitudes conocidas

(62).
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Figura 1. Amplificacion del gen 16S rRNA de 9 muestras de ADN bacteriano de

secrecion bronquial.
1.4. Procesamiento de los datos para secuenciacion

Las muestras fueron enviadas a Novogene para su secuenciacion, previo a este
proceso, se realiza un control de calidad para asegurar la integridad de los datos, por
lo que las lecturas siguen un proceso, generandose los datos que se muestran en la
Tabla 2 , donde raw PE, representa las lecturas de PE originales después de la
secuenciacion; raw Tags, representa etiquetas fusionadas de lecturas de PE; clean
tags representa las etiquetas después del filtrado, las etiquetas efectivas representan
etiquetas después de filtrar las quimeras y finalmente se pueden usar los datos para

analisis posteriores.
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Tabla 2. Estadisticas de control de calidad

Nombre de Effective
Raw PE Raw Tags Clean Tags Base AvglLent Q20 Q30 GC% Efectivas
la muestra Tags
KM4 185.797 163.823 157.541 148.335  63.312.079 427 97,43 92,42 51,49 79,84
KM5 183.183 165.678 160.206 155.615  66.564.980 428 9741 92,24 51,38 84,95
KM6 188.565 169.098 163.963 156.019  65.725.169 421 976 92,78 52,13 82,74
KM10 182.640 166.137 163.018 147322  62.571.159 425 97,83 93,23 54,48 80,66
KM11 181.944 160.007 154.638 148.679  62.088.607 418 97,4 9247 52,74 81,72
KM12 174.047 154.065 149.131 144286  61.118.599 424 97,4 92,24 54,18 82,9

KM19 184.710 163.624 158.206 135.081  56.955.460 422 97,21 92,19 52,72 73,13
KM20 176.495 150.756 144.172 128.287  53.918.385 420 97,21 92,17 52,15 72,69
KM21 178.721 161.092 158.357 136.920  56.166.081 410 98,08 93,97 53,6 76,61
KM22 180.469 155.964 151.533 128.975  53.564.593 415 97,36 9252 52,87 71,47
KM23 176.102 155.778 151.785 127.365  53.618.102 421 97,52 92,81 5348 72,32
KM24 184.048 162.497 157.563 142.328  59.703.372 419 97,43 9256 53,25 77,33
KM25 176.118 154.747 150.000 127.358  53.655.065 421 97,31 9235 52,09 72,31
KM26 188.583 165.462 160.465 139.004  58.747.746 423 97,26 9226 521 73,71
KM27 170.734 143.127 138.971 125.890  53.122.554 422 97,36 92,43 51,69 73,73
KM28 175.800 153.240 149.698 128.887  54.307.355 421 97,61 9298 51,82 73,31
KM29 177.091 152.099 148.126 134.739  56.970.045 423 97,54 92,79 5111 76,08
KM30 189.493 167.856 164.465 138.031  58.026.687 420 97,83 9341 5151 72,84

KM31 187.046 164.415 159.960 146.556  60.816.898 415 976 9288 524 78,35
KM32 179.446 163.139 158.490 148.148  62.797.000 424 97,62 9291 5171 82,56
KM33 176.295 147.343 143.062 125.096  52.634.712 421 97,4 9253 51,36 70,96

KM34 183.918 159.227 155.698 128.846  54.230.580 421 97,69 93,15 51,49 70,06
KM35 180.053 153.982 150.064 143.048  58.603.233 410 97,59 92,9 52,06 79,45
KM36 178.048 158.631 154.002 145.998  61.894.165 424 97,55 92,61 51,75 82

KM37 171.261 133.714 130.335 116.648  47.532.480 407 97,78 93,26 52,01 68,11
KM38 179.734 157.845 153.668 140.695  58.944.904 419 97,62 92,95 53,12 78,28
KM39 181.688 165.756 162.418 137.948  58.596.712 425 97,88 9329 53,84 75,93

Nota: PE: Pair-end; Raw PE representa las lecturas de PE originales después de la
secuenciacion;Raw Tags representa etiquetas fusionadas de lecturas de PE;Clean Tags
representa las etiquetas después del filtrado; Effective Tags representan etiquetas después
de filtrar la quimera y finalmente se pueden usar para analisis posteriores; Base (nt) es el
numero de bases de las Etiquetas Efectivas; AvgLen (nt) representa la longitud promedio de
las etiquetas efectivas; Q20 y Q30 son los porcentajes de bases cuyo valor de calidad en
Etiquetas Efectivas es superior a 20 (tasa de error de secuenciacion inferior al 1%) y 30 (tasa
de error de secuenciacion inferior al 0,1%); GC (%) representa el porcentaje de GC en
etiquetas efectivas; Effective (%) representa el porcentaje de etiquetas efectivas en Raw PE
(62).
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1.5. Curvas de rarefaccion

Una vez agrupados en OTUs, se presentan las curvas de rarefaccion, aqui se muestran
la relacion entre el nimero de OTU y el nimero de secuencias. Por lo general, cuanta
mas profundidad en la secuencia, més especies se observara. En la figura 2 se observa
las curvas de rarefaccion por cada punto de tiempo, ademds se puede ver que la
secuenciacion fue la adecuada, ya que la curva llega a ser asintota, quiere decir que

se tuvo un buen muestreo de acuerdo al buen nimero de OTUs identificadas.

Loguerce SaTyie Sow

Figura 2. Curvas de rarefaccion de las OTU identificadas y por puntos de tiempo
1.6. Composicion taxonomica de las muestras

La composicion taxonomica del total de las muestras, segin su abundancia y de
acuerdo al filo y género; se aprecia en la figura 3, siendo el filo mas abundante:
Proteobacteria (35%), Firmicutes (31%) y Bacteroidota (21%) y de acuerdo al género
(figura 4), el mas abundante fue: Acinetobacter con 21%, género perteneciente al filo
Proteobacteria, seguido de Prevotella (17%), Streptococcus (15%) y Enterobacter
(12%).
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Figura 3. Composicion taxonémica de la comunidad a nivel de filo
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Figura 4. Composicion taxonomica de la comunidad a nivel de género
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1.7.  Composicién taxonoémica por puntos de tiempo

Para valorar los cambios en el transcurso de la ventilacidon mecanica, se tomaron tres
puntos de tiempos, como se aprecia en la Tabla 3, en el primer punto (dentro de las
primeras 24 horas) filos identificados fueron: Firmicutes (39%), Proteobacteria
(29%) y Bacteroidota (20%), en el segundo punto estos cambiaron a Proteobacteria,
Firmicutes y Bacteroidota con 34, 29 y 21%, para permanecer en el mismo orden en
el tercer punto, sin embargo hay un incremento en el filo Proteobacteria a 41%,

seguido de Firmicutes con 24% y Bacteroidota con 22%.

Tabla 3. Composicion taxonémica de la comunidad a nivel de filo por puntos de

tiempo
Puntos de Primero Segundo Tercero
tiempo
Filo
Firmicutes 39% 29% 24%
Proteobacteria 29% 34% 41%
Bacteroidota 20% 21% 22%
Otros 12 % 16% 13 %

En cuanto a las variaciones a nivel de género, se tiene la tabla 4 donde se aprecia que
en el primer punto la categoria con mas porcentaje es “otros”, esto se refiere a géneros
con porcentajes no significativos pero que sumados nos dan este valor, de alli, estan
presentes los género: Prevotella con 15%, Streptococcus (14%), y Acinetobacter
(13%), y en menor porcentaje Enterobacter (8%), para el segundo punto hay un
incremento de Acinetobacter con 19% seguido de Prevotella 14%, Streptococcus
13% y Enterobacter con 7% y finalmente para el tercer punto: Acinetobacter ocupa
un 18 %, Prevotella 15%, Enterobacter 12% y Streptococcus 9%, si bien Prevotella
mantiene su porcentaje a lo largo de los dias, se evidencia un amento de gérmenes
nosocomiales como Acinetobacter y Enterobacter, dichas abundancias se ven

también en las figuras 5,6 y 7.
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Tabla 4. Composicion taxondmica de la comunidad a nivel de género por puntos de

tiempo
untos de tiempo Primero Segundo Tercero
Género

Prevotella 15% 15% 15%

Streptococcus 14% 9% 9%
Acinetobacter 13% 19% 18%
Enterobacter 8% 12% 12%
Otros 23% 15% 23%
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Figura 5. Composicion taxonémica de la comunidad a nivel de género en el primer
punto de tiempo
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Figura 6. Composicion taxonémica de la comunidad a nivel de género en el segundo
punto de tiempo
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Figura 7. Composicion taxonémica de la comunidad a nivel de género en el tercer
punto de tiempo
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1.8. Diversidad alfa en las muestras

La diversidad alfa, es uno de los indices mas basicos e importantes de diversidad, ya
que representa la diversidad dentro de una misma muestra; el analisis de los
diferentes indices a través de los cuales se presentan los resultados del analisis de la
microbiota varia de acuerdo al objetivo del estudio, siendo el mas cominmente
utilizado y representativo el indice de Shannon, de acuerdo al cual muchos estudios

definen si la diversidad fue significativa o no.

En la tabla 5 se muestra los valores de indice de diversidad alfa segtn el indice de
Shannon el cual nos indica que tan uniformes estan representadas las especies en
abundancia teniendo en cuenta todas las especies muestreadas. Se observa los valores
del indice de Shannon (que van de 0 a 5) en los tres puntos de tiempo, en nuestro
caso se puede apreciar que del primer al segundo tiempo la diversidad alfa disminuye
en todos los pacientes, sin embargo para el tercer punto la tendencia ya no es la
misma, y solo en 4 de los 9 pacientes continua disminuyendo y en los otros 5 esta se
incrementa nuevamente pero de forma discreta, dichos cambios sin embargo, no
resultaron estadisticamente significativos (p = 0.31388). En la figura 8 se expresa

graficamente los valores mencionados.

Se muestra también en la misma tabla los valores del indice de Simpson, dicho valor
también representa riqueza y uniformidad, sin embargo, este valor no sigue una
tendencia nica de un punto de tiempo a otro, y estadisticamente tampoco resulto

significativa (p=0.50444), lo que se muestra graficamente en la figura 9.
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Tabla 5. Medida de diversidad alfa segun indice de Shannon y Simpson a nivel de OTU

INDICE DE SHANNON

INDICE DE SIMPSON

PACIENTE PRIMERA SEGUNDA TERCERA PRIMERA MUESTRA SEGUNDA MUESTRA TERCERA MUESTRA
MUESTRA MUESTRA MUESTRA

B 3.736332805 3.170175466 3.342650618 0.446644593837737 0.301049914456182 0.653811990868664,
J 3.827675029 3.397090044 3.040365643 0.917139426424648, 0.87979264463533 0.948772682649302
M 3.546497039 3.440554797 3.902028785 0.905737625611177 0.903877769171183 0.803374632324648
D 3.620327968 3.557120933 3.296351812 0.5844145260226 0.760517676977532 0.7015076329973

G 3.540101789 3.058697815 4.028108881 0.902816041659464 0.908393748516105 0.93606221898009
H 3.286737697 2.416965085 3.485816412 0.93061868753361 0.868356745872022 0.902777988357675
| 3.886343421 3.077643829 2.348966265 0.931325624763024 0.926605245096594 0.912846241131638,
K 1.703841395 1.060466146 2.022827882 0.897766958396941 0.659747901956934 0.922785034055315
L 2.152656052 2.143932111 1.999730777 0.933665746822255 0.870222400805939 0.659180245284323
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Figura 9. Diversidad alfa de las muestras por el indice de Simpson
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1.9. Diversidad beta

Para el analisis de dos comunidades microbianas, se realiza el analisis de la
diversidad beta, que compara los cambios en la presencia/ausencia o abundancia de
miles de taxones presentes en un conjunto de datos y los resumen en qué tan
‘similares’ o ‘diferentes’ son entre dos muestras. En relacion a la diversidad beta, la
figura 10 de NMDS en 2-D muestra la diversidad beta entre los tres grupos de tiempo,
como se puede ver todas las muestras se encuentran confluyentes, lo que pone en
evidencia visual que no hay diferencias, se comprueba utilizando la distancia de
Bray-Curtis con el método estadistico de ANOSIM donde el valor del estadistico R

es de -0.084438 y p es < 0.955, no resultando significativo la diferencia entre estos

grupos.
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Figura 10. Grafico de NMDS de la medida de diversidad beta segin puntos de tiempo
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1.10. Sensibilidad y especificidad de la NGS frente al diagnostico de NAV

La tabla 6 muestra el consolidado de los resultados obtenidos mediante cultivo
microbioldgico convencional frente al diagnostico clinico de NAV (anexo N° 3 ),
mostrando los verdaderos positivos y falsos negativos y después de aplicar las
formulas descritas en la metodologia, se encuentra una sensibilidad del 75% (mayor
coincidencia de verdaderos positivos) la que es relativamente aceptable detectando
la enfermedad en pacientes que realmente la padecen, y una especificidad del 46.6%
por lo que se podria decir que el cultivo convencional podria servir como tamizaje
para diagndstico de NAV, mas no para descartar esta patologia al tener una baja

especificidad.

Tabla 6. Sensibilidad y especificidad de cultivo microbioldgico convencional

Neumonia asociada a ventilador

Resultados Presencia Ausencia Total
Cultivo microbioldgico (+) 9 8 17
Cultivo microbioldgico (-) 3 7 10

Total 12 15

Donde:

e Sensibilidad=9/9+3=0.75

e Especificidad= 7/7+8 = 0.46
La tabla 7 muestra la sensibilidad y especificidad de la NGS frente al diagndstico
hecho por el clinico, de NAV, encontrandose una sensibilidad del 25% y especificidad
del 93.3%, siendo esta una baja sensibilidad y una alta especificidad, que quiere decir
que detecta en baja cantidad a los pacientes con patdogenos y que tengan la
enfermedad, pero podria ser véalida para determinar que si efectivamente en la NGS

no hay una abundancia de germen patéogeno, el paciente realmente no tiene NAV.
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Tabla 7. Sensibilidad y especificidad de la NGS

Neumonia asociada a

ventilador
Resultados Presencia Ausencia
Total
NGS con mayor abundancia para germen
intrahospitalario 3 1 4
NGS no germen intrahospitalario 9 14 23
Total 12 15

Donde:
e Sensibilidad= 3/3+9=0.25
e Especificidad= 14/14+1=0.93
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2. DISCUSION

El rol de la microbiota en la salud humana se considera cada vez més importante, y
aunque la microbiota de individuos sanos es estable en el tiempo, se producen cambios
en ella debido al estilo de vida, la dieta y las enfermedades (63). De un inicio se considerd
como estéril al pulmon humano, pero de alli se iniciaron estudios a través de distintas
técnicas moleculares que demostraron que contiene bacterias (64). Los estudios han
utilizado principalmente las técnicas de lavado broncoalveolar, cepillado broncoscopico
o muestras de esputo, una problematica que se presenta alli es la contaminacion por la
parte superior del tracto respiratorio o la microbiota propia de la boca. En nuestro estudio
se tratd de minimizar este sesgo utilizando un recolector de secrecion bronquial (no
habitualmente usado por las instituciones hospitalarias en nuestro medio), y similar a lo
utilizado en otros estudios como el de Min-Gyun Baek, et al. donde también se utilizé

una trampa de Lukens (65).

Respecto a nuestros resultados, el grupo se traté de delimitar mediante la técnica y los
criterios de exclusidn para poder aislar una microbiota propia de este grupo de pacientes
en nuestro medio, ya que en especial en enfermedades respiratorias se ha visto bacterias

predominantes; los tiempos se manejaron tomando como referencia otros estudios.

En general, en todo el grupo la microbiota estuvo dominada por los filos Proteobacteria
(35%) y Firmicutes (31%) y Bacteroidota con menos presencia (21%), y en cuanto a
género los mas abundantes fueron: Acinetobacter (21%), perteneciente al filo
Proteobacteria, y Prevotella (17%), perteneciente al Filo Bacteroidota, seguido de
Streptococcus y Enterobacter, se puede notar diferencias en los géneros encontrados
respecto a los estudios que muestran microbiota en pacientes sanos, como en el estudio
de Daphnee Lamarche, et al. donde los géneros con mas abundancia fueron Veillonella,
Prevotella y Neisseria en el tracto respiratorio inferior (55), mientras que en el estudio
de Christine M. Bassis, et al. que tomaron muestras de boca, la nariz estobmago, y
pulmon, los géneros prominentes en las muestras de BAL
incluyeron Prevotella , Veillonella y Streptococcus, géneros que también se detectaron
en muestras de cavidad oral (tomadas en un mismo momento), pero la abundancia de
Prevotella del liquido de BAL no se encontraba proporcionalmente distribuida entre la
boca y el pulmén (mientras que si lo hacian entre pulmoén y el estbmago), numerosas

OTUs de este género de abundancia alta y moderada en cavidad oral dentro de un mismo
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sujeto, estaban por debajo del limite de deteccion en comunidades de liquido BAL, por
lo que se concluy6 que el pulmén muestra evidencia de eliminacion selectiva de especies
de Prevotella, este hallazgo pudiera ser concordante con la baja abundancia de este

género en nuestro grupo de pacientes (15).

Respecto a otras patologias, se ha observado una microbiota diversa y diferente, por
ejemplo, en el estudio de Lee, et al en Seul mediante la misma técnica, se incluyeron a
20 pacientes con cancer de pulmén y 8 pacientes con enfermedad benigna A nivel de
analisis de  género, Veillonella y Megasphaera fueron  significativamente  mas
abundantes en pacientes con cancer de pulmon que en pacientes con enfermedad benigna
(66), en otro estudio de Dicker, et al. en un grupo de pacientes con EPOC se identifico
como filos predominantes a Proteobacteria y Firmicutes y a nivel de género se
encontraron Haemophilus, Streptococus, Neiseeria, Veilonella y Prevotella, aqui la
dominancia de Proteobacterias se asoci6 a una mayor mortalidad en comparacion a
Firmicutes (67), cabe notar que este es el filo también mas presente en nuestro estudio,
probablemente porque en este caso se trataba de pacientes criticamente enfermos con
mas probabilidad de fallecer a diferencia de pacientes en otras unidades, este hallazgo se
encuentra también de acorde con un estudio de Dickson, et al. en pacientes con sindrome
de distrés respiratorio, en donde el enriquecimiento con el filo Proteobacteria se
correlaciono de forma positiva significativa con el TNF-a alveolar (que se relaciona con

el diagnostico y la gravedad de la sepsis) (68).

Ya que la microbiota también varia en cuanto a geografia, cabe notar que a nivel local
(Arequipa), al momento de esta revision solo se encontr6 un estudio que utilizo la next
generation sequencing, tomando en cuenta a pacientes con tuberculosis pulmonar (con,
sin tratamiento y con tuberculosis multidrogo resistentes) asi como a algunos paciente
sanos, hallando respectivamente en el primer y segundo grupo a los siguientes géneros:
Prevotella, Veillonella y Streptococcus, en el tercer grupo a Neisseria y Alloprevotella y
en los pacientes sin tuberculosis a Prevotella y Veillonella; y en todo el estudio en
general predomind Prevotella y el menos abundante Staphylococcus (53),
distinguiéndose respecto a nosotros, que en nuestro estudio hay una marcada presencia
de gérmenes intrahospitalarios desde el ingreso del paciente, lo que pudiera sugerir que

el paciente se contamina rdpidamente, en el momento de la intubacion endotraqueal
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mediante los fomites utilizados o que el entorno fisico asi como las personas que

intervienen provocan también infecciones cruzadas (54).

Respecto del comportamiento de la microbiota en el transcurso de los dias, a las 24 horas
los géneros mas abundantes son: Prevotella, Streptococcus y Acinetobacter, esto vario a
las 72 horas, y Acinetobacter predominé, seguido de Prevotella y Streptococcus, aqui se
observa una disminucion del género Prevotella y un incremento de gérmenes
nosocomiales caracteristico de las unidades de cuidados intensivos como son
Acinetobactery Enterobacter; en otro estudio de Woo Seongji , et al. evaluaron pacientes
en ventilacion mecanica separandolos en grupos de neumonia y no neumonia, en el
primer momento los filos predominantes fueron Proteobacteria y Firmicutes y los
géneros fueron Streptococcus, Acinetobacter, Corynebacterium, Stafilococcus, el tercer
género no se identifico en nuestro estudio en ningin momento por lo que podria ser
propio de la geografia del lugar, ademas con el transcurso de los dias las abundancias de
Streptococcus, Haemophilus y Neisseria (en el grupo que sobrevivi6 a los 28 dias) se
enriquecieron al igual que las abundancias de Corynebacterium y Alloprotella en el
grupo que no sobrevivio, en nuestro estudio, este tltimo género se mantuvo constante

durante los dias, aunque es muy poco representativo (2).

En otro estudio donde Dickson trabaja con pacientes en ventilacion mecanica sin
sindrome de distrés respiratorio del adulto (SDRA) y con SDRA, en el primero encontrd
a mas especies de las familias Streptococcaceae, Veilonellaceae y Prevotellaceae,
mientras que en los que tenian SDRA estaba méas cominmente caracterizado por las
familias Pasteurallaceae y Enterobacteriaceae, de estas familias la que presentaba poca
presencia en nuestro estudio es Pasteurallaceae, ademas se resalta de este estudio el
enriquecimiento del microbioma pulmonar con taxones bacterianos asociados al
intestino (familias Lachnospiraceae y Enterobacteriaceae) que fueron predictivos tanto
de malos resultados en la UCI como del diagnéstico de SDRA, lo que fortaleceria la idea
de que la translocacion de bacterias intestinales a los pulmones contribuye a la

patogénesis de la lesion pulmonar (69).

En cuanto al andlisis de la diversidad de la microbiota, estudios previos como el de
Brendan, et al. (45), que compard muestras de tracto respiratorio superior e inferior en
pacientes ventilados con sujetos sanos, identifico que los primeros tenian una menor

diversidad inicial en ambos sitios, y mientras mas tiempo pasaban en el ventilador esta
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disminuia ain mas, en otro estudio de Seongji Woo, et al. evaluaron el mismo tipo de
pacientes y en general la diversidad o bacteriana también tendi6 a disminuir durante la
ventilacion mecanica, pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa, tampoco
se encontrd diferencia entre los pacientes supervivientes y los fallecidos después de los
28 dias, pero la diversidad B si difiri6 en el dia 1, los pacientes con neumonia se sub
dividieron ademas en grupos de extubacion exitosa y extubacion fallida, y si bien la
diversidad a (indice de Shannon) disminuy¢ significativamente entre el dia 1 y el dia 7
en el grupo de extubacidn exitosa, no disminuy6 en el grupo de extubacion fallida. Donde
si se hallé diferencia significativa en el cambio de la diversidad B entre el grupo de
extubacion exitosa y el grupo de extubacion fallida para las distancias de Bray-Curtis; el
caso se replica en el estudio de Zakharkina, et al. donde la duracion de la ventilacion
mecanica se asocid con una disminucion en la diversidad o (indice de Shannon), pero la

administracion de terapia con antibioticos no (2).

Respecto de nuestro estudio, se observa la misma tendencia, la diversidad o disminuye
en todos los pacientes del primer a segundo tiempo sin embargo para el tercer punto de
tiempo solo contintia esta tendencia en 4 de los 9 pacientes, mientras que los otros 5 se
incrementa ligeramente de nuevo, y esta variacibon no resulto significativa

estadisticamente.

Ya que la diversidad de la microbiota se asociado a resultados importantes, resultaria
valioso replicar un estudio en el que se apliquen intervenciones o protocolos de
enfermeria, visto también la gran predominancia de patégenos nosocomiales que se
instauran prontamente, como por ejemplo el estudio de Maria Lou Sole, et al. que
exploré la microbiota pulmonar a lo largo del tiempo, en pacientes sometidos a
ventilacion mecénica prolongada y evalud el impacto de una intervencion de succion
oral en la dindmica del microbioma, aprecid que en el grupo total, los valores medios de
diversidad traqueal de Shannon disminuyeron significativamente con el tiempo, mientras
que en el grupo de intervencidén (pacientes con succion oral), los valores medios de
diversidad de Shannon oral y traqueal disminuyeron con el tiempo, aunque no
significativamente, es decir mantuvieron su diversidad mas que en el grupo control,
donde los valores medios de diversidad de Shannon traqueal disminuyeron
significativamente con el tiempo, evidenciando que con la intervencioén de succion oral

podria resultar benéfica para estos pacientes, siendo esto importante ya que los gérmenes
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patogenos que aqui se desarrollen podrian ser fuente de contaminacion del tracto

respiratorio inferior (70).

En cuanto a los andlisis de sensibilidad y especificidad, de inicio se analizé la del cultivo
microbiologico convencional que es lo que se realiza habitualmente en nuestros
hospitales, esta informacion microbiologica resulta siendo muy importante, ya que un
tratamiento inicial no adecuado conlleva un aumento en la mortalidad, la cuantificacion
que se realiza permite marcar puntos de corte en el crecimiento bacteriano que facilitan

diferenciar entre la colonizacién y la infeccion (71).

En la revision de Alzate, et al. (72), para el diagnostico de NAV por BAL, detallan una
sensibilidad del 42 al 93% (media del 73% y la especificidad del 45 al 100% (media del
82%), resultados que variaron segtin la poblacion estudiada, el uso previo de antibidticos,
el estado inicial del paciente, etc., mientras que en otra revision de Cacho, et al.
reconocen que el aspirado traqueal es el método de obtencion mas sencillo y que su
sensibilidad es del 90 al 100% frente a otros métodos, ya que en el crecen todos los
organismos encontrados en el BAL o en el cepillado bronquial, pero tiene una
especificidad muy baja (14-47%), por lo que no se recomienda para el diagnodstico
etiologico. Para nuestro analisis se tomd en cuenta las 27 muestras obtenidas y el
diagndstico de NAV hecho por el profesional medico en las historias clinicas en cada
momento, obteniéndose una sensibilidad del 75% y una especificidad del 46.6%, como
se puede ver revisiones anteriores efectivamente detallan margenes amplios de dichos
valores; en este caso se podria afirmar que el cultivo convencional fue valido para
identificar verdaderos positivos es decir pacientes que efectivamente tenian el
diagnédstico de NAYV, lo que es optimo, sin embargo la especificidad fue de menos del
50% lo que implica que aproximadamente en la mitad de pacientes que tengan un cultivo

microbioldgico negativo no se descartaria la presencia de NAV (3).

Por otra parte, en estudios como el de Ian Toma, et al. que utilizé NGS de ADN ribosomal
16S de aspirados bronquiales de pacientes intubados con sospecha de neumonia y cultivo
convencional, se identifico una diversidad significativa de especies bacterianas del
mismo género que los patdgenos cultivados predominantes. El nimero de géneros
bacterianos identificables por NGS fue consistentemente mayor que el identificado
mediante métodos microbioldgicos estandar, sin embargo, en el estudio no se detalla

datos exactos sobre sensibilidad y especificidad (73).
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En otro estudio de Jie Huang, et al. para la deteccion y tratamiento de infecciones
pulmonares periféricas, donde se compara el rendimiento diagnostico de mNGS y los
métodos tradicionales de deteccion de patdgenos, resultd que la mNGS fue mas sensible
(88,30%) en comparacion con la deteccion de patdgenos tradicional (25,73%), Sin
embargo, la mNGS fue menos especifica (81,16%) que los métodos tradicionales
(88,41%) (74); y Zhang J., et. al. 2022 hace una comparacion de plataformas para
mNGS de I[llumina y Nanopore para detectar patégenos en liquido de BAL en pacientes
con sospecha de NAC, encontrando que hubo poca diferencia en la tasa de coincidencia

de ambas plataformas con el diagnostico clinico, pero ambos fueron superiores al cultivo

(54).

En nuestro caso, se encontrd una baja sensibilidad (25%) y una alta especificidad
(93.3%) de NGS frente al diagnostico de NAV, pero en comparacion con el cultivo
convencional, este resultd més sensible y menos especifico, esta baja sensibilidad
encontrada puede ser secundaria a la utilizacion de antibidticos de amplio espectro al
usar la abundancia relativa para determinacion de estas pruebas diagnosticas, por otro
lado al momento de descartar la presencia o no de NAV con una especificidad del 93.3
%, nos ayudaria en confirmar o no la presencia de este diagndstico, por ende, podria

guiar en la continuidad o suspension de terapia antibidtica.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: EI grupo de estudio se caracterizd, por tener un motivo de ingreso de tipo
quirdrgico, una media de edad de 64.4 afios, la puntuacion promedio de
APACHE Il fue de 20.2, las muestras procesadas por next generation
sequencing fueron un total de 27, correspondientes a 9 pacientes, en
diferentes momentos de tiempo, a nivel de Filo las abundancias en su
mayoria identificadas fueron: Proteobacterias, Firmicutes y Bacteroidota, a
nivel de género las OTUS con mas abundancia fueron: Acinetobacter
(17%), Prevotella (15%), Streptococcus (12%) y Enterobacter (9%).

SEGUNDA: Los cambios en la microbiota pulmonar en el transcurso de los dias, se
caracterizaron por un incremento en la abundancia relativa de Acinetobacter
y Enterobacter (gérmenes nosocomiales), una disminucién de
Streptococcus y un mantenimiento de la abundancia relativa del género
Prevotella. Resulta importante la marcada abundancia de los gérmenes
nosocomiales presentes en un primer punto de tiempo.

TERCERA: La validez fue medida a través de los parametros de sensibilidad y
especificidad, encontrandose que la sensibilidad de la next generation
sequencing frente al diagnéstico de neumonia asociada a ventilador fue de
un 25%, mientras que la especificidad fue del 93.3%; estos valores difirieron
en comparacion al cultivo microbioldgico cuya sensibilidad fue del 75% con
una especificidad del 46.6%. La baja sensibilidad no permitiria detectar a la
gran mayoria de enfermos, mientras que su alta especificidad sugiere que en
los individuos que resultaron con la prueba negativa, efectivamente no

tienen la enfermedad, es decir disminuiran los positivos falsos.

CUARTA: En conclusion, se observd cambios en la microbiota pulmonar durante los
dias de ventilacién mecanica, mas segun el analisis de diversidad beta, estos
no resultaron estadisticamente significativos, por lo que no se comprobo la
hipdtesis. Respecto a la validez, la sensibilidad resultd baja con un 25%,
mientras que la especificidad fue del 93.3% lo que fue éptimo, sin embargo,
para fines de recomendar su uso con fines de ayuda diagnéstica de forma
masiva se requeriria que ambos parametros sean 6ptimos, por lo que para

estos fines no se recomendaria.
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RECOMENDACIONES

1. A la comunidad cientifica, se recomienda para futuros estudios y para una mejor
caracterizacion de la microbiota, trabajar con un nimero de pacientes mas amplio, y asi
observar variaciones a una mayor escala y poder establecer otras correlaciones, asi como
la presencia de un grupo control. Asi mismo tomar muestras de via aérea superior,
inferior y gastrointestinal, permitiria caracterizar mejor la microbiota propia de cada
lugar y su origen. Ademas, se recomienda tomar en cuenta la presencia de gérmenes en
los fomites de las unidades, asi como realizar estudios comparativos entre pacientes de
unidades criticas de diferentes instituciones hospitalarias, para corroborar si la
microbiota resulta caracteristica de este grupo de pacientes o dependeria principalmente

del lugar o condiciones en donde se encuentren.

2. Al Departamento de Emergencia y Cuidados Criticos del Hospital Nacional Carlos
Alberto Seguin Escobedo — EsSalud, se recomienda considerar la implementacion de
medidas para controlar la transmisioén de bacterias patdogenas, dado que se encontrd una
gran cantidad de bacterias intrahospitalarias inicialmente. La principal forma de
transmision de estas bacterias es a través del contacto con fomites y por el personal de
salud. Es esencial garantizar la bioseguridad en las técnicas de intubacion, el manejo del
tubo endotraqueal, la ventilacién mecanica y en el contacto directo con los pacientes. Un
ejemplo a seguir podria ser la implementacion de programas como Neumonia Zero, la
descontaminacion selectiva del tubo digestivo, la limpieza oral rutinaria con agentes
antisépticos u otras medidas adoptadas por unidades de cuidados intensivos a nivel

internacional.

3. Alos clinicos e investigadores, con interés en el uso de la next generation sequencing
para identificacion de bacterias patdgenas, tomar en cuenta grupos mas extensos para
avalar los resultados encontrados respecto a la validez clinica, mientras, considerar que,
la baja sensibilidad implicaria que no es recomendable para hacer un screening o cribado
para captar a todos los enfermos, y su elevada especificidad identificaria a todos los
individuos sanos y habria un niumero no elevado de falsos positivos. Sin embargo, por la
complejidad y costo de esta técnica, se tendria que valorar su costo — beneficio y su real

utilidad de acuerdo al contexto sanitario o de investigacion.
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ANEXO 1
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Dindmica de la microbiota pulmonar y la validez de la next generation sequencing en

la deteccidn de patogenos en pacientes con ventilacion mecanica

Codigo de paciente asignado:
A-Edad: ..o
B.-Sexo: coovviii e . RO LR N LB,
C.-FechadeingresoalaUnidad: .............ooiiiiiiiiiiiii e
D.- Motivo principal de Ingreso a la unidad

e Médico

e Quirlrgico

Fom APACHE I6 SCOTE: ..ttt e e e,

H.- Fecha de Recoleccion de Muestra

I.- Fecha de egreso de paciente: ..........o.ouiiriiiiirit e
J.- Dias de Ventilacion MECANICA: ...t e,

K.- Dias de Estancia en UCIE: .......ooiiiiiii e,



L. Diagnostico de neumonia asociada a ventilador

Segundo punto de tHeMPO: ....ooneiit i e
Tercer PuNto de tIEIMPO. ... vttt et ettt e e e e e e aea s
M. Analisis molecular de la muestra

OTUS identificadas en el 1° punto de tiempo:

N. Andlisis microbiol6gico
Resultado de cultivo convencional Patologia Clinica:

Microorganismo aislado ler punto de tiempo: .........ooviiuiiiiiiiiiiii e,

Microorganismo aislado 2° punto de tiempo..........o.eviiiiiiiiiiiiiiiie e,



ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO

FECHA:

DATOS DE LA INVESTIGACION:

INSTITUCION DE INVESTIGACION: Escuela de Post grado - Universidad Catolica
Santa Maria
INVESTIGADOR PRINCIPAL: Mg. Katherine Milagros Quispe Medina

ASESOR PhD. Julio Cesar Bernabe Ortiz

TUTOR RESPONSABLE: Dr. Angel Sixto Mamani Ruelas - Servicio De
Emergencia

TUTOR RESPONSABLE: Dr. Hugo Calisaya Luque - Servicio De Anestesiologia

COMITE DE ETICA: Comité de ética en investigacion de la Red

Asistencial Arequipa — ESSALUD
Estimado(a) Senor(a) Asegurado(a)

Actualmente estd bajo el cuidado y tratamiento médico en el Hospital Nacional Carlos
Alberto Seguin Escobedo que forma parte de la Red Asistencial de Arequipa EsSalud. El
cual se desempena en favor de la proteccion de su salud y también estar a la vanguardia de
la innovacion por medio de investigaciones médicas. La presente, se llevara a cabo para
conocer mas sobre como actua del microbioma pulmonar en los pacientes con ventilacion

mecanica y su relacion con el curso de la enfermedad.

Le pedimos participar en el presente estudio debido a que usted/ su familiar se encuentra
formando parte de la poblacion de interés, ya que posee la indicacion médica de intubacion
endotraqueal (un procedimiento por el que se inserta una sonda en la trdquea a través de la
boca para ayudarlo a respirar) y cumple con los criterios de inclusion en el estudio, asi como

para la obtencion de secrecion bronquial con fines de cuidado, diagnostico y tratamiento.

Su consentimiento es completamente gratuito y voluntario. Usted esta en la libertad de
considerar su decision de participar en el presente estudio o de pedir que la secrecion

bronquial no sea utilizada para el mismo. La extraccion de secrecion bronquial lo realizara



de forma habitual como parte del cuidado en los pacientes de la UCIE de emergencia el
personal de enfermeria, y recolectado por el tutor responsable Dr. Angel Sixto Mamani
Ruelas con CMP: 64206 RNE: 32498 - Medico asistente del servicio. Por lo tanto, usted
decide si parte de esa muestra de secrecion bronquial que ha sido extraida, pueda ser
utilizado en el presente estudio (este estudio requiere 5 ml. de secrecidon bronquial). De lo
contrario usted puede indicar que la secrecion bronquial extraida no sea utilizada en el
presente estudio. En cualquier caso, esta investigacion respetara el anonimato. El historial
médico sera de caracter confidencial. Podra solicitar también que se retiren sus muestras del
estudio sin que ello implique ningln tipo de consecuencia, para ello le pedimos dirigirse al
investigador principal del estudio: Mg. Katherine Milagros Quispe Medina al correo
electréonico katherine.milagrosquispe23@gmail.com, o al asesor de dicha investigacion:

PhD. Julio Cesar Bernabé Ortiz al correo electronico: jcbernabe@hotmail.com.

El objetivo de este documento es proporcionar informacion que le permita comprender el
proposito de este estudio y el interés que pueda representar para usted o su familiar, por lo
cual no dude en solicitar mayor informacion sobre palabras o expresiones que no comprenda
antes de firmar este documento. Puede llevar una copia del consentimiento para revisarlo
antes de firmar e incluso consultar con el resto de sus familiares, personas de confianza o su

médico tratante si asi lo desea.

Esta investigacion se llevara a cabo con el objetivo de conocer mas sobre la diversidad de
microorganismos existente en el microbioma pulmonar (ya que dicho microbioma tiende a
cambiar durante la intubacion endotraqueal y, ademas, orienta el diagndstico y la terapéutica
antibiotica brindada a los pacientes en ventilacion mecanica). A la actualidad, aun se conoce
muy poco acerca de la real diversidad microbiana detectada por técnicas moleculares, lo que
hace que en algunos casos no se logre identificar con certeza cuales son los reales gérmenes
que se encuentran en el tracto respiratorio y que pudiese estar causando una complicacion
en la salud, y al no ser detectada no pueda ser tratada oportunamente. Este estudio tiene la
finalidad de poder conocer mas acerca del microbioma pulmonar en esta poblacion
especifica por ser un grupo de pacientes criticamente enfermos con alta tasas de

complicaciones y de dificil manejo.

Esta investigacion se llevaréd a cabo como parte de la formacion en el programa de Doctorado
en Ciencias de la Salud de la Escuela de Post Grado de la Universidad Catolica de Santa

Maria - Arequipa. Participaran en la presente investigacion, todos los pacientes con



indicacion médica de intubacion endotraqueal y a los que se les tenga que realizar aspiracion
de secreciones como parte de los procedimientos de rutina que se le realiza a dichos pacientes
en la UCIE del Servicio de emergencia en el Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin
Escobedo (HNCASE). Se tomara tres muestras durante la estancia del paciente en la UCIE.
Cabe resaltar que los riesgos del procedimiento de aspiracion de secreciones son: hipoxia,
broncoespasmo, arritmias, reflejo vasovagal, los cuales son los mas frecuentemente
reportados, sin embargo, este procedimiento es llevado a cabo como parte de su atencion

habitual.

La extraccion de secrecion bronquial se realizara por medio de la aspiracion de secreciones,
de acuerdo a los protocolos que se manejan a nivel hospitalario, las muestras extraidas seran
llevadas para su analisis correspondiente al Servicio de Patologia Clinica del HNCASE y 5
ml de dicha muestra serdn destinados para la investigacion. Todos los procedimientos de
manejo de muestras de secrecion bronquial, desde su extraccion hasta que sea otorgado al
investigador responsable, seran realizados de acuerdo al protocolo de manejo de muestras

del HNCASE.

Los beneficios quedan enmarcados en que los resultados de la presente seran dados a conocer
al HNCASE, mediante un informe detallado sobre los principales hallazgos segun los
objetivos mencionados en el proyecto y asi sembrar una base para mediante este tipo de
estudios lograr una mejor respuesta al tratamiento antibidtico evitando la resistencia a estos

debido a su uso empirico.

Finalmente, las muestras se procesaran en el laboratorio de Biologia Celular y Molecular de
la Escuela de Post Grado de la Universidad Catélica de Santa Maria (Laboratorio F - 403).
Asi mismo, la muestra de secrecion bronquial que se facilite al presente estudio solo sera
utilizada para esta investigacion, cabe mencionar que no se realizara algiin método adicional

a lo mencionado en el presente documento.

Ademas, al finalizar la investigacion, se publicaran los resultados obtenidos en revistas
cientificas, para el caso de estas publicaciones de alcance global no se incluira informacién

que conlleve a la identificacion de los participantes.

También usted tendrd la oportunidad de estar informado de los resultados generales de la
presente investigacion para la cual fue utilizada la muestra de secrecion bronquial a través

de los investigadores anteriormente mencionados. Ya que los resultados de la presente



investigacion seran dados a conocer a la institucion de salud de origen, mediante un informe

detallado sobre los principales hallazgos.

Si usted considere que sus derechos son vulnerados o ante cualquier denuncia, usted puede
contactarse con el Comité de Etica del HNCASE, a través del siguiente teléfono: (054)
380370, anexo; 80953. Si esta de acuerdo con todo lo antes mencionado en el documento y

desea participar en el estudio, le pedimos que de su consentimiento en el siguiente cuadro:

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR

Yo, (nombre
completo):............ B0 . e e, identificad
a(0) con DNI, carnet de extranjeria:...........ccoeceevevveevcsisiesieeeeeeeenenn.n....€n mi calidad de
paciente (madre, padre, representante legal del (de la) la
paciente).... . L N AR N T R R I e AW ST

Doy mi consentimiento para que mi persona / mi familiar pueda participar en el presente estudio para
el uso de 5 ml de muestra de secrecidn bronquial obtenida de la aspiracién de secreciones de rutina
con fines de cuidado, diagnostico y/o de tratamiento, asi como con fines de investigacion, en las
condiciones previstas en este formulario.

No me opongo a que los resultados de la presente investigacion sean publicados en revistas
cientificas, puesto que la informacion es de caracter anénimo.

Firma del familiar del paciente




ANEXO 3

CUADRO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE NEUMONIA ASOCIADA A
VENTILADOS SEGUN PUNTOS DE TIEMPO Y RESULTADOS DE CULTIVO
MICROBIOLOGICO Y NEXT GENERATION SEQUENCING

RESULTADO DE

DX
PACIENTE  MUESTRA CULTIVO RESULTADO DE NGS
NAV
MICROBIOLOGICO
A. baummanii
| NO A. baummanii 75% N.A 8.50% N.A 3.3%
A.baummanii
PACIENTE B 1 Sl A. baummanii 83% N.A 7.40% N.A 2.1%
A. baummanii  B. melintesis
1l Sl A. baummanii 56% 18.90% N.A 10.60%
P!
melaninogenica P. jejuni 15%
| NO Negativo 23% N.A 21%
P.
PACIENTE J melaninogenica
1 NO Negativo 26% N.A 19% A. baumannii 16%
P.
melaninogenica
1l Sl A. baumannii N.A 16% 19% S. aureus 3%
1 NO K. pneumoniae N.A 44% S. aureus 18% A. baumannii 7%
P. melaninogenica
PACIENTE M 11 SI K. pneumoniae N.A 58% N.AP8.9% 6.8%
A. baumannii / melaninogenica
i Sl K.pneumoniae N.A 57% 3% A. baumannii 8.5%
| NO E. cloacae N.A 72% S. aureus 11% N.A 6%
K. pneumoniae / E.
PACIENTED 1 Sl cloacae N.A 47% S.aureus 38%  A. baumannii 1,8%
A. baumannii
" N.A 61%
1 sI Negativo 61% 24% S. aureus 3.5%
S. salivarius
0,
| NO Negativo N.A 35% 16% N.A 15%
PACIENTE G 1 NO Negativo N.A 37% N.A 14% S. salivarius 12%
1l NO Negativo N.A 50% C. acnes 12% N.A 12%
| NO Negativo N.A 39% N.A 16% E. rectale 16%
R.
Candida albicans mucilaginosa N.A 33%
PACIENTEH 1 NO 31% S. salivarius 13%
R.
A. baumannii mucilaginosa
1l Sl 23% N.A 33% A. baumannii 11%
P.
PACIENTE I K. pneumoniae melaninogenica
| NO N.A 53% 9.6% S. aureus 5.4%




P.

S. aureus N.A 29.2%  melaninogenica
1 NO 12% S. aureus 1.4%
1 Sl K. pneumoniae P. jejuni 22% N.A 18% S. aureus 6.3%
P.
Negativo melaninogenica
| NO 23% N.A 34% P. jejuni 15%
P.
PACIENTE K Negativo melaninogenica
1 Sl 26% N.A 21.7% A. baumannii 16%
P.
A. baumannii melaninogenica
1l Sl N.A 33% 19% S. agalactiae 8%
P.
S. aureus/A.baumannii - melaninogenica A. baumannii 2.2%/
| NO 22% N.A 30% S. aureus 3.4%
P.
PACIENTE L A. baumannii melaninogenica A. baumannii 3% /S.
1 NO N.A 51% 10% aureus 4%
- A. baumannii
i S| LRGRH YO 58% N.A 24 % N.A 4%




ANEXO 4
REPORTE DE NEXT GENERATION SEQUENCING

Analisis de datos de Microbioma

Steven Criollo
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Tiempo de exposicion: Tiempo 1 (T1), Tiempo 2 (T2), Tiempo 3
(T3)

1. Procesamiento y Normalizacién de Datos

1.1 Comprobacidon de integridad de datos

Antes del andlisds de datos, se realien v weilficacido de integridad de datos pam wsegumese de que e
hin recopilado toda by informaeion necesssrin. Lin variable de nsestra debe contener al menos dos grispos
parn cealizar b mayor parte del andlisis comparative. Do formn gredeterminada, bas varinbles de mmsestra
que so corshieron constantes v de naturaloza comtimm se oliminanin del anilisis posterior.  Adenuds, ks
careteristions que solo estdn preswentos o i moestra tanhidn se descartarin de bos datos. La Hgura |
muestrn ol tunniio de b biblioteen puea In inspeccian de cada mnesten.
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Figure 1: Figura 1: Deseripeion Evuuml del tamadio de In biblioteca



1.2 Filtrado de datos

T propdsito del filtrado die datos es identificar y eliminar earacteristicas que es poco probable que s atificen
wl modelar los dates. No =0 atiliza informacion de finotipo en ol procesa do filtrado, por lo que ol resultadao
s puede utilizar con conlguier anilisis pesterior. Esto paso generalmente puede sojorar los resaltades, Las
caractoristicas que thenen un recoento ¥ ne saedacion bijos s paeden eliminar durante of paso de tilsrmesin
Laa caractersticas gue tlenen mny pocos tecoentos se Gl en fonckdn de sus nlvedes de abudancla (recmen-
tos minimos) en Dy maestons (prevadeacin). Adeds de Ty |mnlvmh de 1o muestry, estos canscteristicns
tambien s pueden detectnr medinnte ol corte de recurnto minimo en funcon de sus valors medios ¥ me
li Las carncteristicas o ¢ con abmdancing tantes o varinhles son tnvaluables para o
nniilisis comparativo, Estus cancteristions so fltran en funcién de sus rngos ontre countiles, desvinciones
estiindar o codficionto do varisckin. De formn prodeterminada, las earacteristicas que tengan coro reenentos
vn todas bis muestras o que sobo sprrezean en unin moestrase oliminein de ks anilisis posteriores.

Seelitdnaron o total de 2668 caractecisticas de Tajo shondancia eo funcion de b preasdencia. Se elbntoistion
un totad de 68 canseteristicas de bajo varianzs en funcion de igr. Bl mimero de eamcteristios penmanece
después ded pasa de filtmdo do dutos: 505

1.3 Normalizacion de datos

Lo datos se almscennn como uns tubla mnmmmnalmporwlummv-m varinble (taxones u OTU)
por fila. Los g firns de normalizacia taddos & conti idn so sgrupan on tres categorine

daods based v ranvaccion y Jisel dnul-!nswucnpnn:lulumﬁmdduﬁadcmmdmuu
desiguales al Devar las mmestrns a In mioon esealn parn comperarlss. Mientras que los mitodos esados en
trnnsformacitn dan cocnta de In esensez, b compostcionnlidnd y Ins gruodes variaciones dentro de los dates.
Lu normalizacia ta de lns siguientes apriones:

1. Enmrecimbento de dates {con o sin reemplazo)
2. Escalado de datos:

Esculado de st total (TSS)
Escalado de stmns senmudativa (CSS)
Normulizacion del cuumtil superice (UQ)

& Transformuctdn de datos:

Expresidn logaritmica relativa (RLE)
Medin recortada de vadores M (TMM)
Relacion logaritmica centrada (CLR)

Acciones renlizndae * Harefaccion de ditos renlizada, * Normalizacidn de suma total realizada. * No se
realizd ninguna transformocion de datos.

2. Andlisis de genes marcadores

Se realizd of anilsis de datos medinnte wnn sariedad de métodos comimmente wilizados en el analisis de
datos de microbdonsas, Tochiyen:

1. Explonscion visunl:

o Dhngramn de buress/Arvas apildas



o Curva de mrefacciéa
2. Porfil de b comunidad:

o Anilisis do diversidad alfn
o Anilisds de diversidad beta
o Andlisis del microbioma centranl

3. Anilisis do agrupaniento:

o Mapa de ealor
o Dendograma

2.1 Exploracion visual

Estos mitodes =o ntilizan par visuslizar I composicida taondmicn &o e comunidad o través de la com-
parackin cuantitativa directa do las abundanclas, Puedo vor esta composieldn en yirlos niveles taxondmloos
(filo, clase, ouivnl uttlizendo graficos de barres aplladas/Arens apllados o grificos cliroulares.

Ver la ¥ 1 en los s altos (phylum) proporcions unn mejor imagen goe los niveles mas

bajos (especies) mmlnel nlhwro de espocies en um commuidid oy grande y diversitiendo, Adenmis, dicha

ubindancia o n Grtica so puede vor u nivel do conmmidisd (todas Tns muestras). a nivel do
wrupo do st (hn.mh e ol fsctor expecimontal] o o nivol do wmestra iodividaal

Los taxomes oon recientos de lectura nuy bajos también se pueden juntar en ln categoris Otros wtilzzando un
limite de recucnto beesado on o suma o ka oedinnn de sus recoentos en Codas s nmestras o todos los grupos
La fusidn de estos taxones monores ayudari a visunlizar mejor los p t Srmicos signidientivos en los
atas,

Lu Figurs 2 mnestrn b composickin taxontuden utifizando un dingrame deo barrss/frvess spiludas. L Figuea
3 mnestra ls composieidn toxondniea ut lizando mn grifico cireulsr,

Directorio de resaltados: Compeebeldn taxondtnden de In comunidad utilizando un diagrama de barms a nivd
tle filo, elise, orden, famili, oo y especks en: /TIEMPO DE EXPOSICION /OTU _ Analysis/Taxs_ Abundance

Directorio de resultados: icion taxondmicn de by comunidsd usando wn grafico crenlar del filo
mis representativo vosis subnivoies: cluge, orden, familin, géowro ¥ espocie en: /TIEMPO DE EXPOSE
CION/OTU_ Analysis/Piechart_abundances

2.2 Andlisis de curvas de rarefaccion

Esto mitodo ¢ usa parn presentar In rofacaén entro ol niawro do OTU y ol wisero de seonencins Por lo
goowral, cuanto nsbs profundioe en la secaencin o wnestreo sus datos. s especies observarh, hasta of punto
et i haya observado todes Jas espocies o s mnwstra. Los investigndores isnn esta oleervackia para digse
una idea de sl han secnencisdo o 1o sos muestras con sufickente profundidad. Los Investigadores enrarecon
(ot brntestrear) sas dotos de secucucin o lecturas de uns moestra o miltiples peofiurdidades diferentes, cal-
enlan In divessidid alfa y trazan cdmo cambin I diversidad alfa con el aumerto del nimero de ket
Usando este enfoque, deberfn vor que In diversidal se estabiliza eventualmente. Lo figura 4 muestea la curva
e rnrefnesbon.

Ditectorio do resultados; /TIEMPO DE EXPOSICION, Alpha_ Diversity /Rarefaction Carse Analysis
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2.3 Andlisls de diversidad alfa

Ester miétodo se utiliza purs wedie by diversbdad presente deatro de unn tmsestes o comsnidad. La diveesicdied
wlin =0 puodo caracterizar o través del ntmero total de espevies (rigueza), I abundancin do las especies
(uniformidad) o medidas que consideraron tanto ls rgueza conw e uniformidad. Es necesario considerar
chme estas medidas estiman la diversidad al eabizar i analisis de diversidad alfa,

El suario puode olegir entre medidas basadas en In riqueza, como ol indior ohservado, quie caleula of minwro

ml de taxones inlros observados on eada muestra, Mivotras que las wedidas Chisol v ACE estiman la
infiriendo la cantidad de organismos rares que poeden hsherse perdido debid -In(nhulc-m

:\domﬁs axisten indiess como ol de Shannon v "hmpeull on los que junto con ol i {riemeza), t

s mide In abundancia de onganismas (uni!onnldml) parn deseribir In diveesidad real de una comumnidad.

Laws rosultados ol wilisis do diversdad wlfn se grafican o toavis de las muestras y se rovisan como diagramas
tlnm;u[nrnuulnyupooﬁrtor«xpmmumd Ademiiy, In significacion mtnimxcadelnngmpn:wulmd-
cu of {actor experimental ¢ = estimn atilizando unn prucha | étrics o no étrica. La Figura
5 mnostra b medida de diversidad alfs en todis las muestras para m indsoe do diversidad dado, La Figura 6
westra la distribocién de b diversidad otilizando un dingrama do eaja parn un grupo o factor experimental
determinndo.

. D=5
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g L] en
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Fagure 5: Figura 5: Medida de diversidad alfn wtilizando Chaol a nivel de OTU en todis bes mnestons. Las
miseniray s representan en o ofe X v su divensidad estimnda en el gje Y. Cada messtra esta coloreadis segim
ol tipo de clise.

Directorio de resultudos: Medidas de diversidad slfa otilizando Obseaved Taxn, Chsol, ACE, Shannon v
Simpson o nivel de OTU en todas las muestras en; [/ TIEMPO DE EXPOSICION/Alpha_ Divessity/Alpha_Diversity_Profilin
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Figure 6 Flgura 6: Medida de diversidud alfa atilixando Chaol en el nivel do OTU roprescatado como
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2.4 Andlisls de diversidad beta

Este método proporeionn unm mutwes de comp I diversddind o comporicidn entre dos st ras o con-
niiades micyobianas, Fstos métodos comparn los hi b

on In prosencin/nusencin o in de miles
de taxones presentes en un conjunto do dates v los tesomen en qué tan similares’ o 'diferentes’ son dos
wiestras, Cada moestyn so comparn con todas lns dembs mnestras genersndo unn matrkz do distancin o
dissmilitod.

Se deben considorar dos pardmetros al realizar un andlists do divorsidad beta. El primero es odmo se mide
I similitud o la distancia entre nmestras, que incluye distancias no Blogenéticns (distancia de Bray-Curtis,
indico de Shannon, indice de Jaceard) ¥ distancins filogendticas (UniFrae pondoradas y ne ponderadas).

1 otro parimetio e cémo viswabizar dicha matriz do disimilitod en dimensiones mis bajas. Los métodos
basados on la ordonneion, come of mnddisis do coomdenailas do principio (P(‘u.\) yel m-nluln nmltkhummul
no métrico (NMDS). s atilizan pam viswudizar estas matrices en grificos bid les o tridi 3

doodde civda punto rog el microbi leto do nnn sola muestrn. Ciuda e rofloja el porcentaje de
lnmrind(mnnmhuumutmmclo'p)(qmmpmnztnhdimuin‘mm&suknda\uind(myel vie Y que
ropresenta ba segumda dimensién mas alta do variacian. Ademis, cadi punto o mxston quwo so mnweston en
ks griboos de PCoA o NMDS estit coborvaddo segtin grupo de muestra, carascteristicns mwdidns de diversidd
alfn o los niveles de abindancia do wnn cazactoristica cspecifica.

Ademas. In sguificancin extadisticn del patron de agrupamsento en dos graficos de ordenncion s poede eval-
uar utilzando canlguier prucba estadistion de significancis comso ANOVA permutacional (PERMANOVA),
Analisis de similitudes de grupo l.-\N(ElM) ¥ Hmungmmhd dee dispersiones de grupo (PERMDISP). la
Fygurn 7 mawestra ol diagrama de ord wlo en 2-D. La sgnificanci | tica so o
usande PERMANOVA.

Directorio de resultados: Gralicas de PCoA v NMDS en 2-D y 3D utifizando los distancias/disimilieudes de
Bray-Curtis, Jacean] y Jensen-Shannons en: /TIEMPO DE EXPOSICION /Betn Diversity

2.5 Agrupacién jerdrquica

Eao ol nualisis de conglomerndos jerdrguico, cada mueston comienzn como un conglomerndo sepamdo v o
wlgoritmo procede o combinarg hasta que today b nestrns pertenecen nou conglomerdo. Dos parimetros
debom ser iderndos cuando realizando un agrupamiento jevdirquico.  El primero es como se mide la

similitw] o distuncin entre mwst s, que incluye o distancia de Bray-Curtis, o indice do Shanron, ol indice
do Jncenrd, UniFrae ponderado y no ponderado.

El otro perdmetro son los algoritmes de agropamiento, inchildo ol vinenlo promedio (el agrupamicnto wsa

Tos cortroides de las observichones), ol vinenlo completo (el agrupnigiento uss ol par de observicciones sy
lefano entre los dos grupos), el vinenlo dnico (el agrupamiento wsa el par de observaciones mis cercano) y ol
vineulo do Wanl (agrupacion pars minimizar In suimn do frados do dox clist cundesguicrn ).

Lo figura 8 muestra el resudtado de In agrupucion en formn de dendogramn. La Figura 9 miestra ol resultudo
e b agripacion en fornu de mapa de cador,

Ditectorio do resultados; /TIEMPO DE EXPOSICION/OTU _ Analysis/ Dendrogram _ Analysis
Directorio de tesultades /TIEMPO DE EXPOSICION /OTU_ Annlysis/Thxouemic  abundance cluster hentmap

2.6 Andlisis del microbioma central

Este método ayuda n ientificnr taxones centrales o carnc tesisticss que | v sin cambios en $it com-
posicion en tods b comumidud microbims. Se deben 3l dos parimetron al realizar ol anilisés del
microbioma central, El primero es b provalencia de In muestme, que so define camo lus fracciones minimas
(porcentaje) de ks mmestras quo dobe obsorvar un taxda o uni camacteristion.  El otro pardmetro os la
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Figuwre 7: Figura 7: Grafica de PCoA en 2-D utilizando In distancin de Bray-Curtls. Las varinclones
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abundanca relativi (fraccsomes) o 1 taxdn o caracteristicns purn coasiderarlos como parte del micmbro
central.

El vesultudo de esto andlisis se representa on forma de mapa de calor de los taxones prinelpaies o care-
terfstieas doude ol vhe Y ropeesonta ol nived de provadencln de las curncteristieny peincipalkes en ol oungo del
winbral do deteceion (abandancia relstiva) en o gjo Xo Ln Figurn 10 et ol pesultado del microbioma
central tepresentado en forma de mapa de calor.
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Figure 10 Figura 101 Mapa de calor que representa ol mierobiomn centrad n nivel de género

Directorio de resultndos: /TIEMPO DE EXPOSICION/ Core Microbiome

3. Pruebas estadisticas de significancia

3.1 Diversidad alfa

Diversity measnre  Stutistheal method  povalue  F-value  stutistic

Obsorves) ANOVA 016825 18215
Kruskal-Walliv 01.2704165 26138
Chool ANOVA 021533 16381
Kruskal-Wallis 025101 27407
ACE ANOVA (123356 15461

|83



Diversity mensire Statistiond method  pevalie  F-valie stutistic

Kruskul-Wallis 0.20006 24691
Shannon ANOVA 05065  O0.70108

Kruskal-Wallis 031388 23175
Simpeon ANOVA 084531 01652 )

Kruskal-Wallis 050444 13686

3.2 Diversidad beta

Distance method  Statistical method  F-vale  R-squared  palue  [ANOSIM| R

Bray-Curtis PERMANOVA DAN04 0034286 < 0974
ANOSIM < 0,955 0084438
PERMDISP 0nIs1s 088160
Jesen-Shanpon PERMANOVA D22911 0018735 < 0,962
ANOSIM < 00979 -0.085107
PERMDISP 0047134 0054005
Jaccard PERMANOVA 54025 0044082 < 0,99
ANOSIM < (.955 0084838
PERMDISP 014397 0.86665
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