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RESUMEN

ANTECEDENTES: La microbiota intestinal es el conjunto de bacterias que habitan en el intestino.
El desequilibrio de la misma afecta el prondéstico de sepsis neonatal.

OBJETIVO: Comparar la microbiota intestinal en recién nacido clinicamente sano y con sepsis
neonatal.

MATERIAL Y METODOS: Fase de estandarizacion de un estudio observacional y comparativo que
incluyd recién nacidos con sepsis neonatal y clinicamente sanos. Se tom6 muestra de materia fecal
para extraer ADN gendmico bacteriano y se caracterizd la microbiota intestinal usando métodos de
cultivo y con la técnica de PCR.

RESULTADOS: Se identificaron 94 recién nacidos, clasificandolos con presencia o ausencia de
sepsis, siendo 86 con sepsis (91%) y 8 clinicamente sanos (9%). En edad gestacional, el grupo 1
mostré una mediana de 31 SDG (25-34), grupo 2 de 34.5 SDG (33-35), p = 0.0001. El peso al
nacer del grupo con sepsis tuvo una mediana de 1172.5 gramos (620-2015), los sanos con 2055
gramos (1690-2055), con una p = 0.001. Sexo masculino predominé en el grupo de sepsis (51.2%),
la p no mostrd significancia estadistica. Hasta este momento se han procesado 8 muestras de
pacientes sanos. Se realizé extraccién y amplificacion del ADN genémico, con técnica de PCR con
primer especifico para la phyla Firmicutes. Se llev6 a cabo una reaccién de PCR del ADN extraido
a partir de las heces. Como amplificadores se emplearon los primers Lacl y Lac2 que amplifican la
region V4-V5 del gen 16S. Los phylum de la microbiota encontrados en recién nacidos sanos
fueron Actinobacteriota, Firmicutes, Proteobacteria y Acidobacteriota.

CONCLUSIONES: La identificacién en las dificultades para la recoleccion de la materia fecal y su
transporte, nos ayudo a estandarizar la técnica de cada uno de los pasos implicados, lo cual es de
suma importancia para obtener muestras suficientes de adecuada calidad para un proceso
confiable. Hasta el momento, la microbiota intestinal de los recién nacidos clinicamente sanos fue
semejante a lo reportado en la literatura.

PALABRAS CLAVE: Microbiota intestinal, sepsis neonatal, Score de Rodwell, respuesta

inflamatoria sistémica



ABSTRACT

BACKGROUND: Gut microbiota is a bacterium set that lives in the bowel. The imbalance in this
bacterium set affects the neonatal sepsis prognosis.

OBJECTIVES: To compare the gut microbiota in healthy new born and the one with neonatal
sepsis.

MATERIAL AND METHODS: Standardization phase of an observational and comparative study
that included clinically healthy newborns with neonatal sepsis. A stool sample was collected to
extract bacterial genomic bacteria DNA, and the gut microbiota was characterized using culture
methods and the PCR technique.

RESULTS: We identified 94 newborns, classifying them with and with out sepsis, being 86 with
sepsis (91%) and 8 clinically healthy (9%). In gestational age, group 1 showed a median of 31
weeks (25-34), group 2 was 34.5 weeks (33-35), p = 0.0001. Birth weight in sepsis group had a
median of 1172.5 grams (620-2015), and 2055 grams in healthies (1690-2055), with p = 0.001.
Male sex prevailed in the sepsis group (51.2%), with p not statistical significance. Eigth samples
from healthy patients have been processed. Extraction and amplification of genomic DNA was
performed, using a PCR technique with a specific primer for the Firmicutes phyla. A PCR reaction of
the DNA extracted from the feces was carried out. Primers Lacl and Lac2 that amplify the V4-V5
region of the 16S gene were used as amplifiers. The phylum of the microbiota found in healthy
newborns were Actinobacteriota, Firmicutes, Proteobacteria and Acidobacteriota.

CONCLUSIONS: Identification of the difficulties for the collection of stool and its transport helped
us to standardize the technique of each of the steps involved, which is of the utmost importance to
obtain sufficient samples of adequate quality for a reliable process. Today, gut microbiota found in
healthy newborns is similar to that reported in the literature.

KEY WORDS: Gut microbiota, neonatal sepsis, Rodwell score, systemic inflammatory response.
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MARCO TEORICO

La microbiota intestinal (Mbi) es el conjunto de bacterias que habitan en el
intestino y se compone de aproximadamente 104 bacterias, es decir, 10 veces
mas que el numero de células en el cuerpo humano. La microbiota intestinal
contiene 3.3 millones de genes microbianos no repetidos y se encarga de realizar
funciones metabdlicas, estructurales y de proteccion, lo que contribuyen al estado
fisioldgico, inmunitario y nutricional del hospedero, por lo que se le ha llegado a

considerar como “un érgano” adicional®2345,

El inicio de la colonizacién ocurre durante el nacimiento donde predominan
las Bifidobacterium pertenecientes al phylum Actinobacteria, situacion que es
estable hasta los 2-3 afios®’. A partir de la introduccién de alimentos soélidos
empieza el cambio en la composicién bacteriana, lo que determinara el tipo de
microbiota de adulto®. La microbiota intestinal en adultos se compone
principalmente en un 90% de dos phyla Bacteroidetes y Firmicutes, mientras que
el 10% restante lo ocupan otros phyla, como Proteobacteria, Fusobacteria,
Verrucomicrobia, Cyanobacteria y Actinobacteria®. Las proporciones de la Mbi
varian de acuerdo a la edad, ubicacion geogréfica, dieta, genética y salud del
hospedero®1°. Si bien, la microbiota intestinal en la etapa adulta se caracteriza por
ser estable, esta es determinada en la infancia, ya que la composicion de la
microbiota intestinal de los neonatos sufre cambios dinamicos en composicion,
abundancia y diversidad, lo que puede producir efectos significativos en la salud
de por vidatt1213 Al nacer, la poblacién microbiana infantil se asemeja a la de la
vagina materna o la microbiota cutanea dependiendo del modo de parto, es decir,
por parto vaginal o cesarea, respectivamente!4. Con base en la evidencia cientifica
se ha observado que los neonatos nacidos por via vaginal tienen una mayor
abundancia de especies de Bifidobacterium y una abundancia reducida de
Enterococcus, Enterobacter y Klebsiella, en comparacion con la microbiota
intestinal de recién nacidos por cesarea quienes mostraron una abundancia de
bacterias comensales de la piel y orales, como Staphylococcus, Corynebacterium,

Streptococcus y especies de Propionibacterium>16, Ademas, se ha observado



que en los neonatos nacidos por cesarea presentan una colonizacion tardia,
retrasando asi, el desarrollo del sistema inmunologico, la maduracion del epitelio
intestinal y la capa de mucina. Esto tiene como consecuencia una menor
diversidad de la microbiota total durante los primeros dos afios de vida, lo que
aumenta el riesgo de enfermedades inflamatorias en el futuro, como el asmay las
alergias alimentarias'>6. Otro factor importante, que influye en la dinamica de la
microbiota neonatal es la alimentacién (lactancia materna o formula). Se sabe que
la leche materna contiene proteinas, nutrientes, inmunoglobulinas A y G,
oligosacaridos y bacterias; que en conjunto promueven el crecimiento y desarrollo
de los recién nacidos!’; asi la Mbi de los lactantes amamantados cuenta con
niveles altos de especies de Bifidobacterium y otras bacterias que son capaces de
metabolizar los oligosacaridos provenientes de la leche materna®. Ademas, los
lactantes amamantados reciben el 27% de su microbiota intestinal a partir de la
leche materna y un 10% adicional de la piel areolar durante el primer afio de
vidal’8, Finalmente, la introduccion de alimentos sélidos se asocia con una mayor
carga y diversidad bacteriana, una mayor abundancia de acidos grasos de cadena
corta y un cambio en la dominancia de las bacterias que pertenecen a los

fermentadores de fibras Bacteroides y Firmicutes®®.

La composicion de la Mbi, es importante dentro del hospedero, ya que
mantiene una relacién simbidtica con la mucosa intestinal y cumple con
importantes funciones metabdlicas, estructurales y de proteccidon. Las funciones
metabadlicas incluyen la produccion de acidos grasos de cadena corta, sintesis de
vitamina K, sintesis de amino acidos, produccién de acidos grasos de cadena
corta a través de la fermentacion de fibras no digeribles y biotransformacion de
acidos biliares. Las funciones estructurales de la microbiota son formar parte de
una capa de moco que impide la colonizacion de microorganismos patdégenos e
intervenir en la regulacion y diferenciacion celular, asi como, en el desarrollo de
criptas y vellosidades intestinales. Por dltimo, las funciones de proteccion
contribuyen a la activacion del sistema inmune innato y adaptativo, resistencia a la

colonizacién y regulacién de citosinas inflamatorias?. Cada una de estas funciones
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se relaciona entre si y puede contribuir a largo plazo en la salud o enfermedad de
un individuo®,

La microbiota intestinal que coloniza el intestino de los neonatos es
responsable del funcionamiento inmunolégico y del desarrollo estructural del
intestino; ademas de proporcionar nutrientes al hospedero, metabolizar
compuestos no digeribles provenientes de la leche materna y defenderse contra la
colonizacién por patégenos oportunistas®l. Para la mayoria de los recién nacidos
clinicamente sanos, esta colonizacibn es un proceso rutinario, que ocurre sin
ningun esfuerzo, por lo que las bacterias que logran colonizar el intestino se
consideran como “microbiota normal"??. Sin embargo, para los recién nacidos con
sepsis 0 que requieren hospitalizacién durante periodos prolongados, la
colonizacion del intestino con patdgenos potenciales puede provocar infecciones
posteriores. Para estos pacientes el sistema inmunoldgico y la barrera intestinal es
vulnerable con niveles bajos de mucosa protectora y motilidad disminuida. Esto
hace que el intestino neonatal sea especialmente propenso a la colonizacion con

bacilos gram negativos?3.

La sepsis es una afeccion grave en el periodo neonatal, siendo una de las
principales causas de mortalidad y morbilidad en los recién nacidos; la incidencia
varia entre el 2% para la sepsis vertical (transmitida por la madre) y el 20% para la

sepsis nosocomial (adquirida en el hospital)?4.

Los recién nacidos con sepsis bacteriana pueden presentar signos y
sintomas inespecificos o signos focales de infeccién. A veces, especialmente en
los bebés prematuros, la sepsis vertical puede ser inicialmente asintomatica y el

diagndstico puede basarse en la presencia de factores de riesgo?®.

La sintomatologia inicial suele ser inespecifica, sutil y dificil de definir, los
neonatos con sepsis pueden presentar uno o mas de los siguientes sintomas
inespecificos: alteracion de la regulacién térmica, hipotermia o fiebre; letargia,
llanto débil o succion débil; hipoperfusion o llenado capilar prolongado; hipotonia o
ausencia de reflejos neonatales; taquicardia o bradicardia; dificultad respiratoria o
apnea; mal estado general; hipoglucemia o hiperglucemia; y acidosis metabdlica?®.
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Los sintomas clinicos de la sepsis estdn relacionados con las

caracteristicas del patdgeno y la respuesta del organismo a la invasion?®.

Para el diagnostico de sepsis neonatal se deben tomar en cuenta los dias
de vida del recién nacido, para diferenciar entre la de inicio temprano de la de
inicio tardio al momento de realizar las pruebas diagnésticas complementarias. Al
presente, para plantear el diagnostico de sepsis neonatal ya no se realizan todas
las pruebas que se consideraban obligatorias. En décadas pasadas se
consideraba obligatorio realizar biometria hemética, hemocultivo, urocultivo
(obtenido por puncién supra pubica) y puncién lumbar, como un conjunto de

pruebas para descartar la sepsis?®.

El diagnostico etiologico se basa en el aislamiento de un microorganismo en
el hemocultivo. Los estafilococos coagulasa negativos y bacterias gram negativas
son los patogenos identificados con mayor frecuencia. Sin embargo, el
hemocultivo frecuentemente proporciona resultados negativos debido a
bacteriemia de bajo grado, pequefios volumenes de inoculacion y/o antibidticos
suministrados a la madre durante el trabajo de parto?”. Por lo tanto, la sepsis
neonatal se clasifica segun el momento de aparicion como temprana (dentro de
los 3 dias posteriores al nacimiento) o tardia (después del tercer dia del

nacimiento)?8.

Rodwell y colaboradores evaluaron los resultados del recuento sanguineo
como una prueba de deteccidn para la sepsis neonatal temprana y desarrollaron
una escala. En su estudio incluyeron 298 nifios, en los que se observo que el 96%
de los pacientes con sepsis y con sospecha de sepsis tenian una puntuacion total
de 3 0 mas. La probabilidad de sepsis con una puntuacion mayor o igual a 3 fue
del 31%; sin embargo, el valor se modifica segun la edad gestacional. Cuanto
mayor es la puntuacién, mayor es la probabilidad de sepsis, es decir, cuando la
puntuacion es menor o igual a 2, existe un 99% de probabilidad de que el paciente
no tenga sepsis. Rodwell y colaboradores concluyeron que la puntuacién esta

disefiada para mejorar la precision diagnostica de los bioensayos sanguineos
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como herramienta de diagnostico de sepsis, lo cual puede simplificar el uso de

esta prueba?®.

Criterios de laboratorio Score de Rodwell

Parametro Resultado Puntaje
Conteo total de | Menos de 5000 o mas de 25 000 al nacimiento | 2
leucocitos Mas de 30 000 en las primeras 12 a 24 horas | 1
de vida
Mas de 21 000 de las 48 horas en adelante 1
Conteo total de PMN No se observan PMN maduros 1
Aumentados/ Disminuidos 1
Conteo de PMN | Aumentada 1
inmaduros
Relacion I/T de PMN Aumentada 1
Relacion I/M de PMN | Mayor o igual a 0.3 1
Cambios Vacuolizaciéon toxica, cuerpos de Dohle en los | 1
degenerativos en los | PMN
PMN
Conteo de plaquetas Menor a 150 000 1

Se ha demostrado que existe una relacion bidireccional entre el estado de
sepsis y la microbiota intestinal, aunque no se ha logrado comprender en su
totalidad. En primera instancia, se conoce que una microbiota intestinal diversa y
equilibrada es capaz de mejorar la inmunidad del hospedero frente a patdgenos
tanto entéricos como sistémicos y que la alteracion de este equilibrio conduce
potencialmente a una mayor susceptibilidad a la sepsis?®. Por otro lado, otros
estudios han demostrado que la composicién de la microbiota intestinal se ve
gravemente afectada por la sepsis y su tratamiento, pero es necesario investigar

mas a fondo las consecuencias clinicas de estas alteraciones?°.

En un proceso séptico ocurre una disbiosis bacteriana, en donde la
microbiota intestinal es caracterizada por una escasa abundancia de géneros
bacterianos benéficos como Faecalibacterium, Blautia y Ruminococcus, o0 en
ocasiones, se encuentra en mayor proporcion un solo género3!. Por otro lado, la

sepsis de aparicion temprana es causada predominantemente por Streptococcus
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agalactiae de madres con infecciones por dicho microorganismo. La sepsis de
aparicion tardia es causada comunmente por bacterias adquiridas durante el
proceso de parto o del medio ambiente, como Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Es importante destacar que Escherichia
coli es el principal causante de la sepsis tardia, ya que es una bacteria oportunista

intestinal®2.

Por lo tanto, la disbiosis de la microbiota neonatal puede afectar el
pronéstico de sepsis en neonatos. Estudiar estos cambios puede proporcionar una
nueva y eficaz direccion de tratamiento, ya que la microbiota intestinal contribuye
en la funcién de barrera intestinal y la modulacién del sistema inmunol6gico®2.
Actualmente, la microbiota neonatal es un area de interés emergente debido a la
relativa simplicidad en su inicio al nacer y su desarrollo posterior, que puede influir
potencialmente en la salud del hospedero. Se conoce que cambios drasticos en la
microbiota intestinal aumentan el riesgo de desarrollar enfermedades respiratorias,
intestinales y metabdlicas durante toda la vida, por lo que es necesario conocer la
microbiota intestinal en la infancia. Identificar el impacto de las exposiciones
bacterianas en la vida infantil es fundamental para promover la salud. La posible
traduccion al entorno clinico podria incluir: informar la toma de decisiones sobre el
parto del recién nacido a favor de los partos vaginales, reforzar e iluminar aun mas
la fisiologia detras de los beneficios para la salud de por vida de la exposicion a la
leche materna en la infancia, limitar o alterar los regimenes de antibi6ticos para
enfermedades infecciosas comunes, el uso dirigido de probioticos especificos para
tratar y prevenir enfermedades y, en Ultima instancia, la individualizacion de los
regimenes de medicacién para nifios pequefios en funcion de los perfiles

microbianos34.
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JUSTIFICACION

Las investigaciones sobre el papel de microbiota que residen en el intestino
humano han atraido mucha atencion debido al papel que tiene la microbiota
intestinal con el desarrollo de enfermedades como la obesidad, diabetes, sindrome
metabdlico, enfermedades hepaticas, el cancer e incluso las enfermedades
neurodegenerativas. Actualmente, se ha encontrado relacion entre la sepsis
neonatal y la microbiota intestinal, mediante una disbiosis bacteriana que ocurre
en el intestino del recién nacido, disminuyendo géneros bacterianos benéficos
como Faecalibacterium, Blautia y Ruminococcu, quienes cumplen una funcion en
la barrera intestinal y la modulacién del sistema inmunoldgico. Con base en ello,
inicialmente es importante conocer y describir la microbiota intestinal de neonatos
con sepsis y clinicamente sanos, ya que la diferencia bacteriana entre estas dos
poblaciones puede tener un impacto en la salud del recién nacido a corto y largo
plazo.

15



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El establecimiento de las diferentes poblaciones bacterianas dependera del estado
de salud de la madre, el tratamiento antibiético, el tipo de nacimiento, la edad
gestacional y el tipo de alimentacion. Las condiciones que causan la alteracion del
equilibrio microbiano en el periodo neonatal podrian expandir su influencia
negativa en periodos posteriores de la vida. En un estado de sepsis, la microbiota
intestinal de los neonatos esta alterada, teniendo influencia en un bajo desarrollo
del sistema inmunolégico y el metabolismo del hospedero. Disminuyendo asi la
capacidad para resistir la colonizacion contra patdbgenos oportunistas. Esta funcion
de la microbiota intestinal es muy importante en la vida temprana, debido a que la
infeccion es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad entre los

recién nacidos.

Con base en esto surgio la siguiente pregunta de investigacion:

Pregunta de investigacion

¢, Qué diferencias presenta la microbiota intestinal entre el recién nacido

clinicamente sano y con sepsis?

16



HIPOTESIS

Existen diferencias en la cantidad y tipo de microbiota intestinal entre recién

nacidos clinicamente sanos y con sepsis.

17



OBJETIVOS

Objetivo general
Comparar la microbiota intestinal en el recién nacido clinicamente sano y con

sepsis.

Objetivos particulares

e Describir los datos clinicos de los neonatos con sepsis y clinicamente sanos
e Extraer el ADN gendmico bacteriano de la materia fecal

e |dentificar la microbiota intestinal en los recién nacidos estudiados

e Cuantificar la microbiota intestinal en los pacientes

e Comparar los datos de la microbiota intestinal en neonatos clinicamente

sanos y con sepsis

18



MATERIAL Y METODOS

Este estudio deriva del proyecto titulado “Aislamiento y caracterizacion de
bacterias con potencial probiético a partir de materia fecal de neonatos
clinicamente sanos”, de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad

Xochimilco.

Lugar de realizacion:

e La fase de estandarizaciéon del estudio se realiz6 en la UCIN, UTIN,
prematuros, cuneros y alojamiento conjunto de la UMAE Hospital de Gineco
Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”, del Instituto Mexicano del Seguro
Social, que es un Hospital de tercer nivel de atencion donde se reciben
pacientes derechohabientes provenientes de los hospitales generales de la

zona sur de la Ciudad de México.

Diseno del estudio:

Fase de estandarizacion de un estudio observacional y comparativo.

Criterios de seleccion de la muestra:

Casos

l. Criterios de inclusion:

a. Recién nacidos obtenidos por via vaginal, con diagnostico de sepsis
neonatal, con datos de respuesta inflamatoria sistémica (RIS) y al menos tres
criterios de complicacion clinica como son: alteraciones en la curva térmica
(hipotermia o hipertermia); sintomas respiratorios (dificultad respiratoria o apnea);
sintomas cardiovasculares: hipotension (presion arterial < percentil 5 para la
edad), taquicardia, bradicardia o mala perfusién; sintomas neuroldgicos:
convulsiones clinicas o eléctricas, hipotonia o letargo; sintomas gastrointestinales:
vomitos, intolerancia a la via oral, y la identificacion de un patégeno bacteriano de

un sitio estéril, mediante cultivo.
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. Criterios de exclusiéon

a. Cesarea como via de nacimiento

Il Criterios de eliminacién
a. Cuando el padre o tutor no autorizé mediante consentimiento informado la

participacion y toma de muestra.

Control
l. Criterios de inclusién:
a. Recién nacidos obtenidos por via vaginal, que se encontraron clinicamente

sanos.

Il Criterios de exclusion

a. Neonatos nacidos por cesarea.
Il Criterios de eliminacion

a. Cuando el padre o tutor no autorizé mediante consentimiento informado la

participacion y toma de muestra.
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VARIABLES DE ESTUDIO

Definicion de las variables y escalas de medicidn utilizadas en el estudio

Variable

Definicién conceptual

Definicién operacional

Escala de
medicién

Unidad
de
medicion

Sepsis
neonatal

Infeccién neonatal
sistémica mediante datos
de respuesta inflamatoria
sistémica ylo
hemocultivo positivo.

Presencia de infeccion
neonatal sistémica:

a) Temprana: diagnéstico de
infeccibn neonatal en las
primeras 72 horas de vida
mediante datos de
respuesta inflamatoria
sistémica (clinicos y
laboratoriales) ylo
hemocultivo positivo.

b) Tardia: diagnoéstico de
infecciobn neonatal posterior
a las 72 horas de vida
mediante datos de
respuesta inflamatoria
sistémica (clinicos y
laboratoriales) ylo
hemocultivo positivo.

Cualitativa
nominal

No=0
Si=1

Microbiota
intestinal

Conjunto de bacterias
que habitan en el

intestino realizando
funciones metabdlicas,
estructurales y de
proteccién, que

contribuyen al estado
fisioldgico, inmunitario y
nutricional del huésped.

Caracterizacion del conjunto
de bacterias que habitan en

el intestino neonatal
mediante cultivo y
extraccion de ADN

bacteriano. Se identifica la
composiciéon y proporcién de
cada familia para determinar
la microbiota intestinal en
recién nacidos clinicamente
sanos 'y con  sepsis
neonatal.

Cuantitativa
continua

UFC/mL
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Definicion de las variables y escalas de medicion utilizadas en el estudio (continuacién)

. L L . Escala de Unidad de

Variables Definicion conceptual  Definicion operacional o o

medicion medicion

Edad materna Tiempo transcurrido a Tiempo transcurrido desde Cuantitativa Afios cumplidos
partir del nacimiento de el nacimiento de la madre continua
un individuo. hasta el momento del

embarazo.

Escolaridad Nivel maximo de Nivel maximo de estudios Cualitativa  Analfabeta
estudios cursados y cursados y aprobados en Primaria
aprobados en alguna alguna institucién educativa Secundaria
institucion educativa por la madre al momento Preparatoria

del estudio. Licenciatura
Posgrado

Estado civil Situacion civil del Situacién civil de la madre Cualitativa  Soltera
cuidador, al momento al momento del estudio Unién libre
de realizar la encuesta Casada

Viuda
Separada

Edad Edad del feto desde el Semanas transcurridas Cuantitativa Semanas (SDG)

gestacional al primer dia de la ditima desde la fecha de dltima

nacimiento menstruacion, menstruacion  hasta el
establecida en semanas nacimiento.

Consulta Atencién médica Numero de  consultas Cuantitativa 1-100

prenatal durante el embarazo recibidas durante el

embarazo

Esteroides Administracibn de dos Administracion de dos Cualitativa No=0

antenatales dosis de Betametasona dosis de Betametasona a la Si=1
a la madre de forma Madre de forma prenatal
prenatal por _Io menos _24 horas

previas al nacimiento o
hasta 30 dias previos al
nacimiento

Edad Tiempo transcurrido en Tiempo transcurrido  Cuantitativa Dias

cronoldgica al dias de un recién nacido calculado en dias de un

momento de phasta el momento de la N€onato desde que nace

la evaluacién evaluacion hasta e_I rpomento_en el que

se realiz6 el estudio

Via de Via de nacimiento del Via de resolucion del Cualitativa Inespecifico=0

resolucion del  producto embarazo Vaginal =1

embarazo Abdominal = 2

Peso al nacer Medida de registro que Peso en gramos obtenido Cuantitativa Gramos

hace referencia a la
masa gque ocupa un
cuerpo sobre el cual se

ejerce una  fuerza
gravitacional, en el
recién nacido, se

registra en kilogramos y
gramos

al nacimiento. Se pesara al

recién nacido en una
bascula electronica
calibrada
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Definicion de las variables y escalas de medicion utilizadas en el estudio (continuacién)

. L S . Escala de Unidad de
Variables Definicion conceptual  Definicion operacional o s
medicion medicion
Talla al nacer  Longitud del recién Se registrara con cinta Cuantitativa Centimetros
nacido desde la cabeza Métrica estandar la longitud
a los pies. del recién nacido
Sexo Caracteristica natural o Género al que pertenezca Cualitativa Mujer=0
biolégica con base a los el recién nacido Hombre =1
genitales externos que Indiferenciado = 2
lo distingue entre
hombre, mujer o]
indiferenciado.
Apgar al El test de Apgar es el Evaluaciéon que el pediatra Cuantitativa 1-10
minuto examen clinico que se realiza al minuto de vida
realiza al recién nacido del recién nacido
después del parto, en calificando frecuencia
donde se realiza una cardiaca, esfuerzo
prueba en la que se respiratorio, tono muscular,
evallian cinco coloracion, irritabilidad
parametros para refleja.
obtener una primera
valoracion simple, vy
clinica sobre el estado
general del neonato.
Apgar a los El test de Apgar es el Evaluacion que el pediatra Cuantitativa 1-10

cinco minutos

examen clinico que se
realiza al recién nacido
después del parto, en
donde se realiza una
prueba en la que se

evalian cinco
parametros para
obtener una primera
valoracién simple, vy

clinica sobre el estado
general del neonato.

realiza a los 5 minutos de

vida del recién nacido
calificando frecuencia
cardiaca, esfuerzo

respiratorio, tono muscular,
coloracioén, irritabilidad
refleja.
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Definicion de las variables y escalas de medicidn utilizadas en el estudio (continuacién)

. L L . Escala de Unidad de
Variables Definicion conceptual  Definicion operacional o o
medicion medicion
Ventilacién Asistencia de la Asistencia de la ventilacion Cualitativa No=0
mecanica ventilacion por medio de por medio de un ventilador Si=1
invasiva un ventilador donde el paciente requiere
la introduccion de un tubo
endotraqueal a través de la
cavidad oral que comunica
al ventilador con la traquea
Duracion de Duracion de la Duracién en dias que el Cuantitativa Dias
la ventilacion asistencia de la paciente requiere la
mecanica ventilacion de forma presencia de un tubo
asistida invasiva (paciente endotraqueal y un
intubado) ventilador para llevar a
cabo su ventilacién
Ventilacién no Asistencia de la Asistencia de la ventilacion Cualitativa No=0
invasiva ventilacion del paciente por medio de CPAP nasal, Si=1
sin ameritar intubacion O: por puntas nasales, O2
endotraqueal a fluo libre o por
nebulizador
Duracion de Duracion de la Duracién en dias que el Cuantitativa Dias
la ventilacion asistencia  de  la paciente  requiere la
no invasiva ventilacion con 02 asistencia de 02
suplementario de forma suplementario por medio
invasiva (paciente no de CPAP nasal, Oz por
intubado) puntas nasales, Oz a flujo
libre o por nebulizador
Datos de Datos clinicos y Presencia de al menos dos Cualitativa No =0
respuesta paraclinicos signos de  respuesta Si=1
inflamatoria desencadenados por la inflamatoria sistémica como
sistemica respuesta del organismo hipotermia 0 fiebre;
ante una infeccion letargia, llenado capilar
prolongado; hipotonia,
arreflexia, taquicardia o
bradicardia; apneas;
hipoglucemia 0

hiperglucemia;
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Definicion de las variables y escalas de medicion utilizadas en el estudio (continuacién)

. L S . Escala de Unidad de
Variables Definicion conceptual Definicidon operacional L .
medicion medicién
Estado de Estado de grave reduccion Gravedad clinica que amerita Cualitativa No =0
choque sistémica en la perfusion la utlizacion de apoyo Si=1
tisular, que se caracteriza aminérgico
por la reduccion en la
provision 'y empleo de
oxigeno celular, al igual que
reduccion en la eliminacion
de los subproductos de
desecho del metabolismo.
Conteo total Conteo del numero de Recuento de leucocitos de Cuantitativa Numero de
de leucocitos  células blancas de la sangre Menos de 5000 o més de 25 celulas/pL
por unidad de volumen en la 000 al nacimiento; mas de 30
sangre venosa 000 en las primeras 12 a 24
horas de vida; o mas de 21
000 de las 48 horas en
adelante
Conteo total Conteo del numero de Recuento de PMN Cuantitativa Numero de
de PMN células blancas PMN de la observables maduros: céelulas/pL
sangre por unidad de aumentados o disminuidos
volumen en la sangre venosa
Conteo de Conteo del nudmero de Recuento de PMN Cuantitativa Numero de
PMN células  blancas  PMN inmaduros por encima de los celulas/pL
inmaduros inmaduros s de la sangre por valores normales para su
unidad de volumen en la edad
sangre venosa
Relaciéon I/T Resultado de la division del Resultado de la division del Cuantitativa Cociente
de PMN recuento de PMN inmaduros recuento de PMN inmaduros numerico
y totales y totales
Relacién I/M Resultado de la division del Resultado de la division del Cuantitativa Cociente
de PMN recuento de PMN inmaduros recuento de PMN inmaduros numerico
y maduros y maduros
Relaciéon /M Resultados de la relacion Resultados de la relacion Cualitativa No =0
de PMN aumentada por encima de aumentada por encima de Si=1
alterada 0.3 0.3
Cambios Cambios observables al Presencia de vacuolizacion Cualitativa No=0
degenerativos microscopio en células PMN  téxica y/o cuerpos de Dohle Si=1
en los PMN en los PMN
Conteo de Conteo del numero de Conteo total de plaquetas Cuantitativa Numero de
plaguetas células plaquetarias de la células x 10°/L
sangre por unidad de
volumen en la sangre venosa
Conteo de Conteo total de plaquetas Conteo total de plaquetas Cualitativa No=0
plaquetas menor de 150x10° menor de 150x10° Si=1
alterado
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Definicion de las variables y escalas de medicion utilizadas en el estudio (continuacién)

. L L . Escala de Unidad de
Variables Definicion conceptual Definicion operacional L o
medicion medicion
Score de Prueba de deteccion para Resultado de los Cuantitativa  Puntaje total
Rodwell la sepsis neonatal parametros evaluados en después se _
temprana con base a la biometria hematica dicotomiz6 Puntaje > 3 =
. . o - positivo para
biometria hematica inicial. Por lo que la sepsis
inicial. alteracion en algu,no de Puntaje < 2 =
ellos se considerara como negativo  para
un puntaje para el Score. sepsis
Hemocultivo Se realiza hemocultivo en En caso de ser positivo de Cualitativa Negativo = 0
el cual hubo un Positivo = 1

investiga  si
aislamiento. De ser asi se
coloca el nombre del
microorganismo
identificado.

(especificar
microorganismo
aislado)

26




MUESTRA

Tamafo de la muestra:
Para llevar a cabo la estandarizacion de la técnica de caracterizacion de la
microbiota intestinal se recolectaron muestras de materia fecal de recién nacidos
en el lugar de estudio el periodo comprendido entre el 1 de septiembre de 2020 y
el 31 de diciembre de 2021.

Muestreo

No probabilistico de casos consecutivos

Se realiz6 analisis estadistico descriptivo calculando medidas de tendencia central
y de dispersion para las variables cuantitativas, asi como frecuencias y
porcentajes para las variables cualitativas. Segun la distribucion de los datos
cuantitativos se realizaron pruebas paramétricas o no paramétricas para comparar
las variables entre los neonatos sanos y con sepsis. Se utilizo el programa SPSS
v. 23.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 analisis estadistico descriptivo calculando medidas de tendencia central
y de dispersion para las variables cuantitativas, asi como frecuencias y
porcentajes para las variables cualitativas. Dada la N y la distribucion de los datos
cuantitativos se realizaron pruebas no paramétricas para comparar las variables
entre los neonatos sanos y con sepsis (U de Mann de Whitney). Mientras que para
la comparacién de las variables cualitativas se utilizd prueba X? de Pearson o
Prueba Exacta de Fisher cuando la frecuencia en las celdas fue menor a 5. Se
utilizé el programa SPSS v. 23.
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FACTIBILIDAD Y ASPECTOS ETICOS

1. El investigador garantiza que este estudio tuvo apego a la legislacion y
reglamentacion de la Ley General de salud en materia de Investigacion para la
Salud, lo que brindé mayor proteccion a los sujetos del estudio.

2. De acuerdo al articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacién para la Salud, este proyecto fue considerado como
investigacion sin riesgo, ya que se realizé Unicamente recoleccion de materia
fecal, no amerité ninguna maniobra de intervencion y no se requirié6 de muestras

séricas.

3. Los procedimientos de este estudio se apegaron a las normas éticas, al
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion y se
llevaron a cabo en plena conformidad con los siguientes principios de la
“‘Declaraciéon de Helsinki” (y sus enmiendas en Tokio, Venecia, Hong Kong y

Sudéafrica) donde el investigador garantizé que:

a. Se realizdé una busqueda minuciosa de la literatura cientifica sobre el

tema a realizar.

b. Este protocolo fue sometido a evaluacion y aprobado por el Comité
Local de Investigacion en Salud y Comité de Etica en Investigacion de
la UMAE HGO No. 4 “Luis Castelazo Ayala” del Instituto Mexicano del

Seguro Social.

c. Este protocolo se realizd por personas cientificamente calificadas en
biologia molecular en colaboracion con un equipo de médicos

clinicamente competentes y certificados en su especialidad.
d. Este protocolo guardé la confidencialidad de las personas.
e. Este estudio requirié carta de consentimiento informado por escrito.

4. Se respetd cabalmente los principios contenidos en el Cdédigo de

Nuremberg y el Informe Belmont.
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5.

El procedimiento que se utilizd inicialmente, para invitar a los posibles
participantes, se realizé proporcionando informacion completa, precisa y
suficiente a los padres o tutores del menor, sobre el estudio de investigacion
titulado: “Comparacion de la microbiota intestinal en recién nacido
clinicamente sano y con sepsis neonatal”. En donde se les explicd, sobre la
importancia de las bacterias del intestino (microbiota intestinal), los posibles
cambios bacterianos que pueden presentarse con el tipo de parto, dieta y el
uso de antibidticos. Se explicod la relacion de los cambios de la microbiota
intestinal y las probables complicaciones respiratorias, intestinales o

metabodlicas.

Los padres de los recién nacidos que cumplieron con los criterios de inclusion
fueron invitados para que sus hijos formaran parte del estudio de manera
voluntaria y confidencial. Se proporciond una carta de consentimiento
informado a la madre (Anexo 5), explicando ampliamente como se realizaria el
estudio para describir la microbiota intestinal de neonatos, la toma de muestra
de materia fecal (tomada del pafal del bebé) y finalmente la busqueda de los
principales grupos bacterianos que habitan en la materia fecal neonatal.
Ademas, de hacer mencion que, en cualquier momento tenian el derecho de
cambiar su decision y manifestarla. Cuando no autorizaron la participacion en
el estudio, el bebé recibid la atencion médica y el tratamiento que ameritd de
acuerdo a los procedimientos establecidos en el hospital independientemente

del retiro del estudio.

6. El procedimiento para garantizar la confidencialidad de los datos personales y la

informacion obtenida fue la asignacion de un folio estructurado
especificamente para este estudio (Mbi-21-001), donde solo el investigador

principal conocio los datos de cada paciente.

7. Para el estudio no se requirié obtener otras muestras biolégicas que sometieran

a los pacientes a una intervencion.
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RESULTADOS

Identificacion y seleccion de los pacientes
En el periodo de estudio se identificaron 94 recién nacidos en los servicios de
UCIN, UTIN, prematuros, cuneros y alojamiento conjunto. El servicio de UCIN

representd el mayor porcentaje de pacientes (46.8%) (Figura 1).
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Figura 1. Distribucién de los pacientes estudiados por servicio

Se recolectaron datos clinicos de los pacientes para clasificarlos con presencia o
ausencia de sepsis (Anexo 1), siendo 8 clasificados como clinicamente sanos
(9%) y 86 con sepsis (91%) (Figura 2).

Figura 2. Clasificacion de los pacientes estudiados por grupo.
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La mediana de edad materna del grupo de pacientes con sepsis fue de 32 afos
(25-36), asi mismo, en los pacientes del grupo clinicamente sanos mostraron una
mediana de 32 afios (19-44), con una p = 0.865, la cual no es significativa o que
nos traduce que en esta variable ambos grupos son semejantes, como se muestra
en la figura 3.

Sano Sepsis

50 50

40

40

30 30

Edad materna (afios)
(soue) eusajew pep3j

20 20

10 10

12.0 10.0 8.0 6.0 4.0 2.0 0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

Sano Sepsis
Mediana = Min Max = Mediana Min Max p

Edad materna (afios) 32 25 36 32 19 44 0.865

Figura 3. Distribucion de la edad materna por grupo.
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Para la edad gestacional, el grupo 1 mostr6 una mediana de 31 SDG (25-34), en
cambio, para el grupo 2 fue de 34.5 SDG (33-35), p = 0.0001, estadisticamente
significativa los cual nos indica que en esta variable los grupos no son

comparables. (Figura 4)
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SDG 34.5 33 35 31 25 34 0.0001

Figura 4. Distribucién de la edad gestacional por grupo.
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El peso al nacer del grupo de pacientes con sepsis tuvo una mediana de 1172.5
gramos (620-2015), en contraste con el grupo de clinicamente sanos que fue de
2055 gramos (1690-2055), con una p = 0.001, estadisticamente significativo, lo
gue nos muestra que no son comparables a este nivel (Figura 5).
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Mediana = Min Max Mediana = Min Max p
Peso al nacer (g) 2055/ 1690 2420 1172.5 620 2015 0.0001

Figura 5. Distribucion del peso al nacer por grupo de estudio.
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La distribucion de la talla al nacer de los pacientes en funcién de la presencia o no

de sepsis se muestra en la figura 6.
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12.0 10.0 8.0 6.0
Sano Sepsis
Mediana = Min Max = Mediana = Min Max p
Talla al nacer (cm) 45.5 43 46 37 30 46 0.0001

Figura 6. Distribucién de la talla al nacer por grupo de estudio.

La distribucion del Apgar al minuto de los pacientes en funcion de la presencia o

no de sepsis se muestra en la figura 7.

Sano Sepsis

Apgar al minuto
onuiw e sebdy

30.0 20.0 10.0 0.0 10.0 20.0 30.0

Sano Sepsis
Mediana = Min Max = Mediana Min Max p
Apgar al minuto 8 7 8 6 2 8 0.001

Figura 7. Distribucion del Apgar al minuto por grupo de estudio.

35



La distribucion del Apgar a los 5 minutos de los pacientes en funcion de la

presencia 0 no de sepsis se muestra en la figura 8.

Sano Sepsis

10

Apgar a los 5 minutos
solnuiw s soj e sebdy

50.0 40.0 30.0 20.0 10.0 0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Sano Sepsis
Mediana = Min Max = Mediana Min Max p

Apgar alos 5 minutos 9 8 9 8 4 9 0.001

Figura 8. Distribucién del Apgar a los 5 minutos por grupo de estudio.

El sexo masculino predominé en el grupo de sepsis (51.2%), a diferencia del grupo
clinicamente sanos donde las mujeres fueron mas frecuentes (75%). Para esta
variable la p no mostré significancia estadistica, lo que hace comparables ambos
grupos (Figura 9).
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Figura 9. Frecuencia del género por grupo de estudio.
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El uso de esteroides prenatales en funcion de la presencia o no de sepsis se

muestra en la figura 10.
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Figura 10. Frecuencia del uso de esteroides prenatales por grupo de estudio

La ventilacién mecanica se requirio por 16 dias como mediana (1-80) (Tabla 1).

Tabla 1. Ventilacion invasiva y no invasiva en los pacientes con sepsis.

Mediana (minimo-maximo)
Tiempo de VMA (dias) 16 (1 - 80)
Tiempo de uso de CPAP (dias) 4(1-15)
Tiempo de uso de puntas nasales (dias) 26 (3 - 66)
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Respecto a los pacientes con sepsis, en la figura 11 se muestra el uso de
ventilacion invasiva y no invasiva, requerida por la morbilidad a nivel respiratorio
gue fue la més frecuente.

La ventilacion mecanica se requirio en el 89.5% de los pacientes, y el CPAP

64.3%. De estos en 70.9% se administré surfactante exdgeno.
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Figura 11. Frecuencia de medidas de apoyo ventilatorio en pacientes con sepsis.
Los pacientes con sepsis presentaron algun dato de respuesta inflamatoria
sistémica tales como: hipotermia o fiebre; letargia, llenado capilar prolongado;

hipotonia, arreflexia, taquicardia o bradicardia; apneas; e hipoglucemia o

hiperglucemia, en 76.8% se presento alguno de ellos.
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Los pacientes con sepsis 73.3% cursaron algun evento de sepsis tardia (Tabla 2).

Tabla 2. Eventos de sepsis en los pacientes estudiados

Sepsis n (%)
Temprana 86 (100)
Tardia 63 (73.3)

De acuerdo al Score de Rodwell, cada uno de los parametros se aplicaron en los
pacientes estudiados mostrando la mediana en todos ellos en parametros
normales, asi mismo, su puntaje con mayor frecuencia fue negativo (2 puntos, 0-6)
(Tabla 3).

Tabla 3. Puntaje del Score de Rodwell en los pacientes de sepsis

Mediana Minimo Maximo

Conteo total de leucocitos (BH inicial) 6945 790 72040
Polimorfonucleares totales (BH 2975 190 39510
inicial)

Polimorfonucleares inmaduros (BH 110 0 13460
inicial)

Relacion PMF inmaduros/totales 0 0 1
Relacion PMF inmaduros/maduros 0 0 1
Conteo de plaquetas 205 19 500
Score de Rodwell 2 0 6

39



El Score de Rodwell fue positivo en 42 pacientes que conformaban este grupo, es
decir, el 48.8% (Tabla 4).

Tabla 4. Interpretacidn del puntaje de Score de Rodwell

n (%)
Positivo 42(48.8)
Negativo 44 (51.2)

De los casos con sepsis se logré el aislamiento microbioldgico en el hemocultivo
en 22.1%.

En los hemocultivos que se reportaron positivos, el microorganismo que
predomind fue S. epidermidis. La distribucion del resto de los gérmenes aislados

se muestra en la figura 12.
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L. monocitogenes [ 5.3
K. pneumoniae BLEE [ 5.3

K. pneumoniae || EEIEININGGGIN 10.5

K. oxytoca | NN 105
E. coii [N 53
E. cloacae | 5.3

00 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
%

Figura 12. Frecuencia segun el microorganismo aislado en hemocultivo.
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Los pacientes que tuvieron hemocultivo con tipificacion del germen causal

presentaron datos clinicos de respuesta inflamatoria sistémica en el 89.4%

mientras que 73.6% de ellos, cursaron con datos clinicos de respuesta inflamatoria

sistémica, asi como una calificacion del score de Rodwell mayor a 3 puntos, es

decir positivo para sepsis (figura 13).

Sepsis
neonatal
temprana
(n=86)
Hemocultivo
(n=86)
_l—/
1 1
) )
Positivo Negativo
b 0,
n=19 (22.1%) n=67 (77.9%)
;I—/ ;I—/
1 || 1 1 || 1
s N s N
Datos de Datos de RIS Datos de
e Datos de RIS
_rﬁspuesta clinica + Score de respuesta clinicat Score Score de
inflamatoria Score de Rodwell inflamatoria de Rodwell Rodwell
snslt,er_mca Rodwell positivo n=14 sistémica POSitivo positivo n=28
clinica Positivo (73.6%) clinica n=49 ~ . (41.7%)
n=17 (89.4%) n=14 (73.6%) (73.1%) n=15 (22.3%)
(& J ~~ @@

Figura 13. Flujograma de la relacién entre los hemocultivos y los datos de RIS y Score de Rodwell.
RIS = Respuesta Inflamatoria sistémica.
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Para la estandarizacion de las técnicas de biologia molecular, se realizé la
recoleccion de una muestra de materia fecal fresca y/o meconio del pafial dentro
de las 48 horas posteriores al nacimiento de recién nacidos con sepsis que
cumplieran con los criterios de seleccion. Cabe mencionar que con fines de la
estandarizacion, se procesaron muestras biolégicas de los pacientes con sepsis
independientemente de la via de nacimiento, ya que al tratarse de pacientes con
antecedentes perinatales patoldgicos, la probabilidad de nacimiento con parto fue

menor.

Las muestras de materia fecal fresca y/o meconio del pafial se congelaron para su
transporte al laboratorio y se mantuvieron a -80 °C hasta su procesamiento.

A partir de las muestras de materia fecal se extrajo ADN genomico bacteriano con
el kit QlIAamp ADN stool Mini kit (Qiagen) de acuerdo especificaciones del
proveedor. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Para determinar
la calidad e integridad del ADN genomico se realiz6 una PCR con oligonucleotidos
universales, 27f 5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3y 1491r 5-GTT TAC CTT
GTT ACG ACT T-3’ (Integrated DNA Technologies IDT, USA). Las condiciones de
reaccion fueron: pre-desnaturalizacion: 94° C, 5min; desnaturalizacion: 94°C, 30
segundos; alineamiento: 52° C, 20 segundos; elongacion 68° C, 40 segundos y

extension final 68° C, 7 minutos, por 35 ciclos.

La identificacién microbiana se realiz6 mediante la técnica de PCR punto final y el
empleo de oligonucléotidos especificos para los phyla Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacterias y Actinobacterias; los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y
Prevotella y especies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
agalactae, Bifidobacterium longum, Faecalibacterium prausnitzii y Bacteroides
Thetaiotaomicron (Anexo 2). Los oligonucléotidos se sintetizaron por Integrated
DNA Technologies IDT, USA y se utilizaron las condiciones de amplificacion para
cada bacteria de acuerdo con la literatura. La cuantificacion de la microbiota
intestinal se realiz6 mediante PCR en tiempo real (PCR en tiempo real

StepOnePlus™, USA (Anexo 3), empleando una curva estandar de Escherichia
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coli. Para realizar la curva se cultivd el microorganismo en caldo de Infusion
Cerebro Corazdon (BHI por sus siglas en inglés) a 37 °C por 24 horas en
condiciones aerobias. Posteriormente se hicieron diluciones seriadas y se extrajo
el ADN gendmico de las diluciones: 1x101, 1x103, 1x105, 1x107 y 1x109 UFC/mL,
que fueron los puntos de la curva estdndar. Se confirmé la calidad e integridad del
ADN con una PCR y con oligonucledtidos universales 27f y 1491r. Una vez
confirmada la integridad del ADN de la curva estandar, se procedid a la
cuantificacion de las muestras por PCR en tiempo real. Para la cuantificacion, se
utilizaron oligonucléotidos especificos para los phyla Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacterias y Actinobacterias; los géneros Lactobacillus, Bifidobacteriu,
Streptococcus ssp y Prevotella y especies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Bifidobacterium  longum, Faecalibacterium  prausnitzii y  Bacteroides
Thetaiotaomicron. Cada reaccién contuvo SYBR® Green |, select master mix 2x
10 pL, primer froward 1 uL, primer reverse 1 uL, ADN 3 uL, agua 10 pL, con un
volumen final de 25 pL. Las condiciones de amplificacion para cada bacteria
fueron las utilizadas de acuerdo con la literatura (Anexo 4). Los oligonucledtidos

se sintetizaron por Integrated DNA Technologies IDT, USA.

Se presentaron diversas limitaciones técnicas para la recoleccién de las muestras,
1. Al identificar a los pacientes que tenian disponibilidad de la muestra en el
pafial, se recolectaba la cantidad necesaria en su misma cama, sin

embargo, al realizar la extraccion del ADN gendomico presentaba

contaminacion con ADN no bacteriano.
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Para solucionar este problema, se decidio trasladar el pafial con materia

fecal a un &rea disponible donde se uso6 equipo de proteccion como gorro,

bata y guantes estériles para evitar la contaminacién.

2. Inicialmente la cantidad de muestra para procesar fue insuficiente ya que se
realizaba hisopado rectal en los casos de no presentar abundante materia

fecal.
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Lo cual se solucioné recolectando el meconio directamente del pafal,
asegurando mayor cantidad de muestra, se tomaba con abatelenguas
usado como espatula, y se recolectaba en un tubo estérii de

microcentrifuga de Eppendorf.
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3. Las muestras de materia fecal fresca y/o meconio se congelaron para su
transporte al laboratorio donde se realizo la extraccion, para lo cual se
mantuvieron a -80 °C. Desde su congelamiento hasta su procesamiento, al
momento de transportarlas se detectd que se perdia la red de frio.

Por lo tanto, para solucionarlo se revisé esta parte del proceso,
garantizando en todo momento que el transporte de las muestras
mantuviera siempre la temperatura requerida y esto en parte fue al hacerlo

con un contenedor con aislante térmico y bolsas refrigerantes isotérmicas.
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4. Posteriormente, al procesar las muestras, se encontré que en estas no
habia aislamiento microbiologico, se identific6 que el tiempo en que se
presentaba la evacuacion y se recolectaba el pafial con la muestra era
prolongado, mas de una hora, lo que condicionaba la desnaturalizacién del
ADN.

Para solucionarlo, la recoleccién de la muestra se realizé en menos de una
hora desde su deposicion, logrando de esta forma el aislamiento de
microorganismos Yy asi realizar la extraccién del ADN genémico.
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5. Al detectar errores en algunos de los pasos del proceso, desde la obtencion
de la muestra hasta la extracciéon genémica del ADN; cuando se realizaba
la amplificacion del mismo, con primers especificos, no se lograba la

identificacion de microorganismos.

Al corregir los problemas comentados previamente, la extraccion y

amplificacion del ADN se realizé de forma exitosa.
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6. A base de pruebay error, se logro estandarizar la técnica de recoleccion de
muestra, incluyendo pacientes del grupo de casos, para lograr evitar los
errores enumerados en los parrafos anteriores. Lo cual nos permitio,
finalmente, una muestra de meconio con las condiciones adecuadas para la
extraccion y amplificacion del ADN genomico, para identificar la microbiota

intestinal en los recién nacidos.
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Una vez estandarizada la técnica sblo se procesaron 8 muestras de pacientes

clinicamente sanos que cumplieron con todos los criterios de seleccion, incluyendo

la via de nacimiento por parto. (Figura 14).

Muestras ingresadas en el

estudio
n =94

Muestras de pacientes
con sepsis neonatal
n = 86

Muestras eliminadas
n=80

Inadecuada recoleccién n = 64
Inadecuado trasporte n = 6
Inadecuada extraccion n = 10

Muestras resguardadas
n==6

Muestras procesadas
n=0

Muestras de pacientes
clinicamente sanos
n=_8

Muestras eliminadas
n=0

Inadecuada recoleccion n =0
Inadecuado trasporte n =0
Inadecuada extraccion n =0

Muestras resguardadas
n=0

Muestras procesadas
n=8

Muestras procesadas

n=8

Figura 14. Flujograma de muestras recolectadas en el estudio.
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Para determinar y describir las poblaciones bacterianas presentes en las heces de
los neonatos clinicamente sanos y con sepsis, se llevo a cabo la extraccion de
ADN gendémico de muestras de meconio, para lo cual se siguieron las
especificaciones del kit QIAmp ADN stool mini kit, desglosado en el apartado

anterior (Imagen 1).

MBO1 MB02 MBO3 MB04 MBO05 MBO06 MBO7 MB08

Imagen 1. Extraccion de ADN gendmico de materia fecal de neonatos
clinicamente sanos

Posterior a la extraccion, se realiz6 amplificacion del ADN gendémico mediante la

técnica de PCR con primer especifico para la phyla Firmicutes (Imagen 2).
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MBO1 MB02 MBO03 MB04 MBO05 MBO06 MBO07 MB08

Imagen 2. Amplificacion de ADN genomico primer phyla Firmicutes

Como siguiente paso se llevo a cabo una reaccion de PCR del ADN extraido a
partir de las heces de cada uno de los pacientes.

Como amplificadores se emplearon los primers Lacl y Lac2 que amplifican la
region V4-V5 del gen 16S (Imagen 3).

M MBO1 MB02 MBO03 MB04 MBO05 MBO06 MBO7 MBO08

1000 pb

500 pb
340 pb

Imagen 3. ADN gendmico de neonatos clinicamente sanos y amplificacion de los
primers Lac 1y Lac 2 (340 pb).

M=marcador de ADN 100 pb.
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Los perfiles identificados a partir de los productos de PCR de la region V4-V5
obtenidos con los primers Lacl y Lac2 fueron complejos y caracteristicos para
cada uno de los neonatos analizados. Sé6lo algunas bandas fueron comunes entre
los diferentes carriles. Todos los perfiles presentaron bandas intensas y bien
resueltas en la parte inferior del gel (340 pb), pero también aparecian otras
regiones gque contenian bandas sin resolver o fragmentos separados débilmente,

gue por lo general se observaron en la parte alta del gel.

Con estos resultados se pudo determinar los phylum de la microbiota encontrados

en estos recién nacidos (Tabla 5).
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Tabla 5. Phyla mas abundantes en materia fecal de neonatal
clinicamente sanos.

Phylum
Actinobacteriota
Firmicutes
Proteobacteria

Acidobacteriota

Hasta el momento las 6 muestras de materia fecal de los recién nacidos con
sepsis neonatal no han sido procesadas debido a la interrupcion en la ministracion
del financiamiento derivado de la problematica generada por la pandemia de
COVID-19, por lo que se encuentran congeladas. Aun no ha sido posible llevar a
cabo la caracterizacion de la microbiota en paciente sépticos, y por lo tanto la
comparacion de los pacientes sépticos con los clinicamente sanos.

Es necesario continuar con la recoleccion y procesamiento de muestras para

cumplir con el objetivo inicial del trabajo.
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DISCUSION

Madan y colaboradores*® determinaron la microbiota en 6 prematuros extremos de
24 a 27 SDG, asi mismo, Tururen y colaboradores*’ la determiné en 21 recién
nacidos obtenidos por cesarea y 23 por via vaginal. De la misma forma, Stewart y
colaboradores*® analizaron las muestras de 7 recién nacidos con sepsis neonatal
tardia de 26.5 a 28 SDG, y 28 sanos de 25 a 28 SDG.

Dornelles y colaboradores®®, de igual manera incluyeron en su estudio 40
neonatos menores de 32 SDG con sepsis y 44 neonatos sin sepsis. Semejante a
las muestras de pacientes recolectadas en el presente estudio, ya que de los 86
pacientes del grupo de sepsis inicialmente incluidos y que posteriormente se
fueron descartando por muestra inadecuada para finalmente quedar seis que Si
cumplian con los criterios de inclusion y adecuada calidad y cantidad, asi como 8
muestras en pacientes clinicamente sanos en las cuales ya se realizo el proceso

completo.

En los pacientes incluidos en el presente estudio, al comparar los grupos de
sepsis neonatal con los clinicamente sanos, las Unicas variables que no mostraron
significancia estadistica son edad materna, sexo y uso de esteroide prenatal, lo

gue representd que los grupos son comparables en estas caracteristicas.

En cambio, la edad gestacional y el peso al nacimiento mostraron significancia
estadistica al comparar ambos grupos, traduciendo que estas variables no son
comparables entre si. En este momento no se ha completado el tamafio de
muestra por lo que los pacientes registrados aun no estan pareados, siendo esto
necesario para que los grupos, en estas caracteristicas epidemioldgicas, sean

semejantes.

El estudio de Madan y colaboradores* mostr6 que la microbiota intestinal
adquirida en prematuros extremos de cuidados intensivos esta alterada por

diversos factores: alimentacion, administracion de antibidtico y patdgenos
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adquiridos durante su hospitalizacion; se incluyeron 6 recién nacidos de 24 a 27
SDG con peso al nacer de 510 a 1080 gramos, cinco de ellos nacieron por via
abdominal, a quienes se les tomd 3 muestras seriadas (la primera antes de las 24
horas de vida, las restantes entre el 3° y 14° dia de vida). Dos pacientes no
tuvieron sepsis, dos con sepsis tardia y dos con hemocultivo negativo pero con
datos de respuesta inflamatoria sistémica. La extraccion del ADN se realizo
utilizando el kit MoBio Powesoil bacterial DNA insolation. Se requirié por lo menos

50 miligramos de materia fecal para lograr la extraccion del ADN.

El meconio no fue estéril, encontrando predominio de Lactobacillus,
Staphylococcus y Enterobacteriales.

Los recién nacidos que desarrollaron sepsis inicialmente tuvieron baja diversidad
microbiana y adquirieron un predominio de Staphylococcus, mientras que en los
sanos se presentd mayor diversidad y predominio de Firmicutes. Semejante a los
hallazgos que hemos encontrado en los pacientes sanos que hasta el momento se

han analizado en nuestro estudio.

Stewart y colaboradores* describen un estudio de 7 pacientes con sepsis tardia, 4
nacieron por via vaginal y 3 por via abdominal; y 28 sanos, 16 partos y 12
cesareas. A cada grupo se le recolect6 una muestra diaria, por mas de 2
semanas. La microbiota intestinal que estuvo alterada en los bebes prematuros
con sepsis tardia mostraron que los taxones dominantes generalmente se aislan
en el hemocultivo de diagndstico, y en orden de frecuencia fueron Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
agalactiae y Escherichia coli. Los sanos tuvieron un mayor aislamiento de

Bifidobacterium.

Dornelles y colaboradores*® llevaron a cabo un estudio en 40 pacientes con
diagndstico clinico de sepsis, y 44 sin sepsis. El phylum mas abundante en el
meconio de los neonatos pretérminos fue Proteobacteria, siendo este mas

prevalente en el grupo de sepsis neonatal. Mostrando que la microbiota intestinal
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de los prematuros con diagnéstico clinico de sepsis neonatal temprana es
diferente que los pretérminos sin infeccion, predominando el género Paenibacillus
y Flavobacterium, respectivamente.

En este estudio se describen las dificultades técnicas en la recoleccion del
meconio, entre las que destacan el retraso en la evacuacion hasta su recoleccién
y su reducido volumen. Mismas situaciones que ocurrieron en la primera fase de
nuestro estudio, y que fueron enumeradas previamente. Las cuales, los autores
las corrigieron y pudieron recolectar un nimero considerable de muestras, en
condiciones que permitieron un analisis confiable, asi mismo nosotros tuvimos la
oportunidad de superar situaciones semejantes, logrando obtener algunas

muestras, aunque todavia sin completar el nUmero requerido.

Turunen y colaboradores*’ publicaron un estudio donde los recién nacidos se
incluyeron de acuerdo a su via del nacimiento, vaginal (23) o cesarea (21),
determinando la diferencia de bacterias en el meconio. Encontrando que
predominaban las phyla Firmicutes en el 74% de los nacimientos vaginales y 40%
en los nacidos por ceséarea, seguidos de Proteobacteria en el 22 y 20%,
respectivamente. Asi como Actinobacteriota en el 18% de los neonatos obtenidos
por cesarea comparado soOlo con el 1.3% de los nacidos por parto vaginal.
Reportando otros phyla en menos del 1% en ambos tipos de nacimientos.

Similar a los encontrados en las muestras analizadas de los recién nacidos por
parto vaginal incluidos en el presente estudio. Sin embargo, consideramos que se
pueden modificar los criterios de inclusion y no solo limitarlo a los nacimientos por
via vaginal, ya que se ha demostrado que estan bien establecidas las diferencias
de la microbiota en estas dos vias de nacimiento.

Es importante mencionar que, en estos primeros meses del estudio, haber logrado
la estandarizacion de la toma de muestra y su recoleccion es de gran ayuda para
obtener el objetivo final, ya que para lograrlo, aunque se invirti6 mas tiempo de lo
esperado en esta primera fase del estudio, finalmente se realizo.

Estos mismos problemas técnicos también se han presentado en otros estudios ya

pubicados*6:47,
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Al tener estandarizado y optimizado cada uno de los pasos del proceso, se ganara
tiempo en reunir y procesar el tamafio de muestra calculado, ya que pacientes con
las caracteristicas requeridas para incluirlos en el estudio se presentan

diariamente en nuestro hospital.

Con los resultados finales del presente estudio, buscamos las diferencias de la
microbiota intestinal en pacientes con sepsis y clinicamente sanos, para intentar
modificar la microbiota, sobre todo en los recién nacidos con infeccion, ya que es
una entidad nosoldgica grave en el neonato, que incrementa la morbilidad y

mortalidad, sobre todo en el prematuro.
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CONCLUSIONES

La identificacién en las dificultades para la recoleccion de la materia fecal y su
transporte, nos ayudd a estandarizar la técnica de cada uno de los pasos
implicados, lo cual es de suma importancia para obtener muestras suficientes de
adecuada calidad para un proceso confiable.

Al contar con las muestras procesadas de ambos grupos se podra comparar la
microbiota intestinal entre ellos.

Hasta el momento, la microbiota intestinal de los recién nacidos clinicamente

sanos fue semejante a lo reportado en la literatura.
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ANEXOS

ANEXO 1
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UMAE HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA NUMERO 4 “LUIS CASTELAZO AYALA”

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

“Comparacion de la microbiota intestinal en recién nacido clinicamente sano y con sepsis neonatal”

FOLIO:

Edad materna ‘

SDG al
diagnéstico del
embarazo

ANTECEDENTES PERINATALES

Escolaridad Estado AGO: ‘
civil

No. de FUR: FPP:

consultas

Enfermedades previas al embarazo:

No. de USG
prenatales
Patologias en el
embarazo
Amenazas de
aborto
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gestacioén

Fecha de
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Sexo F
Capurro ‘

Maniobras de reanimacion

neonatal
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ingreso
SDR | Si
Dias de
ventilacion
mecanica

' No

Complicaciones
asociadas en
biometria heméatica.

M

Alteraciones
ultrasonograficas
‘ Diagndstico Tratamiento ‘
Si No Esquema de esteroide Si No ¢;Cual?
(Madurez pulmonar)
a Dx Tx Cultivos
ANTECEDENTES DEL RECIEN NACIDO
Hora de Via de Parto Instrumentado
nacimiento nacimiento
| Apgar | |
Peso al Talla al
nacimiento nacimiento
Oxigeno a flujo libre Ventilacién a No.

Bésicas
presion positiva ciclos

Intubacién endotraqueal Compresiones toracicas Medicamentos | |

Motivo de ingreso

Dosis de surfactante Tiempo de aplicacién
Dias de estancia
intrahospitalaria
Sepsis neonatal Aislamiento Ictericia TX
Sepsis
nosocomial
Conteo total de Conteo total Conteo de
leucocitos de PMN PMN
inmaduros
Relacion I/T de Relacion de
PMN I/M de PMN
Cambios Conteo de
degenerativos plaquetas
en los PMN
Tratamiento

ANOTACIONES Y COMENTARIOS
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ANEXO 2.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UMAE HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA NUMERO 4 “LUIS CASTELAZO AYALA”
LISTA DE PRIMERS PARA REALIZAR PCR EN TIEMPO REAL
“DESCRIPCION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN EL RECIEN NACIDO CON SEPSIS NEONATAL EN COMPARACION
CON RECIEN NACIDOS CLINICAMENTE SANOS”

Especie Primer Secuencia (5°-3") Tamafio del amplificado (pb)
. Forward GGARCATGTGGTTTAATT CGATAGT 126
Bacteroidetes®®
Reverse AGC TGA CGA CAA CCATGC AG
Forward GGA GYATGT GGT TTAATT CGAAGCA 126
Firmicutes®®
Reverse AGC TGA CGACAACCATGCAC
Forward TCGTCAGCTCGTGTYGTGA 122
Proteobacteriass®
Reverse GGTAAGGGCCATGATG
Act664F TGTAGCGGTGGAATGCGC 277
i ince37
Actinobacterias Act941R AATTAAGCCACATGCTCCGCT
) Lac 1 AGCAGTAGGGAATCTTCCA 340
Lactobacillus3®
Lac 2 ATTTCACCGCTACACATG
F-bifido CGCGTCYGGTGTGAAAG 244
Bifidobacterium3®
R-bifido CCCCACATCCAGCATCCA
G-Streptc-F CGATACATAGCCGACCTGAGA 395
Streptococcus ssp*°
G-Streptc-R  CCACTCTCCCCTYYTGCAC
Forward GGT TCT GAG AGG AAG GTC CcCC 121
Prevotella®!
Reverse TCC TGC ACG CTACTT GGC TG
Clostridium leptum, Forward GCACAAGCAGTGGAGT 239
C. cluster Iv4 Reverse CTT CCT CCG TTT TGT CAA
) ) ) Forward TAC AAT TGC CAC AGT ACG GAA CA 73
Bacteroidesthetaiotaomicron?
Reverse GCT GACGAACGATGACCATAG TTA
_ _ | Forward GGA GGA TTG ACC CCT TCA GT 203
Faecalibacteriumprausnitzii*®
Reverse CTG GTC CCG AAG AAA CAC AT
3 _ Forward CAG TTG ATC GCATGG TCT T 106
Bifidobacterium longum*3
Reverse TAC CCG TCG AAG CCAC
E 44 Ecl CCGATACGCTGCCAATCAGT 884
. coli
Ec2 ACGCAGACCGTAAGGGCCAGAT
Forward TGGCCCGCGCCCAGGGTTCGAAA
i 45
K. pneumoniae Reverse GATGTCGTCATCGTTGATGCCGAG 368
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ANEXO 3.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UMAE HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA NUMERO 4 “LUIS CASTELAZO AYALA”
ESPECIFICACIONES DE PCR EN TIEMPO REAL StepOnePlus™, USA

Los sistemas StepOne y StepOnePlus utilizan la reaccion en cadena de polimerasa

(PCR) de base fluorescente el cual permite:

i

» Deteccion cuantitativa de secuencias de acidos nucleicos mediante analisis en

tiempo real.
- « Deteccion cualitativa de objetivos mediante andlisis post-PCR.
« Andlisis cualitativo del producto de PCR (logrado mediante el andlisis de la curva
v de fusién que se produce después de la PCR).

Caracteristicas:

e Colorantes: VIC™, SYBR™ Green |, ROX™, JOE™, NED, FAM™, TAMRA™

e Capacidad: 96 tubos de 0.1 ml, 12 tiras de 8 tubos, 1 placa de 96 pocillos

e Método de deteccién: SYBR, deteccidon de primer-sonda

e Dimensiones: 24.6 cm (ancho) x 42.7 cm (profundidad) x 51.2 cm (altura)

e Sistema 6ptico: 4 filtros de emision, fuente de excitacion LED azul, fotodiodo

e Velocidad maxima de rampa de bloque: 4,6 °C5

e Intervalo de volumen de reaccién:10-30 pl

e Velocidad de rampa de la muestra: Modo rapido: + 2.2 °C/%, modo estandar: + 1.6 °C5A.

e Exactitud de temperatura: 0.25 °C (de 35 a 95 °C).

e Intervalo de temperatura (métrico): 4 a 100 °C.

e Uniformidad de temperatura: 0.25 °C (de 35 a 95 °C) de temperatura de visualizacion/punto de
ajuste.

e Sistema de termociclado: Sistema basado en Peltier.

e Peso: 24 kg.

e Tipo de pantalla: LCD Touch Screen

e Para utilizar con (equipo): StepOnePlus™
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Especie

Bacteroidetes®*
Firmicutes®®

Proteobacterias®

Actinobacterias®”

Lactobacillus®®

Bifidobacterium3®

Streptococcus ssp*°

Prevotella®!

Clostridium leptum,
Clostridium cluster
|V42
Bacteroidesthetaiot
aomicron3
Faecalibacteriumpra
usnitzii**
Bifidobacterium

longum?®

E. coli*6

K. pneumoniae*’

ANEXO 4.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UMAE HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA NUMERO 4 “LUIS CASTELAZO AYALA”

CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA CADA PRIMER USADOPCR EN TIEMPO REAL
“DESCRIPCION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN EL RECIEN NACIDO CON SEPSIS NEONATAL EN COMPARACION
CON RECIEN NACIDOS CLINICAMENTE SANOS”

52

40

50 120

50 120 95

300

600

45

50

45

45

35

50

50

50

50

50

120 95

120 95

120 95

120 95

120 95

300

600 94

20 95 3

600 95 15

300 95 30 55 20 72 45 72 300

94 60 55 60 72 60 72 600
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ANEXO 5.

‘ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

@ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

IMSS Carta de consentimiento informado para participacion en
EELTOAD Y SOUBARERD S protocolos de investigaciéon (padres o representantes
legales de nifios o0 personas con discapacidad)

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):

Lugar y fecha:

NUmero de registro institucional:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar
en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas
de tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Declaracion de consentimiento:

Comparacion de la microbiota intestinal en recién nacido clinicamente sano y con sepsis
neonatal.

UMAE Hospital de Gineco Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”, del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS)

R-2021-3606-035

JUSTIFICACION: Actualmente, se ha encontrado relacion entre la sepsis neonatal y la
microbiota intestinal, mediante una disbiosis bacteriana que ocurre en el intestino del
recién nacido, disminuyendo géneros bacterianos benéficos como Faecalibacterium,
Blautia y Ruminococcu, quienes cumplen una funciéon en la barrera intestinal y la
modulacion del sistema inmunoldgico. Por ello es importante conocer y describir la
microbiota intestinal de neonatos con sepsis y clinicamente sanos, ya que la diferencia
bacteriana entre estas dos poblaciones puede tener un impacto en la salud del recién
nacido a corto y largo plazo. OBJETIVO: Comparar la microbiota intestinal en recién
nacido sano y que cursen con infeccion generalizada (sepsis neonatal).

1) Se recolectaran datos clinicos del paciente. 2) Se recolectard una muestra de materia
fecal fresca y/o el meconio, del pafial dentro de las 48 horas posteriores al hacimiento. 3)
Se extraera el ADN genémico bacteriano a partir de la materia fecal. 4) Se identificara y
cuantificara la microbiota intestinal mediante la técnica PCR en tiempo real. 5) Se
realizara el analisis estadistico pertinente.

En el presente estudio no se requiere obtener otras muestras biolégicas que sometan a
los pacientes a una intervencion; por lo tanto, no hay riesgos ni molestias en la obtencién
de la materia fecal.

Conocer el tipo de microbiota intestinal del neonato y la posible relacién con la salud a
corto plazo

Una vez finalizado el estudio se notificaran los resultados y la interpretacion de los
mismos.

En cualquier etapa del estudio

A los datos personales y la informacién obtenida se le asignara un folio estructurado
especificamente para este estudio (Mbi-21-001), solo el investigador principal conocera
los datos de cada paciente.

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

I:I No acepto que mi familiar o representado participe en el estudio.

I:I Si acepto que mi familiar o representado participe y que se tome la muestra solo para este estudio.

Si acepto que mi familiar o representado participe y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros, conservando su
I:I materia fecal hasta por __01  afios tras lo cual se destruira la misma.
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En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigadora o Investigador Responsable: M. en C. M. Dr. Leovigildo Mateos Sanchez

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité Local de Etica de Investigacion en
Salud del CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP
06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, correo electrénico: comité.eticainv@imss.gob.mx

Nombre y firma de ambos padres o Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
tutores o representante legal

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccién, relacién y firma Nombre, direccién, relacién y firma
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ANEXO 6.

SORDINACION
DE INVESTIGACION

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS . 4 [
&M alund

7 \¢

Dict de Aprobad:

Comité Local de Investigacién en Salud 3606.
HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA NUM. 4 LUIS CASTELAZO AYALA

Registro COFEPRIS 17 CI 09 010 024
Registro CONBIOETICA CONBIOETICA 09 CEI 026 2016121

FECHA Lunes, 23 de agosto de 2021

Mtro. Leovigildo Mateos Sanchez

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigaciéon con titulo Comparacién de la microbiota
intestinal en recién nacido clinicamente sano y con sepsis neonatal. que sometid a consideracion para
evaluacion de este Comité, de acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes y de los revisores, cumple con
la calidad metodoldgica y los requerimientos de ética y de investigacién, por lo que el dictamen es AP RO B A D
o:

NUmero de Registro Institucional

R-2021-3606-035

De acuerdo a la no tiva vigente, deberd presentar en junio de cada afio un informe de seguimiento técnico
acerca del desgrrollo d tocolo a su cargo. Este dictamen tiene vigencia de un afio, por lo que en caso de ser
necesario, reqyerira solicitar [ reaprobacion del Comité de Etica en Investigacion, al término de la vigencia del

Dr. Oscar Moreno!
Presidente del Comi

IMSS

SCOURIDALY SER EDARHDAL SOHOIAL
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UMAE HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA No.4
“LUIS CASTELAZO AYALA”

DECLARACION DE AUTENTICIDAD Y NO PLAGIO

Por el presente documento, yo Luis Fernando Bolafios Aparicio, alumno de
posgrado de la Especialidad en Neonatologia en la Unidad Médica de Alta
Especialidad, Hospital de Gineco Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”, del

IMSS.

Informo que he elaborado el Trabajo de Investigacion, tema de tesis denominado
“Comparacion de la microbiota intestinal en recién nacido clinicamente sano
y con sepsis neonatal ”, y declaro que:

1)

2)

3)

En este trabajo no existe plagio de ninguna naturaleza y es de caracter
original, siendo resultado de mi trabajo personal, el cual no he copiado de
otro trabajo de investigacion, ni utilizado ideas, formulas, ni citas completas
“strictu sensu”, asi como ilustraciones diversas, obtenidas de cualquier
tesis, obra, articulo, memoria, etc., (en version digital o impresa).

Asimismo, dejo constancia de que las citas de otros autores han sido
debidamente identificadas en el trabajo, por lo que no se ha asumido como
propias las ideas vertidas por terceros, ya sea de fuentes encontradas en
medios escritos como en Internet.

Asimismo, afirmo que soy responsable de todo su contenido y asumo, como
autor, las consecuencias ante cualquier falta, error u omisién de referencias
en el documento. Sé que este compromiso de autenticidad y no plagio
puede tener connotaciones éticas y legales.

Por ello, en caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a lo dispuesto
en la Normatividad que implique al programa.

Luis Fernando Bolafios Aparicio

Ciudad de México, a 16 de febrero de 2022
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