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Resumen

El trasplante de microbiota fecal ha sido empleado para el tratamiento de
recurrencias de infeccion de Clostridioides difficile en varios paises del mundo. Para
poder realizar el trasplante de microbiota fecal es necesario contar con un donador
aparentemente clinicamente sano por lo que distintos centros han estandarizado
protocolos para la seleccion de donadores donde se busca minimizar los riesgos
asociados al trasplante. En el pais aun no se cuenta con un protocolo estandarizado
para la selecciéon de donadores de microbiota fecal lo que limita la aplicacion del

trasplante de microbiota fecal en el pais.

Este trabajo se realiz6 desde el 2023 con el objetivo de adaptar, desarrollar y aplicar
un protocolo para la seleccion y caracterizacién de donadores de microbiota fecal
en la Ciudad de Puebla, donde se -consideraron factores regionales vy
epidemiologicos. Para ello se realizé una revisidn de protocolos internacionales y
se tradujeron y adaptaron los cuestionarios usando como base los utilizados por la

Universidad de Calgary.

El proceso de seleccidn se estructurd por fases progresivas: un primer cuestionario
de 12 reactivos como filtro inicial, un segundo cuestionario con 66 preguntas donde
se preguntaba por estilo de vida, antecedentes y factores de riesgo, busqueda de
patdogenos en heces y de microrganismos con resistencia a ceftriaxona vy
meropenem, la realizacién de examenes de laboratorio, asi como una entrevista y

evaluacion psicologica de los participantes.

El proceso de seleccion inicid con la participacion de 502 alumnos de la Benemérita
Universidad Autbnoma de Puebla, de los cuales solo uno resultdé elegible como
donador, representando el 0.20%, mientras que el 99.80% restante fue excluido
durante las distintas fases el protocolo. Durante la busqueda de microorganismos
en heces, 10 participantes fueron sometidos a la determinacién de microrganismos
resistentes a ceftriaxona y a meropenem, el 80% presento resistencia a ceftriaxona,

mientras que ninguno mostré resistencia a meropenem. En la misma fase se detecto



C. difficile en 2 individuos (uno toxigénico y uno no toxigénico), se identificé una

Salmonella spp. y no se encontraron S. aureus.

Se realiz6 la caracterizacion de la microbiota fecal de aquellos participantes que no
presentaron patdégenos durante la busqueda de microorganismos en heces
mediante analisis metagenémico. Los resultados mostraron que los filos mas
abundantes fueron Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria, reflejando un perfil
tipico de microbiota intestinal saludable y consistente con lo reportado en la

literatura.
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INTRODUCCION

Los microorganismos son parte fundamental de la vida, forman parte de diversos
ecosistemas: habitats terrestres, acuaticos, zonas inhdspitas e incluso se
encuentran colonizando otros organismos. En la mayoria de los ecosistemas no es
s6lo un microorganismo el responsable del resultado de la interaccion
microorganismo—hospedador sino es una interaccibn comunitaria de

microorganismos lo que define el resultado (Gestal MC et al, 2024).

Para estudiar la relacion dinamica de microorganismos en un hospedero surgen los
términos metagenoma, microbioma y microbiota estos dos ultimos con frecuencia

han sido utilizados de manera intercambiable.
Microbiota, microbioma y metagenoma

La microbiota es el conjunto de microorganismos vivos que se encuentran en un
ambiente definido, esto incluye bacterias, arqueas, algunos eucariotas como
protozoos, hongos y algas. Whipps en 1988 definié el microbioma como el conjunto
de microorganismos en un habitat definido como su “teatro de actividad” (Whipps et
al, 1988) partiendo de esta definicién Berg y colaboradores en 2020 redefinen el
microbioma como el conjunto de microorganismos que ocupan un ecosistema y las
moléculas que producen estos microorganismos: proteinas, lipidos, polisacaridos,
elementos genéticos moviles, sus acidos nucleicos y metabolitos, y por ultimo el
metagenoma se define como la coleccibn de genes y genomas de los

microorganismos que comprenden la microbiota (Berg et al, 2020).
Microbiota humana

La microbiota humana hace referencia a los microorganismos que habitan distintos
sitios anatémicos, incluyendo el intestino, piel, cavidad oral, pulmones, mucosas,
genitales (Reynoso et al, 2022). La relacién que tiene el humano con la microbiota
es compleja y dinamica, la microbiota va a sufrir cambios desde el nacimiento del
hospedero hasta su muerte, esto debido a distintos factores como lo son la edad,
estilo de vida, nutricién, genética del hospedero, enfermedades (Ogunrinola et al,
2020).



Posterior al nacimiento la composicion de la microbiota se encuentra en un estado
de cambio hasta llegada la adolescencia cuando se estabiliza y se mantiene con
cambios minimos hasta la adultez. Existen factores determinantes como los
antibidticos que pueden provocar un cambio drastico en la composicion de la
microbiota y cuando se llega a la vejez la microbiota nuevamente sufre una

disminucién en la diversidad (Ma et al, 2024).
Microbiota gastrointestinal

El sistema gastrointestinal esta constituido por la boca, eséfago, estomago, intestino
delgado (duodeno, yeyuno e ileon), colon, recto y ano. Este sistema se encarga
principalmente de la digestién de alimentos, absorcidén de nutrientes y la eliminacion
de desechos (Greenwood, 2017). El tracto gastrointestinal cuenta con una superficie
de entre 250 a 450 m? en la cual habitan aproximadamente 100 billones de
microorganismos. Esta microbiota gastrointestinal aporta 100 veces mas el

contenido genomico que el genoma humano (Thursby et al, 2017).

La diversidad y abundancia de la microbiota que se encuentra en los érganos que
constituyen al sistema gastrointestinal es diferente ya que cada nicho o seccidn
cuenta con propiedades distintas (pH, enzimas, nutrientes, oxigeno). Por ejemplo,
el estbmago alberga 10" bacterias/gramo de superficie, en el duodeno 103
bacterias/gramo, yeyuno 10%*gramo, ileo, 107/gramo y en el colon 10"
bacterias/gramo (Dieterich, 2018). El colon se considera uno de los habitats

microbianos con mayor densidad poblacional (Rinninella et al, 2019).
Microbiota intestinal

La microbiota intestinal es un ecosistema heterogéneo y dinamico. En esta
comunidad de microorganismos se encuentran bacterias, hongos, arqueas, virus y
parasitos (Al et al, 2020). Se ha llegado a considerar como un segundo 6rgano ya
que tiene la capacidad de comunicarse con otros 6rganos. Esta retroalimentacion
es multidireccional y se da mediante vias endocrinas, humorales, neuronales,
metabodlicas e inmunoldgicas. La relacion entre la microbiota y la salud es

bidireccional, cuando ocurren alteraciones en la composicion de la microbiota



intestinal se genera un ambiente propicio al desarrollo de enfermedades y a la vez,
la presencia de enfermedades va a modificar la microbiota intestinal. En la figura 1
se ejemplifican otros factores que intervienen en la composicion de la microbiota
intestinal (Afzaal et al, 2022).

En la microbiota intestinal se han encontrado 50 filos bacterianos en mayor
abundancia, pero los 6 filos principales son Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia, (Bull 2014, Hou
2022). Los Firmicutes son el filo mas abundante constituyendo entre el 60 — 80%
de las bacterias totales de la microbiota intestinal seguido por Bacteroidetes que
conforman entre el 15 — 25% (Marik, 2024). El filo Firmicutes esta constituido por
bacterias Gram positivas que poseen un bajo contenido G+C en su genoma. Los
firmicutes incluyen anaerobios, aerobios y formadores de esporas y son uno de los

filos principales en la microbiota humana (Davey et al, 2016).

La proporcién de Firmicutes y Bacteroidetes varia entre individuos, pero aun con
esta variacion son los filos dominantes, es a nivel de especie en donde se observa
una diversidad mayor en la composicién entre individuos. Este fendmeno se puede
explicar ya que diferentes especies bacterianas pueden tener una misma funcién a
lo que se le conoce como redundancia funcional. Un cambio a nivel de composicion
a nivel de especie no necesariamente compromete la funcionalidad (Bull et al,
2014).
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Figura 1. Factores conocidos por impactar en la microbiota intestinal (Siddiqui &
Cresci, 2021).

Disbiosis

A Elie Metchnikoff, inmunélogo, zodlogo y microbiélogo ganador del premio Nobel
de Fisiologia, se le reconoce por sentar las bases del concepto disbiosis. Entre los
afios 1903 y 1908 publicé una serie de ensayos en los cuales expresaba su
preocupacion de la “escasa utilidad” del intestino grueso diciendo que este érgano
solamente proporcionaba el nicho para que proliferaran las bacterias y cémo
algunas de estas bacterias afectan la salud del hombre acortando la vida humana.
Ademas, hablaba de como a futuro podria existir una cirugia para extirpar ese
intestino grueso “inutil”. Mientras tanto recomendaba el consumo de yogurt para la
obtencién de bacterias beneficiosas y evitar consumir alimentos crudos que

llevarian a la aparicion de bacterias dafinas (Hooks et al, 2017).



Actualmente la disbiosis intestinal se define como la disminucion en la cantidad y
diversidad de microorganismos en el intestino. Este estado de desequilibrio puede
ser causado por distintos factores como lo son el trasfondo genético, el estado de

salud, estilo de vida, cultura, e incluso espacio geografico (Hrncir et al, 2022).

Los cambios en la composicion microbiota intestinal pueden ser temporales o
persistentes, esto va a depender del tipo de factor que esté generando esta presion
de seleccion. Los cambios persistentes repercuten en la salud del hospedero
afectando la integridad de la barrera intestinal, la funcién renal, metabdlica,

procesos inflamatorios, entre otros (Safarchi et al, 2025).

Los tratamientos antibidticos tienen un papel clave en el desarrollo de la disbiosis
intestinal, disminuyen la riqueza y diversidad de microorganismos, el incremento de
Proteobacteria y Enterobacteriaceae lleva a un estado proinflamatorio. Este estado
disbidtico puede persistir por anos (Shen et al, 2020). La disbiosis intestinal
predispone al desarrollo de enfermedades, un claro ejemplo es la infeccién por
Clostridioides difficile ya que la colonizacién por esta bacteria solo es posible si el
paciente presenta un estado de disbiosis intestinal, generalmente ocasionada por
consumo de antibioticos. Esta condicion disbidtica afecta el metabolismo bacteriano
alterando la conversion de los acidos biliares y disminuyendo la produccion de
acidos grasos de cadena corta favoreciendo la proliferacion de C. difficile (Cymbal
et al, 2025).

Clostridioides difficile

C. difficile es identificado por primera vez en 1935 por Hall y O’'Toole, estudiando
las variaciones microbianas diarias en las heces de 10 neonatos aparentemente
clinicamente sanos que recibian lactancia materna. Es en ese estudio donde se
describe por primera vez a C. difficile como un anaerobio estricto esporulado
nombrado originalmente Bacillus difficilis por la dificultad de aislarlo. En 1938 se
realiza su primera reclasificacion, donde se ubica dentro del género Clostridium

cambiando su nombre a Clostridium difficile (Rodriguez et al, 2016).



El género Clostridium fue propuesto por Prazmowski en 1880, se encuentra formado
por bacilos Gram positivos anaerobios esporulados y no fue hasta que se emplearon
técnicas moleculares como la secuenciacion parcial y completa del gen ARNr 16S
que se observd la amplia diversidad filogenética dentro de este género, lo que

permitié la reclasificacion de algunos miembros de este (Lawson et al, 2016).

En 2016 Clostridium difficile pasa por su segunda reclasificacidn, un estudio del gen
ARNr 16S demuestra que pertenece a la familia Peptostreptococcaceae. Es por ello
que en una primera instancia se propone el nombre de Peptoclostridium difficile.
Este cambio de nomenclatura no se da debido a la importancia de Clostridium
difficile como patdégeno en diarreas asociadas a la atencion de la salud y este
cambio de nombre implicaria una pérdida econdmica significativa a la industria
hospitalaria por lo que se decide renombrarlo como Clostridioides difficile para que

la abreviatura C. difficile se pudiera seguir utilizando (Rodriguez et al, 2016).

Clostridioides difficile es un bacilo anaerobio estricto Gram positivo que mide 0.5 x
3- 5 ym, es productor de esporas ovaladas y subterminales (Samanta, 2020). Es
posible ver su movilidad en caldos de cultivo ya que posee flagelos peritricos. Su
temperatura 6ptima de crecimiento esta en un rango de temperatura entre 30- 37°C,

aunque es capaz de crecer a 25 y 45°C (Lawson et al, 2016).
Infeccion por Clostridioides difficile

A pesar de que C. difficile se aisla y describe por primera vez en 1935 no es sino
hasta 1978 que se determina como el agente causal de la colitis
pseudomembranosa en pacientes que recibian tratamiento con clindamicina. Estos
aislamientos en heces fueron esenciales para mas estudios que probaran la
correlacion que existe entre la colonizacion de C. difficile, la colitis
pseudomembranosa y el uso de antibiéticos. Con esto se demuestra el papel de C.
difficile cdmo potencial patégeno en individuos que se encuentren bajo terapia con
antibiéticos (Voth et al, 2005). De primera instancia se ha determinado que la
transmision de C. difficile se da en humanos en el entorno hospitalario, pero en los
ultimos afios los casos de infeccion adquirida en la comunidad han aumentado
(Bolton et al, 2023).



La infeccion causada por Clostridioides difficile (CDI) es una enfermedad intestinal
que comienza cuando las esporas son ingeridas por via oral. Los seres humanos
que se encuentren colonizados asintomaticamente o que poseen esta bacteria
cémo parte de su microbiota intestinal pueden actuar como portadores o fuentes de
infeccion (Rupnik, 2024). Existen reportes de reservorios no humanos de
Clostridioides difficile como lo son suelos, mantos de agua, vegetales, animales

tanto de consumo, silvestres como de companiia (Bolton et al, 2023).

Las esporas una vez ingeridas son capaces de detectar la presencia acidos biliares
primarios en el intestino delgado e inducir una cascada de sefalizacion que produce
la germinacién de las esporas a células vegetativas (Shen et al, 2020). La
germinacién se da principalmente en el ileon ya que aqui no solo hay acidos biliares
en altos niveles, sino que ademas cuenta con un pH que favorece este proceso
(Shen, A, 2020). Los acidos biliares primarios (acido colico, acido
quenodesoxicélico) promueven la germinacion de las esporas mientras que los
acidos biliares secundarios (deoxicolato y litocolato) la inhiben. Los acidos biliares
secundarios se obtienen mediante la 7a—deshidroxilacibn que realizan varios
miembros de la microbiota intestinal fungiendo cédmo un papel protector para esta
colonizacion. Esta microbiota intestinal también participa en la produccion de acidos
grasos de cadena corta donde el butirato inhibe el crecimiento de C. difficile (Cymbal
et al, 2025).

Son las células vegetativas de C. difficile las que realizan la excrecién de exotoxinas
que inactivan a proteinas tipo Rho afectando la integridad de las células epiteliales
del intestino. C. difficile posee 2 toxinas relacionadas con la patogénesis, estas
actuan como glucosil transferasas. La Toxina A (TcdA, 308 KDa) provoca la
acumulacién de fluidos en el intestino y Toxina B (TcdB, 270 KDa) que es una
citotoxina (Samanta et al, 2020). La inactivacion de las proteinas Rho se lleva a
cabo a través de la glicosilacion de un residuo de treonina que lleva a la
despolimerizacion de los filamentos de actina y por lo tanto a la muerte celular
(Figura 2), con este dafio al tejido se despierta una respuesta inflamatoria aguda

que produce la colitis pseudomembranosa (Burke et al, 2014).
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Figura 2. Patogenicidad de Clostridioides difficile (Sandhu, B. K., & McBride, S.

M., 2018).

La presentacién clinica de la infeccion puede ir desde una diarrea ligera hasta
agravarse causando dolor abdominal, leucocitosis, y fiebre. En los casos de
infeccién por C. difficile (CDI) de evolucién fulminante, puede provocar la formacion
de pseudomembranas en colon, asi como complicaciones severas como son el
megacolon, sepsis y hasta la muerte (Rupnik et al, 2009). Los factores de riesgo de
CDI son, el uso prolongado de antibitticos, la edad avanzada (personas >65 anos)
los cuales ademas tienden a cursar por CDI mas severa (Czepiel et al, 2019). Otros
factores de riesgo son personas que se encuentran inmunocomprometidas, asi

como aquellos que utilizan supresores del acido gastrico como lo son los inhibidores

de bombas de protones (Althadfi et al, 2022).



Existen las recurrencias de la infeccidn por Clostridioides difficile (rCDI) la cuales se
caracterizan por la reaparicion de los sintomas una vez completado el tratamiento.
Generalmente las recurrencias ocurren dentro de las 8 semanas posteriores al
primer episodio. Una recurrencia de infeccidn por Clostridioides difficile es un factor
de riesgo para la aparicion de nuevas recurrencias. Se ha reportado una tasa de
segunda recurrencia del 40% a pacientes que experimentaron una primera
recurrencia, en el caso de pacientes con dos o mas recurrencias la tasa de

recurrencia aumenta a un 45 — 65% (Song et al, 2019).
Diagnéstico infeccion por Clostridioides difficile

La Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas
(ESCMID) en su guia para el tratamiento de CDI define un episodio de infeccion por
Clostridioides difficile como la presencia de manifestaciones clinicas sugestivas de
CDI en conjunto con inmunoensayos enzimaticos para las toxinas sin evidencia que
sugiera otra causa de diarrea; sintomas clinicos compatible con CDI y prueba
positiva de amplificacién de acidos nucleicos también indican un episodio de CDI; o
bien diagndstico de colitis pseudomembranosa por endoscopia en combinacién con

una prueba positiva a Clostridioides difficile toxigénico (Barbut et al, 2025).

Para realizar un diagnostico correcto de CDI se tiene que hacer uso de la historia
clinica del paciente (factores de riesgo), apoyarse en los examenes de laboratorio y
en caso de ser necesario estudios de imagen y/o endoscopia (Barbut et al, 2025).
La presencia de evacuaciones diarreicas es fundamental para un diagndstico
efectivo, estas evacuaciones se caracterizan por ser deposiciones no formadas (tipo
5 — 7 en la escala de Bristol) con una frecuencia de por lo menos 3 evacuaciones
diarreicas en 24 horas o menos. Si el paciente ademas de los episodios diarreicos
es persona mayor de 65 afos, presenta leucocitosis, comorbilidades vy
principalmente recibe tratamiento antibidtico en los ultimos 3 meses se deben de
realizar pruebas de laboratorio para la confirmacién de CDI (Peng et al, 2018).



Las técnicas de laboratorio para el diagnéstico de CDI se clasifican en 3 grupos de
acuerdo con el objetivo del analisis. Existen métodos que permiten detectar la
presencia de toxinas libres (Neutralizacion de citotoxicidad celular e inmunoensayos
enzimaticos), la presencia de C. difficile toxigénico (Cultivo toxigénico, pruebas
moleculares) o la presencia de C. difficile sin diferenciar una cepa toxigénica de una

no toxigénica (Glutamato deshidrogenasa, cultivo) (Barbut et al, 2025).

El medio de cultivo mas utilizado para el aislamiento de C. difficile es el agar CCFA
(agar cicloserina, cefoxitina y fructosa), al cual se le adiciona taurocolato de sodio
para favorecer la germinaciéon de las esporas. Se incuba durante 48 horas a 37°C
en condiciones anaerobicas. Las colonias tienen una apariencia de vidrio
esmerilado y un olor caracteristico a “establo de caballo” debido a la produccién de

p-cresol (Tenover et al, 2011).

Existen otros medios que permiten el crecimiento de C. difficile como lo es el
Clostridium difficile Selective Agar (CDSA) un medio de cultivo selectivo y
diferencial. Este medio tiene una base de peptona con 0,6% de manitol,
aminoacidos, cefoxitina y cicloserina para inhibir la microbiota fecal. En este medio
de cultivo cuando C. difficile utiliza los aminoacidos aumenta el pH del medio y esto
produce el cambio de color de rojo a amarillo). Se necesita incubar de 48 a 72 horas
a 37°C, y se observan colonias planas con apariencia de vidrio esmerilado y
presentan fluorescencia amarilla cuando se observan con luz ultravioleta (Zimbro et
al, 2009).

El estandar de oro para la determinacion de Clostridioides difficile es el cultivo
toxigénico, el cual consiste en inocular el espécimen (heces) en condiciones
anaerdbicas en un medio especifico como lo es CCFA-T o en un medio nutritivo
como BHI durante 48 horas, posterior a la incubacién se toman las colonias que
presenten la morfologia de C. difficile, esta técnica por si sola no tiene valor
diagnostico y se debe de realizar en combinacion con una técnica que permita la

determinacién de toxinas (Bagdasarian et al, 2015).
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Los inmunoensayos enzimaticos permiten la determinacion de la toxina B y/o A, se
puede realizar la determinacién de ambas toxinas en conjunto o individual. Estos
ensayos utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales para realizar la deteccion
de las toxinas. En el caso de los ensayos inmunoenzimaticos ligado a enzima
(ELISA), los anticuerpos se encuentran en pozos mientras que en la

inmunocromatografia estan fijos en un membrana (Barbut et al, 2025).

La glutamato deshidrogenasa es una enzima que realiza la conversion del
L-glutamato en alfa-cetoglutarato en el ciclo de Krebs, se utiliza para la
determinacion de C. difficile en muestras de heces, por medio de inmunoensayos
enzimaticos (Girinathan et al, 2014). Esta prueba al igual que el cultivo de heces no
tiene un valor diagndstico por si sola debido a que esta enzima se encuentra tanto
en cepas toxigénicas como no toxigénicas por eso se debe de realizar junto con una
técnica que determine la presencia de toxinas A, B y binaria (Bagdasarian et al,
2015).

Por otro lado, la reaccion en cadena de la polimerasa, con esta es posible realizar
la deteccion de los genes que codifican a las toxinas A, B y binaria, asi como de
otros genes de interés, esta técnica moleculares permite la determinacion del
ribotipo (Barbut et al, 2025). El ribotipado por PCR es una técnica de tipificacién
recomendada con fines de vigilancia epidemiolégica, se basa en las diferencias
especificas de cada cepa en el numero y regiones intergénicas ribosomales 16S —
23S (van Rossen et al, 2021). El inconveniente con las técnicas de diagndstico es
qgue no hacen la distincion del estado de portador asintomatico de cepas toxigénicas
donde recae la importancia de un buen diagnéstico clinico del paciente (Barbut et
al, 2025).

Tratamiento de Clostridioides difficile

El tratamiento para CDI por eleccion es la administracion de los siguientes
antibidticos por via oral: vancomicina, el metronidazol y fidaxomicina. Cuando el
paciente esta cursando la infeccion inicial leve a moderada se recomienda utilizar la
vancomicina por via oral en dosis de 125 mg cada 6 horas como tratamiento de
eleccidon, como tratamiento alternativo se usa el metronidazol (Abreu et al, 2019).

11



Se sabe que en una infeccion moderada el metronidazol tiene una eficiencia para

curar la infeccion del 90% y la vancomicina del 98% (Abreu et al, 2019).

Actualmente en los Estados Unidos se recomienda utilizar la fidaxomicina como
tratamiento de eleccidn, sin embargo, este antibiético aun no se encuentra
disponible en Latinoamérica. En casos graves se recomienda el uso de vancomicina
por via oral ya que estudios clinicos controlados han demostrado la superioridad de
este antibidtico en comparacion con metronidazol. Desafortunadamente, en México
no existe la presentacion oral, solo estd disponible en ampolletas para
administracién intravenosa. Sin embargo, estas ampolletas pueden utilizarse por via
oral y al no absorberse en el intestino resulta efectiva para el tratamiento de CDI ya
que en colon se acumula y se llegan a alcanzar altas concentraciones (Abreu et al,
2019).

El Bezlotoxumab es un anticuerpo monoclonal que se une a la toxina B de C. difficile
y se recomienda en pacientes que presentan multiples factores de riesgos para
presentar una recurrencia, se consideran a pacientes mayores de 65 afos,
inmunocomprometidos, que hayan cursado por una infeccion severa de C. difficile
o hayan tenido un segundo episodio de CDI en los ultimos 6 meses (Cymbal et al,
2025).

Cuando un paciente presenta una primera recurrencia de CDI, este se trata con
vancomicina siguiendo un esquema disminuido-pulsado. Este esquema consiste en
administrar vancomicina durante 10 — 14 dias a una dosis inicial y se disminuye la
dosis entre un 25 — 50% cada 1 o 2 semanas, hasta llegar a una dosis fija de 125
mg, posteriormente, se suspende el tratamiento por 1 o 2 dias, repitiendo el ciclo
durante 2 — 4 semanas. Otra opcién para la primera recurrencia es usar la
fidaxomicina en caso de que los tratamientos anteriores hayan sido vancomicina o
metronidazol. En el caso de una segunda recurrencia o en las subsiguientes se

recomienza el trasplante de microbiota fecal (Cymbal et al, 2025).

Los antibidticos que se utilizan para el tratamiento de CDI van a disminuir
unicamente el crecimiento de C. difficile, pero no solucionan la disbiosis que propicia
la infeccidon. Los estudios sobre la composicion de la microbiota intestinal de
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pacientes con infeccién p. difficile describen una disminucion en los géneros
Bacteroides, Actinobacteria, Prevotella y Bifidobacterium y a su vez un incremento

en Proteobacteria, Lactobacillus y Clostridium (Cymbal et al, 2025).
Trasplante de microbiota fecal

Los primeros registros que se tienen del trasplante de microbiota fecal son del siglo
IV en China donde realizaban una suspensién de heces de bebés lactantes la cual
llamaron sopa amarilla. Esta preparacion se administraba de forma oral para tratar
episodios diarreicos severos o intoxicaciones alimenticias, se tienen registros de
esta practica hasta la dinastia Ming en el siglo XVI donde usaban la sopa amarilla

para tratar enfermedades abdominales (Cymbal et al, 2025).

En 1958 Eiseman y colaboradores administraron heces por medio de enemas a 4
pacientes con colitis pseudomembranosa (Eiseman et al, 1958), en aquellos afos
se desconocia que el agente causal eran Clostridioides difficile, pero ya se tenia la
evidencia de casos de colitis pseudomembranosa posterior al uso de antibioticos
por lo que postulan que este tratamiento podria “Restablecer el equilibrio de la

naturaleza” (Khoruts et al, 2017).

El trasplante de microbiota fecal puede realizarse con la recuperacion completa de
la microbiota en el paciente, como el caso de REBYOTA, pero también es posible
realizar formulados con consorcios bacteriano. REBYOTA RBX2660 es el primer
producto comercial preparado de microbiota fecal aprobado por la Administraciéon
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés)
Esta formulacion se administra por via rectal en una Unica dosis para la prevencion
de recurrencias de CDI. Este producto fue probado en un ensayo clinico fase 3,
donde pacientes con CDI recurrente lo recibieron y se observd que el 75% de los
pacientes tuvieron éxito terapéutico y el 84% de los pacientes permanecieron libres
de recurrencia después de 6 meses de seguimiento (Blair et al, 2023).

Por otro lado, otro producto es SER-109 (VOWST™) se trata de un producto oral
de trasplante de microbiota fecal constituido con esporas de Firmicutes. Se realiz6
un ensayo clinico fase 3 con un grupo placebo donde se observd que el grupo
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placebo tuvo un riesgo mayor a presentar recurrencias de CDI del 40% mientras
que en el grupo que recibe el trasplante es fue del12% En 2023 la FDA aprob¢ el
uso VOWST™ para prevenir recurrencias de infeccidon por Clostridioides difficile en
adultos (Sims et al, 2023).

La base para este tipo de terapia es tomar las heces de un donador sano y recuperar
la microbiota fecal la cual se administra al paciente para que la microbiota de este

se restaure y regrese al equilibrio (Wang et al, 2019).

El trasplante de microbiota fecal (TMF) puede ser administrado al paciente por
medio de diferentes mecanismos el cual dependera de la seleccion del médico ya
que poseen beneficios, asi como riesgos. Dentro de las vias estan las siguientes:
oral, colonoscopia, y enema (Vindigni & Surawicz, 2017). Asi mismo es posible
utilizar suspensiones frescas, congeladas vy liofilizadas, para el caso de CDI se
realizd un metaanalisis para evaluar la eficacia de FMT para tratar rCDI y no se
observo una diferencia significativa en la eficiencia del tratamiento entre el uso de
suspensiones en fresco (92%), congeladas (93%) o por enema (93%) y capsulas
(90%) (Song et al, 2019).

En el caso de TMF como terapia para CDI es necesario realizar un buen diagndstico
clinico del paciente e identificar el estadio de la enfermedad. El primer paso para el
tratamiento de CDI es conocer qué es lo que lo provoco en el paciente. La terapia
inicial consiste en el uso de metronidazol por 10 dias, si no se observa mejoria o si
este no puede tomar metronidazol se usa vancomicina. Cuando se trata de casos
severos Yy recurrentes asociados a antibioticos es cuando es necesario considerar

el trasplante de microbiota fecal. (Liubakka et al, 2016).

Un intestino sano se caracteriza por poseer una alta diversidad y numero de
microorganismos que forma la microbiota intestinal, en contraste un intestino
disbidtico presenta una disminucion en el numero y la diversidad microbiana
permitiendo el desarrollo de Clostridioides difficile y las manifestaciones clinicas de
CDI (Respuesta inflamatoria por parte de neutréfilos y formacion de

pseudomembranas). Para tratar este estado disbidtico ha surgido tratamientos
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terapéuticos dirigidos a restaurar la microbiota intestinal, los cuales se obtienen de

la microbiota intestinal de un donador (Figura 3).

El objetivo de usar el FMT como tratamiento de CDI es para restaurar la eubiosis y
asi controlar la infeccion. Se ha realizado una comparativa en la microbiota intestinal
en pacientes con CDI antes y después de esta terapia y se ha encontrado como se
realiza el cambio de la composicion de la microbiota y aumenta la cantidad de

Firmicutes y Bacteroidetes (Vindigni & Surawicz, 2017).
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Figura 3. Intestino sano versus intestino disbiético y tratamientos bioterapéuticos
(A. Romero-Rodriguez, C. Martinez de la Pena, S et al, 2022).

Donadores de materia fecal para trasplante de microbiota
El trasplante de microbiota fecal (FMT) es un procedimiento terapéutico complejo
ya que la seleccion de un donador requiere de una serie de exadmenes serologicos,

hematoldgicos y busqueda de patdgenos en heces. En la ultima década el trasplante

de microbiota fecal ha aumentado su relevancia en el ambito clinico y cientifico, y
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con ello se ha incrementado la demanda de donadores de microbiota fecal por lo
que es necesario realizar protocolos de seleccion de donadores para minimizar los
riesgos asociados al trasplante. Se busca que el donador no tenga obesidad ni
ninguna comorbilidad, asi como no tener un historial de enfermedades
autoinmunes, tatuajes recientes entre otros criterios de exclusién lo que hace que

este proceso sea extenuante (Bhutiani et al, 2018).
Riesgos del trasplante de microbiota fecal

El trasplante de microbiota fecal como todo procedimiento terapéutico tiene riesgos
asociados a su uso. Los efectos adversos asociados al TMF pueden ser menores
como son inflamacién intestinal, flatulencias, nausea, alteracién del patron de
evacuacion, asi como efectos graves por ejemplo fiebre, infeccion, sepsis,

transmision de agentes infecciosos y la muerte (Dailey et al, 2019).

El método por el cual se administra el trasplante de microbiota fecal también puede
traer consigo efectos adversos. La administracion por la via gastrointestinal superior
se ha asociado a mas efectos adversos que la via gastrointestinal inferior con un
indice de incidencia de 43.9% y 20.6% respectivamente. Ademas, se han reportado
casos de neumonia aspirativa fatal consecuencia de un FMT administrado por
sonda naso duodenal; por lo que el personal médico que realiza el trasplante debe
de considerar la clinica del paciente para la seleccidn del método de administracion
(Park et al, 2021).

Al tratarse de la introduccion de microorganismos vivos existe el riesgo de introducir
patdgenos o microorganismos portadores de resistencia. En 2019, dos pacientes
receptores de un trasplante de microbiota fecal en Estados Unidos adquirieron una
Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido (ESBL) como
consecuencia de trasplante de microbiota fecal que resulté en una infeccion del
torrente sanguineo costando la vida a uno de los pacientes; esto fue debido a que,
el protocolo de seleccion del donador no incluia la determinacién de ESBL lo que
llevé a la FDA a hacer un comunicado de la importancia de este tamizaje (Merrick
et al, 2020).
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En otro incidente relacionado en Estados Unidos se tuvo el reporte de seis
infecciones causadas por E. coli enteropatégena (EPEC) y E. coli productora de
toxina Shiga (STEC) asociadas al trasplante de microbiota fecal, dos de los
pacientes afectados fallecieron, aunque no esta claro si la infeccién contribuy6 a los
decesos (Merrick et al, 2020).
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ANTECEDENTES
Antecedentes generales

La microbiota intestinal es un ecosistema dinamico y heterogéneo que juega un
papel clave en la salud del hospedero, participa activamente en la conservacion de
la mucosa del intestino, mantiene la integridad de la barrera epitelial, participa en la
regulacion inmunolégica, el metabolismo y en condiciones fisiologicas. Los
microorganismos que conforman la microbiota intestinal mantienen una relacién
simbidtica con su hospedero, pero cuando ocurren alteraciones que perturban la
composicién y abundancia de la microbiota intestinal puede llegar a una disrupcién
en esta relacién predisponiendo al hospedero al desarrollo de enfermedades (Bien
et al, 2013).

El trasplante de microbiota fecal (TMF) para el tratamiento de rCDI cuenta con una
eficiencia terapéutica cercana al 90%, pero aun con su alta tasa de éxito esta terapia
alternativa cuenta con limitantes para su difusion y aceptacién como lo son el
desconocimiento, la falta de experiencia y los riesgos inherentes asociados al
trasplante (Rondinella et al, 2024).

Antecedentes especificos

Gbémez Rivera (2019) realiza la deteccion de Clostridioides difficile en muestras de
heces de pacientes de tres hospitales mexicanos (2 en ciudad de Pueblay 1 en la
Ciudad de México). De un total 44 muestras de heces, se identificaron aislados de
12 Clostridioides difficile toxigénicos y 7 no toxigénicos, lo que refleja la presencia

de cepas de C. difficile tanto toxigénicas como no toxigénicas en el pais

Veldzquez Romero (2021) realiza la deteccion C. difficile en portadores
asintomaticos. Trabaja con 63 muestras de las cuales: 6 muestras amplificaron el
gen tpi, 2 fueron de Clostridioides toxigénico y 4 de Clostridioides no toxigénico, lo

que evidencia la presencia de C. difficile en individuos sin sintomas clinicos.
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Ortiz Flores (2024) realiza el analisis de gendmica comparativa entre cepas de
Clostridioides difficile aisladas en México y de otras partes del mundo. De manera
experimental, trabajo con 16 muestras de heces de las cuales logré obtener y
analizar la secuenciacion de 9 genomas de C. difficile. Entre sus hallazgos se
identificaron 20 genes de virulencia incluyendo toxinas, reguladores de toxinas y
factores de adherencia. Ademas, reportdé que el 25% de las cepas presentaban
resistencia a vancomicina y el 37.5% de las cepas eran resistentes a metronidazol,
estos resultados proporcionaron una compresion mas detallada de la virulencia y el

perfil de resistencia de las cepas de C. difficile a nivel nacional.

Romano Valerio (2023) realiza el analisis metagenémico de la microbiota intestinal
mexicana evaluando su relacion con la infeccion de Clostridioides difficile (CDI) y el
estado de portador asintomatico. En el grupo de sintomaticos el género mas
abundante fue Escherichia-Shigella (36 — 71%), observandose ademas una
disminucion del filo Firmicutes (25%). En contraste, en el grupo asintomatico, el
género mas abundante fue Bifidobacterium (20 — 65%) y Firmicutes se mantuvo
como filo el dominante (73%), reflejando diferencias significativas en la composicién

de la microbiota intestinal de los portadores asintomaticos y pacientes con CDI.

REBYOTA es el primer producto de microbiota fecal aprobado por la FDA, Estados
Unidos y Canada se llevd a cabo un ensayo clinico fase 3 con pacientes 793
cursando CDI recurrente, se incluyeron pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal o inmunocomprometidos. Se administré una dosis unica de REBYOTA por
via rectal 24 — 72 horas después de finalizar con el tratamiento de antibidticos. Los
resultados mostraron que la mayoria de los eventos adversos fueron leves o
moderados con solo un 3.9% graves, mientras que la tasa de éxito terapéutico a 8
semanas fue del 73.8%, y entre estos pacientes, el 91% permanecieron libres de

recurrencia después de 6 meses de seguimiento (Feuerstadt et al, 2025).

SER-109 (VOSWT™) producto oral constituido con esporas purificadas del filo
Firmicutes, fue disefado para restaurar la microbiota intestinal y prevenir
recurrencias de CDI (rCDI). En un ensayo clinico fase 3 con un grupo placebo,

pacientes con tres o mas episodios de rCDI recibieron SER-109 o un placebo
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después de terminar con el tratamiento antibiético. Los resultados mostraron que el
porcentaje de pacientes con recurrencia de infeccion fue menor en el grupo tratado
con SER-109 (12%) con respecto al grupo placebo (40%) (Feuerstadt et al, 2022).

El doctor Thomas Louie es profesor de microbiologia y enfermedades infecciosas
en la Universidad de Calgary, asi mismo tiene el cargo de director médico de
programa de prevencion y control de infecciones. El doctor Louie es un referente en
el trasplante de microbiota fecal, especialmente de su uso para el tratamiento de
recurrencias de CDI, ha realizado mas de 100 trasplantes de microbiota fecal desde

los afos 80s (Branswell, 2013).

(Martinez-Ayala et al, 2019) en México reportan un trasplante de microbiota fecal en
un paciente con SIDA que presentaba colitis grave por CDI el cual no respondi6 al
tratamiento antibidtico. Ante el deterioro clinico del paciente se decidio realizar un
trasplante de microbiota fecal donde la madre del paciente fue seleccionada como
la donadora. A la madre se le pregunto por antecedentes de enfermedades cronicas
y le realizaron pruebas serolégicas para hepatitis A, B, C y VIH, coprocultivo,
coproparasitoscopico y deteccion de toxinas de C. difficile, todas negativas. Se
obtuvieron 50 gramos de heces, se homogenizaron en solucion salina y se
administré al paciente por via sonda naso yeyunal, a las 48 horas del trasplante el

paciente presenté mejoria.

(Lopez-Vidal et al, 2021) reportan una serie de ocho pacientes en México con CDI
que no respondieron al tratamiento antibiético estandar, se incluyeron pacientes con
VIH-SIDA, lesiones del sistema nervioso central o antecedentes quirurgicos. Estos
8 pacientes fueron tratados mediante trasplante de microbiota fecal. El trasplante
se administr6 mediante enema y se utilizaron heces de donadores previamente
seleccionados siguiendo criterios del Consenso Europeo del 2017. La mayoria de
los pacientes presentaron una mejoria de los sintomas dentro de las 24 horas
posteriores al trasplante y durante el seguimiento que realizaron se mostré una

eficiencia del 88%).
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JUSTIFICACION

La microbiota intestinal desempenfa un papel crucial en la salud humana, afectando
el sistema inmunologico, la digestion, la absorcion de nutrientes y la prevencién de
enfermedades. Se ha demostrado que el trasplante de microbiota fecal es efectivo
en el tratamiento de infeccion recurrente de Clostridioides difficile por lo que la
optimizacion de la seleccidn de donadores puede a futuro mejorar la eficacia y la
seguridad de estos trasplantes ya que al tener un protocolo de seleccién y
caracterizacion de donadores se minimizan los riesgos potenciales asociados con
el trasplante de microbiota fecal, como lo es la transmision de patdgenos o la
introduccidn de cepas microbianas no deseadas que poseen resistencia a

antibioticos.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Adaptar, desarrollar y aplicar un protocolo para la seleccion y caracterizacion de
donadores de microbiota fecal en la Ciudad de Puebla considerando factores

regionales y epidemiologicos.
Objetivos especificos

1. Identificar los criterios clinicos y microbioldgicos mas relevantes utilizados en
estudios previos y protocolos de seleccién de donadores para trasplantes de

microbiota fecal en pacientes con CDI.

2. Elaborar cuestionarios para la exclusion de donadores como primer filtro de

seleccion.

3. Descartar la presencia de microorganismos resistentes a antibiéticos,
patogenos intestinales y Clostridioides difficile en la muestra de heces del

posible donador.

4. Conocer el estado fisiolégico y psicoldgico de los donadores potenciales en
la Ciudad de Puebla, al obtener, mandar a analizar a través de estudios de
laboratorio clinico, muestras de sangre, orina y heces y realizar la valoracion

psicologica de acuerdo con el protocolo establecido.

5. Secuenciar el metagenoma intestinal del posible donador
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MATERIAL Y METODOS
Revision, analisis y estructura de protocolos

Se utilizaron cuestionarios previamente utilizados por la Universidad de Calgary los
cuales fueron traducidos al espanol, de los cuales se seleccionaron preguntas que
se consideraron relevantes, los cuestionarios originales en inglés se presentan en
el Anexo 1. Asi mismo, se realiz6 una revision bibliografica de protocolos vy criterios
de seleccion de donadores de microbiota fecal con el fin de identificar criterios
clinicos y microbioldgicos para la seleccidon de los participantes del estudio. Esta

informacion sirvio para disefar las dos encuestas de seleccion de donadores.
Encuestas

Se elaboraron y aplicaron encuestas para la seleccion y caracterizacion de
potenciales donadores de microbiota fecal considerando factores regionales y
epidemioldgicos. Las encuestas se realizaron en Google Forms, y para facilitar el
acceso se elabor6 un péster con un codigo QR que dirigia a la encuesta 1 (ver
Anexo 2). Se obtuvo la participacion de alumnos de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla durante el periodo enero 2024 — mayo 2025.

En el primer cuestionario de 12 reactivos se preguntd por la edad, sexo,
antecedentes con antibidticos y medicamentos, disponibilidad, historial de

enfermedades infecciosas y gastrointestinales (Anexo 3).

El segundo cuestionario de 60 reactivos se aplicé a aquellos candidatos que
pasaron el primer cuestionario, en este se preguntdé sobre consumo de
medicamentos, historial de transfusiones sanguineas y trasplantes, vida sexual,
tatuajes y perforaciones en los ultimos 6 meses, antecedentes familiares y
personales de enfermedades, y movilidad intestinal. Los estudiantes se clasificaron

como candidatos a donador o no candidatos a donador (Anexo 4).

Etica: Los participantes firmaron consentimiento informado, los nombres y datos se

manejaron de manera anénima (Anexo 5).
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Muestras de heces

Se recolectaron muestras fecales de los participantes que fueron clasificados como
candidatos a donador tras responder ambas encuestas de seleccion, las muestras

se procesaron en el mismo dia de su recepcion.
Procesamiento de materia fecal

Se pesaron 0.500 g de materia fecal y se suspendieron en 500 uL de agua destilada
estéril, se homogenizé por medio de agitacion en el vortex. De esa suspension 1:1

se hicieron diluciones seriadas 1:10 hasta obtener dilucién 1 x 1077.

Busqueda de Clostridioides difficile en la materia fecal de los participantes

del estudio

Se pesaron 0.500 g de materia fecal y se suspendieron en 500 yL de etanol
absoluto, se homogenizé la muestra en un vortex y se dejo actuar por una hora.
Este choque etilico se usa como un pretratamiento para eliminar microorganismos
no esporulados. Posteriormente se tomaron 100 pL de la muestra tratada y se
sembré en una placa de CCFA-T (Agar cicloserina-cefotixina-fructosa con
taurocolato, Wilson et al, 1982) con ayuda de un tubo de vidrio estéril se realizé un
sembrado masivo, se incubaron en anaerobiosis a 37°C por 48 horas. Después del

tiempo de incubacion se realizo la seleccion de 1 a 5 colonias por muestra.

Aquellas colonias que crecieron en CCFA-T y resultaron positivas a C. difficile por
medio de PCR del 16S, se sembraron en tubos de 3 mL de caldo BHlI, los tubos se
incubaron en anaerobiosis a 37°C por 48 horas, se tom6é 1 mL del caldo con
crecimiento y se colocé en un tubo Eppendorf, se obtuvo el paquete celular por
centrifugacion a 12,000 rpm por 5 minutos, se resuspendio el paquete con500 L
de caldo BHI y se mezclé con 500 uL de glicerol para almacenarse - 80°C hasta su

posterior uso.
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Busqueda de Salmonella

Se sembraron por estria cruzada100 pyL de una dilucién 1 x 1072 en una agar SS,
con el fin de obtener colonias aisladas. Las placas se incubaron en condiciones
aerobias a 37°C por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacién aquellas placas que
presentaran colonias presuntivas de Salmonella se identificaron mediante su
morfologia colonial observandose colonias incoloras con centro negro. Dichas
colonias fueron enviadas a Lopez Garcia del laboratorio de microbiologia
hospitalaria para su confirmacién, la cual consistié en la inoculacién de las colonias

en agar XLD (Agar xilosa-lisina-desoxicolato).
Busqueda de Staphylococcus aureus

Se tomaron 100 pL de la dilucion 1 x 1072 y se colocaron en una placa de agar sal
manitol, se realizé siembra por estria cruzada con el fin de obtener colonias
aisladas. Las placas se incubaron en condiciones aerobias a 37°C por 24
horas.Pasado el tiempo de incubacion, se seleccionaron colonias presuntivas de S.
aureus por su morfologia colonial observandose colonias lisas, convexas y color
amarillo, a las que se les realizd prueba de catalasa y tincion Gram para su

confirmacion.

Para realizar la prueba de catalasa con el asa bacterioldgica estéril se tomd una
colonia aislada y se extendié en el centro de un portaobjetos limpio, después se
coloco una gota de peréxido de hidréogeno al 5%, el burbujeo inmediato se toma

como un resultado positivo.
Busqueda de Escherichia coli diarreagénica y conteo de enterobacterias

Se tomaron 100 pL de la dilucion 1 x 10™ y se colocaron en una placa de
MacConkey, con un tubo de vidrio estéril se realizé un sembrado masivo con el fin
de distribuir de manera uniforme la muestra en la placa. Las placas se incubaron en
condiciones aerobias a 37°C por 24 horas. Cuando se cumplid el tiempo de
incubacion, se realiz6 el conteo de colonias de bacterias fermentadoras de lactosa
y no fermentadoras reportando UFC/mL. Se tomaron 5 clonas de cada placa

presuntivas de Escherichia coli y se realizé un segundo aislamiento de cada clona
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en placas de MacConkey con divisiones. Cada una de las clonas sospechosas a E.
coli fueron sembradas en tubos de 3 mL de caldo LB y se incubaron con agitacion
en condiciones aerobias a 37°C por 24 horas. De los tubos que crecieron de LB se

tomaron 900 pL y se mezclarén con 600 pL de glicerol para guardarse - 70°C.

Para la determinacion de patotipos diarreagénicos de E. coli se siguio el protocolo

de Velez Garcia 2025 y se realizaron las PCR individuales correspondientes.

Tabla 1. Genes y patotipos diarreagénicos de Escherichia coli segun la tesis
de Velez Garcia 2025

Patotipo diarreagénico | Genes
EHEC stx1A
Stx2A
ETEC stat
eltB
EPEC bfpA

Busqueda de enterobacterias con resistencia a antibiéticos

Se tomaron 100 pL de la dilucion 1 x 1072 y se colocaron en una placa de
MacConkey con ceftriaxona (CRO) 4 mg/L, con un tubo de vidrio estéril se realizd
un sembrado masivo con el fin de distribuir de manera uniforme la muestra en la

placa. Las placas se incubaron en condiciones aerobias a 37°C por 24 horas.

Cuando se cumplié el tiempo de incubacién, se realizé el conteo de colonias de
bacterias con resistencia a CRO, el mismo procedimiento se realizé con las placas

de MacConkey con meropenem.

Se tomaron 3 clonas de cada placa y se realizé un segundo aislamiento de cada
clona en placas de MacConkey con ceftriaxona con divisiones. Cada una de las
clonas sospechosas de ser E. coli fueron sembradas en tubos de 3 mL de caldo LB
con ceftriaxona y se incubaron con agitacion en condiciones aerobias a 37°C por 24

horas.
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De los tubos que crecieron de LB con ceftriaxona se tomaron 900 pL y se mezclo
con 600 uL de glicerol para su conservacion a - 80°C. Se realizd el mismo

procedimiento con las placas de MacConkey con meropenem 8 mg/L.

Identificacion de genes especificos para la identificacién de Clostridioides
difficile
Se realizaron PCR con un volumen final de 15 pL por reaccién que contenian Dream

Taq DNA polimerasa, Buffer 10X, dNTPs 10 uM, asi como oligonucleétidos 10 uM
para los siguientes genes: 16S ARNr, tcdA, tcdB, cdtA y cdtB.

Para 16S ARNr las condiciones del termociclador fueron las siguientes:
Desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 94°C, a continuacién 32 ciclos de una
segunda desnaturalizacién por 20 segundos con una de 94°C, para la alineacién 30
segundos a 56°C, extension de 30 segundos a 72°C y extension final de 5 minutos
ar72°C.

En cuanto a los genes que codifican para las toxinas (fcdA, tcdB, cdtA y cdtB) las
condiciones del termociclador fueron las siguientes: Desnaturalizacion inicial por 5
minutos a 94°C, a continuacién 32 ciclos de una segunda desnaturalizacion por 30
segundos con una de 94°C, para la alineacion 30 segundos a 55°C, extension de

30 segundos a 72°C y extension final de 10 minutos a 72°C.

Los productos de PCR tanto de 16S ARNr como los genes de las toxinas se
cargaron en geles de agarosa al 1% con buffer TAE 0.5X, se empleé un marcador
de 100 pb para estimar el peso de los amplicones, para revelar los geles estos se

tineron con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador UV.
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Tabla 2. Concentraciones de los componentes empleados en PCR

Concentracion

Concentracion

Componente
inicial final
H,O PiSA estéril - -
Dream Taq DNA polimerasa S U/pL 0.025 U/uL
Buffer Dream Taq DNA polimerasa 10X 1X
(Thermo Scientific)
dNTPs 10 mM 0.2 mM
Oligo forward 10 uM 0.3 uM
Oligo reverse 10 uM 0.3 uM

Tabla 3. Genes utilizados para la identificacion de Clostridioides difficile

mediante PCR

. Tamano
Tamanio Concentracion del
Gen | Codifica | del gen l M Primers lic Referencia
(pb) oligos (pM) amplicon
_ (pb)
16s |  ARN C e Sadeghifard
ARNr ”b‘;%"sma' 1500 10uM c. difficile | 230 ot al, 2006
16S R
. tcdA F Ackermann et
tcdA | Toxina A 8,200 10 uM tcdA R 629 al, 2004
. tcdB F Ackermann et
tcdB | Toxina B 7,900 10 uM tcdB R 410 al, 2004
Subunidad
. cdtA F Beer et al,
cdtA A.toxma 1,392 10 uM cdiA R 221 2005
binaria
Subunidad
. cdiB F Beer et al,
cdtB I?E);[r?;(:ir;a 2,631 10 uM cdiB R 262 2005
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Extraccion de ADN metagenémico de las muestras de heces

Para realizar la secuenciacion del metagenoma intestinal, se utilizé una alicuota por
candidato las cuales se descongelaron y pesaron 0.200 gramos de materia fecal y
se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL. EIl ADN metagendémico se extrajo
empleando el Kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep (Catalogo D6010, Zymo

Research) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La calidad del ADN se evalué mediante un electroforesis en gel de agarosa al 1%,
se cargaron 3 pL de extraccion de ADN, para revelar el gel este se tifieron con

bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador UV.

La concentracion de ADN de cada muestra se obtuvo empleando un Nanodrop de
acuerdo con las instrucciones del proveedor, se tomaron los valores de absorbancia
a 260 nm y 280 nm para obtener los valores de relacion A260/A280 para evaluar la
pureza de las muestras previo a su secuenciacion. EI ADN obtenido fue entonces
almacenado a -20°C hasta su envio para su secuenciacion, enviandose un volumen

de 20 uL por cada muestra.
Secuenciacion de ADN

Las muestras fueron enviadas a SeqCenter, Pittsburg, Estados Unidos para su
correspondiente secuenciacion, la secuenciacion se realizé con la plataforma
lllumina MiSeq de las regiones V3 y V4 del gen 16S ARNr con una profundidad de
secuenciacion de 50,000 lecturas donde se obtuvieron lecturas pareadas de 301 pb
cada una, los datos crudos se entregaron en 2 archivos FASTQ por cada muestra

(forward y reverse).

Analisis bioinformatico de las secuencias del gen 16S, asignaciéon

taxonémica y generacion de graficas

Las secuencias se analizaron utilizando el pipeline bioinformatico nf-core/Ampliseq
version 2.11.0 y el analisis se ejecutd por medio de comandos en la terminal de
Ubuntu. Con este pipeline se realizé el control de calidad de secuencias. Con
Cutadapt se hizo el recorte de lecturas, ademas se obtuvo la inferencia de variantes

de secuencia de amplicones (ASVs) mediante DADAZ2.
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Posteriormente se efectud la clasificacion taxonémica con QIIMEZ2 utilizando la base
de datos de SILVA version 138. Con esta clasificacion se generaron tablas y graficos
de abundancia relativa en porcentajes de filio, familia y género. Asi mismo se realizd
el analisis de las secuencias de la super donante mexicana reportada por Ortiz-
Olvera et al en 2023, disponibles en NCBI bajo el numero de acceso PRJNA97449,
con el propdsito de tener una referencia con la cual realizar la comparacién de los

perfiles taxondmicos de los candidatos de este estudio (Straub et al, 2020).
Examenes de laboratorio de los participantes

Una vez los candidatos pasaron las 2 encuestas de seleccidn y no presentaron
indicios de patdgenos en la evaluacion inicial, se les indico la realizacion de estudios
de laboratorio con el objetivo de conocer su estado clinico. En las muestras de
sangre se realizd biometria hematica completa, quimica sanguinea y pruebas
serologicas para VIH, sifilis y hepatitis A, B y C; en orina incluyd, examen general

de orina y urocultivo; y en heces, examen coprologico y coproparasitoscopico.
Entrevista y valoracion psicolégica de los candidatos

Los candidatos a quienes se les realizaron los exdmenes de laboratorio y cuyos
resultados se encontraron dentro de los valores de referencia fueron sometidos a
una entrevista y valoracion psicoldgica. La evaluacion incluydé una entrevista, asi
como la aplicacion de la Escala de Hamilton para depresion y ansiedad y el
Inventario de Depresion y Ansiedad de Beck el cual fue autoadministrado por cada
candidato. La valoracion psicologica se realizé en una sesion individual con una
duracion aproximada de 30 minutos y fue llevada por la maestra en neuropsicologia

Andrea Espero Flores de la Universidad de Guadalajara.
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RESULTADOS

Proceso de seleccidn y filtrado de candidatos a donador de microbiota fecal

Para la elaboracién del protocolo de seleccion vy filtrado de participantes se realizo

una revision bibliografica con el objetivo de identificar los criterios clinicos vy

microbioldgicos empleados en protocolos previos de seleccion de donadores de

microbiota fecal. En la tabla 4 se presenta una seleccion de los articulos utilizados

junto con su aporte al disefio del protocolo de seleccion.

Tabla 4. Articulos representativos y su aporte al disefio del protocolo de

seleccion de donadores de microbiota fecal

Articulo

Aportes

Clostridium difficile Infection
and Fecal Microbiota
Transplant (Liubakka et al,
2016).

Preguntar por antecedentes de enfermedades
gastrointestinales

Preguntar por antecedentes de enfermedades
autoinmunes

Fecal Microbiota
Transplantation (Vindigni &
Surawicz, 2017)

Realizar determinacion de VIH, Hepatitis A, By C,
sifilis por medio de VDRL, Salmonella

Technical Aspects of Fecal
Microbial Transplantation

(FMT) (Bhutiani et al, 2018).

Incluir biometria hematica completa y quimica
clinica

Determinacion de toxinas de toxinas de
Clostridioides difficile mediante PCR

Fecal microbiota
transplantation: Review and
update (Wang et al, 2018).

Comportamiento sexual de alto riesgo
Uso de drogas recreativas
Rango de edad de 18 a 65 afos

Pathway for recruitment of
healthy volunteers for

Busqueda de microorganismos resistentes a
antibiéticos
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purposes of Fecal Microbiota -
Transplantation incluiding -

patients with mental Health

conditions (Louie, Taylor, & -

Larios, 2020)

Rango de edad de 18 a 45 afos

Preguntar por antecedentes propios y familiares
con enfermedades psiquiatricas y mentales
Preguntar por antecedentes propios y personales
de trastornos neurolégicos desconocidos de causa

desconocida

Con la finalidad de seleccionar a los candidatos a donador de microbiota fecal en la

ciudad de Puebla, se aplicaron fases progresivas de exclusién siguiendo los criterios

clinicos y microbiolégicos previamente establecidos mediante 2 cuestionarios y

busqueda de microorganismos en heces, esto se puede ver un diagrama de flujo

del proceso en la figura 4. Se implementd un proceso de seleccidn por fases que

incluyé una primera fase con una encuesta inicial disefiada como el filtro principal

del proceso de seleccidn, una segunda fase con una encuesta mas robusta de estilo

de vida y factores de riesgo, busqueda de microorganismos en heces, examenes

de laboratorio para caracterizacion clinica y microbiolégica y una evaluacion

psicoldgica, las fases del proceso de seleccion se encuentran esquematizadas en

la figura 4.

Primera

fase
12 reactivos

Cuestionario fase #1

+ Edad

+ Sexo
Antecedentes con
antibidticos y otros
medicamentos

* Antecedentes con
enfermedades
gastrointestinales
Disponibilidad

»

Segunda

fase
60 reactivos

Cuestionario fase #2

.

.

.

Profesion
Consumo de
medicamentos
Transfusion,
trasplante
Tatuajes,
perforaciones
Vida sexual
Antecedentes
familiares y
personales de
enfermedades
Movilidad intestinal

»

Busqueda de

Clostridioides difficile,

Salmonella,
Staphylococcus
aureus, Escherichia
coli y enterobacterias
con resistencia a
antibidticos

« Secuenciacion del

metagenoma
intestinal

»

Examenes
de
laboratorio

Biometria hematica
completa
Quimica sanguinea

* Pruebas serologicas:

VIH, hepatitis A, B y
C, VDLR para sifilis
Examen general de
orina

* Urocultivo
* Examen coprologico

Coproparasitoscopico

Evaluacion
psicologica

* Entrevista
* Hamilton para

depresion

» Hamilton para

ansiedad

* Test de ansiedad de

BECK

* Test de depresion de

BECK

Figura 4. Esquema del proceso de seleccion y evaluacién de los candidatos a

donador de microbiota fecal.
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Para seleccionar a los candidatos a donador de microbiota fecal se aplicaron fases
progresivas de exclusion siguiendo los criterios clinicos y microbiologicos
previamente establecidos mediante 2 cuestionarios y busqueda de
microorganismos en heces, esto se puede ver en un diagrama de flujo del proceso
en la figura 5. La primera fase consté de una encuesta con 12 reactivos en la cual
se obtuvieron datos generales de los estudiantes como edad, sexo, antecedentes
con antibiéticos y otros medicamentos, asi como antecedentes con enfermedades
gastrointestinales y disponibilidad. Se consiguio la participacién de 502 estudiantes
de nivel superior de la BUAP, de los cuales se descartaron 389 (77.49%)
principalmente por el uso de antibidticos en los ultimos 6 meses (41%), una
autopercepcion de salud no favorable (31.7%), historial de uso de antibiéticos por
infecciones recurrentes (26%), uso de medicamentos (23%) y padecimientos
intestinales (21.5%)

De los 113 participantes que pasaron la primera fase, 36 fueron excluidos por falta
de respuesta, resultando en un total 77 participantes en la segunda fase. Esta fase
constd de un cuestionario mas robusto (60 reactivos) donde se les pregunté por su
profesidén, consumo de medicamentos, historial con transfusiones y trasplantes, vida
sexual, antecedentes propios y familiares de enfermedades y movilidad intestinal,
en esta fase se excluyeron 65 participantes (84.42%) por motivos diversos entre los
que destacan la presencia de caries (56.81%), antecedentes en enfermedades
psiquiatricas tanto personales como familiares (29.54%) e historial de alergias
(22.72%). De los 77 participantes en la segunda fase, 12 (15.58 %) de ellos
avanzaron a la fase final. Esta fase incluyé la busqueda de microorganismos en
heces, examenes clinicos de laboratorio: biometria hematica completa, quimica
sanguinea, serologia, examen general de orina, urocultivo (VER ANEXOS 6, 7 y 8)

y evaluacién psicoldgica.

Para la busqueda de microorganismos en heces se analizaron las muestras fecales
de los 12 candidatos a los cuales se les realizd la busqueda de Clostridioides
difficile, Salmonella, Staphylococcus aureus, patotipos diarreagénicos de

Escherichia coli y la presencia de microorganismos con resistencia a antibiéticos
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CRO y meropenem. Tras completar todas las fases del proceso de filtrado se
concluy6 con la seleccion de un unico candidato a donador de microbiota fecal

terminando el proceso con una tasa de exclusion total del 99.80% (figura 5).

Motivos de exclusidn decisivos del primer
Primera fase cuestionario

9502 participantes

Padecimiento intestinalcrénice |GG 21.50%

Antibidticos porinfecciones —
recurrentes 26%
425 participantes Uso de medicamentos 23%
excluidos ) o
No considerarse clinicamente I 0%
Sanos
Uso de anfibioticos (ultimos 6 I ¢ 1.00%
meses)
hJ
Motivos de exclusidn en el segundo
Segunda fase cuestionario
T? partlc:lpantes Drogas recreativas 9 09%

Vida sexual o 11.36%
Infecciones DN 11.36%
l 65 participantes Autoinmunes T 20, 45%
Alergias —————— 22.72%
Enf psiquidtricas ———o—1 2054%
Caries I 5 63 1%

excluidos

Blusqueda de mo
en heces
12 candidatos

Motivos de exclusién en la blisqueda de mo en
11 participantes heces

‘L excluidos

Clostridioides toxigénico mmm 8.33%
Clostridicides no toxigénico mm 8.33%
Salmonella B 5.33%

Conclusion del

proceso Candidato no elegible =3 8.33%
1 donador Autoexclusion T 16.67%

. Resistencia ceftriaxona G 0. 00%
seleccionado

Figura 5. Diagrama de los resultados del flujo del proceso de filtrado y exclusion de
participantes para la seleccion de donadores de microbiota fecal. Se realizaron 2
fases de cuestionarios y busqueda de microorganismos, se indica el numero de
participantes que se excluyeron en cada una de las fases, asi como los principales

motivos de exclusibn con sus respectivos porcentajes. Nota: “‘mo” =

microorganismos.
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Con los datos de sexo y edad de los participantes ambas encuestas se analizé la
frecuencia de participacion de hombres y mujeres. En la figura 6 se presenta la
composicion demografica por edad y sexo de todos los participantes del estudio y
que contestaron la encuesta uno (502 personas). Se observa una mayor
participacion de hombres con 294 hombres y 208 mujeres, y el rango de edad mas

frecuente fue de 22 a 23 ainos.

A si mismo, en la figura 7 se muestra la frecuencia de edad y sexo de los
participantes que pasaron a la fase dos, y contestaron la encuesta dos (77
personas), donde también se observa una mayor proporciéon de participantes
hombres (48) en relacion con mujeres (29), estos resultados sugieren que la
composicion por edad y sexo de los participantes se mantuvo consistente en ambas

fases. El rango mas frecuente fue de 21 a 23 afios.

=30 afos 22 [ 30
28-29 afios 4 . 4
26-27 afos zc [ 19
20-21 anos 87 59
18-19 afios s [l s

16-17 anos 0 5
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Figura 6. Distribucion de edad y sexo de los participantes de la encuesta 1
(n =502), se incluyen 294 hombres y 208 mujeres.
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Figura 7. Distribucion de edad y sexo de los participantes de la encuesta 2
(n =77), se incluyen 48 hombres y 29 mujeres.

Para determinar posibles diferencias entre hombres y mujeres en su elegibilidad
como candidatos en relacion con las variables clinicas y de estilo de vida, se
analizaron variables categdricas con la prueba de chi-cuadrada de Pearson
utilizando el software SPSS que se muestra en la tabla 5. Los datos que se
analizaron corresponden a la segunda fase del proceso de seleccién, en la cual se
les aplicd una encuesta de 60 reactivos a 77 participantes de los cuales 48 fueron
hombres y 29 mujeres. El analisis estadistico de los datos obtenidos de 77
participantes incluyo las variables: edad, sexo, nacionalidad, profesién, consumo de
medicamentos, antecedentes de riesgo, caracteristicas de las evacuaciones
intestinales, historial de enfermedades gastrointestinales e infecciosas vy

antecedentes médicos relevantes.

La muestra fue mayoritariamente mexicana y estuvo compuesta principalmente por
estudiantes de licenciatura. En la mayoria de las categorias no se observan
diferencias significativas entre mujeres y hombres, sin embargo, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en consumo de vitaminas (p = 0.016),
visitas al dentista en las ultimas 2 semanas (p = 0.043), presencia de caries (p =
0.001) e inflamacién intestinal (p = 0.008), estos hallazgos sugieren que el sexo se
asocia con determinadas variables relacionadas con la salud y el autocuidado.
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Tabla 5. Analisis estadistico de la encuesta 2

. , Mujeres Hombres Peargon
Variable Categoria (n = 29) (n = 48) Chi- Valor p
Square
Nacionalidad Mexicano 29 o
(100%) | 47 OT9%) | 9612 | 0.434
Extranjero - 1(2.1%)
Profesion Estudiante 23 o
(79.3%) 39 (81.3%)
Licenciado 4 (13.8%) | 4 (8.3%)
Ingeniero - 3 (6.3%) 2599 0.627
Maestro 1(3.4%) 1(2.1%)
Doctor 1(3.4%) 1(2.1%)
rabajar con 2(6.9%) | 4(83) | 0.052 | 0.820
Factores No se percibe 4(13.8%) | 7 (14.6%) | 0.009 | 0.924
asociados al clinicamente sano
estado de salud Sedentarismo - 1(2.1%)
Antg_cedentes ) 1(2.1%)
familiares
Ansiedad 3 (10.3%) - 9.097 0.168
Depresion 1(3.4%) -
Hipertensién - 1(2.1%)
Gastritis - 1(2.1%)
Consumo de Consumo regular de 10 o
medicamentos de | medicamentos (34.5%) 8 (16.7%) 3.204 0.073
forma habitual Antidepresivos 1 (3.4%) 1(2.1%) 0.133 0.715
Antihipertensivos - 1(2.1%) 0.612 0.434
Antiinflamatorios 1(3.4%) - 1.677 0.195
Corticosteroides 1(3.4%) - 1.677 0.195
Hormonas 1(3.4%) - 1.677 0.195
Magnesio - 2 (4.2%) 1.241 0.265
Suplementos o o
alimenticios 3(10.3%) | 1(2.1%) 2.505 0.113
S;ﬁf&i”m 1(34%) | 2(42%) | 0025 |0.8746
Vitaminas 5(17.2%) | 1(2.1%) 5.781 0.016*
Inmunosupresores 1(3.4%) - 1.677 0.195
Uso de agentes Prebidticos - 1(2.1%) 0.612 0.434
moduladores de la | Probidticos 3(10.3%) | 7 (14.6%) 0.287 0.592
microbiota Antibidticos 3(10.3%) | 5(10.4%) | 0.0001 0.992
intestinal en los Aminoglucésidos - 1(2.1%)
ultimos 6 meses Betalactamicos 2(6.9%) | 3(6.3%)
Anfenicol 1(3.4%) - 2.875 0.579
Cefalosporinas - 1(2.1%)
g”ehg)r'ggr?:sbomba 4(13.8%) | 9(18.8%) | 0.317 | 0.574
(o)
Uso de hormonas 2 (6.9%) ) 3.399 0.065
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Consumo de Levotiroxina 1(3.4%) -
medicamentos Toépicas o 3.399 0.183
hormonales 1(3.4%) )
s;ﬁfig)es”tos 6 (20.7%) | 11 (22.9%) | 0.052 | 0.819
Hierro 2 (6.9%) 1(2.1%) 1.119 0.290
Vitaminas 6 (20.7%) | 10 (20.8%) | 0.0002 | 0.988
Historial de Recibié vacunas 4 (13.8%) | 6 (12.5%) 0.027 0.870
vacunacion en los | Vacuna COVID 19 - 2(4.2) 1.241 0.265
ultimos 6 meses Vacuna hepatitis 1(3.4%) - 1.677 0.195
Vacuna influenza 4 (13.8%) | 5(10.4%) 0.200 0.655
Vacuna tétanos 1(3.4%) 1(2.1%) 0.133 0.715
Salud dental Visita dentista 4(13.8%) | 1(21%) | 4.082 | 0.043*
ultimas 2 semanas
Brackets 2 (6.9%) -
Resina 1(3.4%) -
Ortodoncia - 1(2.1%) 7.490 0.112
Extraccion 1(3.4%) -
¢ Tienes caries? 25 18 (37.5%) | 17.393 | 0.000*
(86.2%) | 18(37:5%) | 17. :
Antecedentes de | Accidente 5(17.2%) | 11 (22.9%) | 0.354 | 0.552
accidente con punzocortante
objetos <1mes?9 1(3.4%) 2 (4.2%)
punzocortantes 1 mes 8 - 1(2.1%)
2 meses 7 1(3.4%) 1(2.1%)
3 meses 6 - 1(2.1%)
4 meses 5 - 1(2.1%) 2.572 0.922
5 mese 4 - -
6 meses 3 - -
> 6 meses 2 1 (3.4%) 3 (6.3%)
No recuerda 1 2 (6.9%) 2 (4.2%)
Vida sexual y Sexualmente activo | 20 (69%) | 24 (50%) 2.655 0.103
factores de riesgo | Condon 15
asociados (51.7%) 30 (62.5%) | 0.864 0.353
Implante 1 (3.4%) 1(2.1%) 0.133 0.715
nticonceptivos
- (2.1% . :
A 1(21%) | 0612 | 0.434
orales
DIU 2 (6.9%) - 3.399 0.065
Relaciones
sexuales casuales 4 (13.8%) | 10 (20.8%) | 0.602 0.438
Multiples parejas o o
sexuales 1(3.4%) | 5(10.4%) 1.222 0.269
Enfermedades . 1(21%) | 0612 | 0434
transmisioén sexual
Tratamiento para
enfermedades - 1(2.1%) 0.612 0.434
transmisién sexual
Uso drogas 1(3.4%) | 6(12.5%) 1.792 0.181
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Uso de sustancias

Consumo bebidas

. " 1(3.4%) - 1.677 0.195
recreativas alcohdlicas
Antecedentes Enfermedad 6(20.7%) | 4(8.3%) | 2442 | 0.118
personales de gastrointestinal
enfermedades Estrefiimiento 3 (10.3%) 1(2.1%) 2.505 0.113
gastrointestinales !nﬂamamon 4 (13.8%) ) 6.983 | 0.008*
intestinal
Intestino irritable - 2 (4.2%) 1.241 0.265
Colitis nerviosa 1(3.4%) - 1.677 0.195
Gastritis - 1(2.1%) 0.612 0.434
Historial con Enfermedad 1(3.4%) | 8(16.7%) 3.060 0.080
infecciones bacteriana ) ' ' '
bacterianas Escherichia coli - 2 (4.2%)
Campylobacter - 1(2.1%)
Salmonella 1(3.4%) | 4(83%) | >+ | 0487
Helicobacter pylori - 1(2.1%)
Clostridioides
difficile o 1(3.4%) 1(2.1%) 0.133 0.715
Helicobacter pylori
Historial con Infeccion viral 1(3.4%) 4 (8.3%) 0.711 0.399
infecciones virales | Gripe - 1(2.1%)
Faringitis - 1(2.1%)
COVID-19 - 1(2.1%) 4.118 0.533
Herpes simple - 1(2.1%)
Adenovirus 1(3.4%) -
sintomas COVID 19 | 1(3.4%) | 6 (12.5%) 1.792 0.181
Frecuencia de Nunca 5(17.2%) | 5(10.4%)
desparasitacion Infancia - 4 (8.3%)
No recuerdo 2(6.9%) | 5(10.4%)
> 2 afios 2(6.9%) | 6(12.5%)
1 afo 12 o 6.356 0.499
(41.1%) 16 (33.3%)
1 aflo > 6 meses 1(3.4%) 4 (8.3%)
6 meses 7(24.1) 7 (14.6%)
< 6 meses - 1(2.1%)
Ultima Nunca 1 (3.4%) -
desparasitacion Infancia - 3 (6.3%)
No recuerdo 4 (13.8%) | 5(10.4%)
> 6 anos - 1(2.1%)
4 — 6 anos 1(3.4%) 2 (4.2%)
3 afios 1 (3.4%) 1(2.1) 7.363 0.691
2 afnos 3(10.3%) | 7 (14.6%)
2>1aho 7(24.1%) | 6 (12.5%)
1 afo > 6 meses 8 (27.6%) | 19 (39.6%)
6 meses 2 (6.9%) 2 (4.2%)
< 6 meses 2 (6.9%) 2 (4.2%)
Historial con Ha tenido
parasitosis parasitosis ) 2 (4.2%) 1.241 0.265
Endolimax nana - 1(2.1%) 1.241 0.265
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No recuerdo el

. - 1(2.1%)
parasito
Bristol mayoria de | Bristol 7 - -
las veces Bristol 6 - -
Bristol 5 - -
Bristol 4 11 o
(37.9%) | 22(458%) | 5974 | 0226
Bristol 3 17 o
(58.6%) 20 (41.7%)
Bristol 2 1(3.4%) | 6(12.5%)
Bristol 1 - -
Patron de 1 vez al dia 15 o
evacuacion (51.7%) 24 (50%)
2 veces al dia 5(17.2%) | 13 (27.1%)
2 a 3 veces al dia 1(3.4%) - 4.082 0.395
3 veces al dia 7 (24.1%) | 11 (22.9%)
3 veces ala 1(3.4%) )
semana
Frecuencia de O veces ala 12 o
presentar semana (41.4%) 13 (27.1%)
evacuaciones no 1 vez a la semana 11 o
formadas @7.9%) | 2@ o0
2 veces ala o o ' '
semana 5(17.2%) | 9 (18.8%)
Mas de 3 veces a la 1(3.4%) 3 (6.3%)
semana
Color heces 8a10 14 o
(48.3%) 18 (37.5%)
6a10 7(24.1%) | 7 (14.6%)
6a7 6 (20.7%) | 20 (41.7%) | 032 | 0327
<3 2 (6.9%) 2 (4.2%)
11a12 - 1(2.1%)
Antecedentes con | Hemorroides 1 (3.4%) 1(2.1%) 0.133 0.715
hemorroides, Evacuaciones con
episodios sangre ultimos 3 2 (6.9%) 1(2.1%) 1.119 0.290
diarreicos y meses
Snere_rescon | Dareatitimos S| g (27.6%) | 17(354%) | 0506 | 0477
Historial de
evacuaciones con 2 (6.9%) - 3.399 0.065
sangre
Antecedentes A,ntecedentes, ) 1(2.1%) 0.612 0.434
personales o cancer de colén
familiares con Antecedentes
diferentes demencia causa 1 (3.4%) - 1.677 0.195
enfermedades desconocida
Antecedentes
enfermedad 6 (20.7%) | 10 (20.8%) | 0.000 0.988
psiquiatrica
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Antecedentes

enfermedades 7(24.1%) | 6(12.5%) 1.745 0.187
autoinmunes
Antecedentes con | Padece alergias 4 (13.8%) | 9 (18.8%) 0.317 0.574
alergias Alergias 3(10.3%) | 5(10.4%) | 0.000 | 0.992
alimentarias
Alergias 4(13.8%) | 4(8.3%) | 0579 | 0447
ambientales

Prueba de chi-cuadrada de Pearson, *valores de p < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Analisis experimentales de muestras fecales de donadores

Para determinar la elegibilidad como donadores de microbiota fecal, a los 12
candidatos que cumplieron los criterios para continuar en el estudio, se realizé la
busqueda de patdégenos en heces incluyendo Salmonella, Clostridioides difficile,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli diarreagénicas, ademas del conteo de
colonias lactosa positivas y negativas y busqueda de microorganismos con

resistencia a ceftriaxona y meropenem.

La identificacion de patdégenos se realizé por métodos de cultivos en medios
especificos y deteccion molecular dependiendo el microorganismo a aislar o
confirmar. De las 12 muestras de posibles donadores, 2 de ellas presentaron
crecimiento sugerente a Salmonella spp en agar SS, las cuales se resembraron en
XLD como medio selectivo de confirmacién, solo 1 (8.33%) muestra resulté positiva
para Salmonella. Por otro lado, se identificaron 2 (16.67%) muestras positivas a
Clostridioides difficile y se confirmaron por medio de PCR del gen ARNr 16S
utilizando oligos especificos. A estas cepas aisladas de C. difficile se les determind
el perfil toxigénico mediante PCR de toxinas, identificandose una cepa toxigénica y
una no toxigénica. En cuanto a la busqueda de Staphylococcus aureus no se
detectd crecimiento compatible en ninguna de las muestras de los candidatos. El
protocolo molecular para la deteccion de patotipos diarreagénicos de Escherichia
coli se aplicd unicamente en el candidato seleccionado como donador, sin
identificarse patotipos diarreagénicos. La deteccion de patdégenos llevo a la

exclusion del 16.67% de los candidatos en la busqueda de microorganismos.
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Durante la busqueda de microorganismos en heces se evaluaron 12 participantes,
de ellos 11 (91.7%) fueron eliminados en esta fase del proceso de seleccion, el resto
de los candidatos fue eliminado por los hallazgos microbiolégicos donde la principal
causa de exclusion fue la presencia de enterobacterias con resistencia a ceftriaxona
(80%). de los cuales 2 se autoexcluyeron y 1 fue excluido de manera temporal
debido al consumo de antibiéticos durante la busqueda de microorganismos. Al
finalizar el proceso unicamente un candidato cumplié con los criterios clinicos y

microbioldgicos para ser elegible como donador de microbiota fecal.

En esta etapa del proceso de seleccion, se realizaron los analisis clinicos en sangre,
orina y heces, asi como la evaluacion psicolégica unicamente en aquellos
candidatos en los que resultaba aplicable. De los 12 candidatos que formaron parte
de la busqueda de microorganismos, se seleccionaron a aquellos que no portaron
los microorganismos buscados, por lo que solo tres (ID: C84, C99, C106) pasaron
a la siguiente etapa y fueron sometidos a los examenes clinicos de laboratorio. Los
analisis incluyeron biometria hematica completa, quimica sanguinea, serologia,
examen general de orina, urocultivo, examen coprolégico y coproparasitoscopico,
los resultados de los analisis clinicos de los tres candidatos se encontraron dentro
de los valores de referencia, por lo que pasaron a la siguiente etapa de evaluacién
(ver Anexo 5) (Tabla 6.)

La evaluacion psicologica se realiz6 mediante una entrevista realizada por una
psicologa clinica, en la cual se utilizaron las escalas de ansiedad de Hamilton y
depresion de Beck para la determinacion de signos de depresion y ansiedad. Esta
prueba no fue aplicada al candidato C84 porque decidié abandonar el estudio. Por
lo que solo se aplico en los candidatos ID C99 y C106, quienes cumplieron con los
criterios psicologicos establecidos, para continuar con el estudio. Sin embargo, el
candidato C99, tuvo que ser suspendido temporalmente del estudio debido a que
tomo antibidticos, lo cual no le permitia seguir en el estudio (Tabla 6).

En la evaluacién de resistencia a antibiéticos 2 de 12 candidatos fueron excluidos
antes de la busqueda de microorganismos resistentes a antibiéticos en sus
muestras fecales. Uno de los candidatos (C99) fue eliminado debido al uso previo
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de antibidticos y el otro candidato (C84) por su autoexclusion. Como resultado
unicamente 10 muestras fecales fueron sembradas en 2 tipos de placas, agar
MacConkey suplementado con meropenem y MacConkey suplementado con
ceftriaxona, no se observo crecimiento en las placas con meropenem, en contraste

8 (80%) de las 10 muestras presentaron resistencia a ceftriaxona (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen del analisis para seleccion de donadores de materia fecal

para trasplante.

Busqueda de

Busqueda de Busqueda de Busqueda de Escherichia coli enterobacterias Anélisis Evaluacién Elegibilidad
( PSRTIN . . “ k i eni . . Py . P
Busqueda de Salmonella Clostridioides difficile Staphylococcus diarreagénica y cqnteo de con resistencia clinicos psicoldgica como donador
aureus enterobacterias 2 antibioticos

Entrevista,

Clones test

Sangre,
sospechosas orina, heces Hamilton
E. coli y serologia Beck y

0.51 x 107 UFC/mL
. LAC pos . .
No aplica No aplica 0.03 x 10" UFC/mL No aplica No aplica
LAC neg

0.15 x 107 UFC/mL
LAC pos
0.10 x 107 UFC/mL

LAC neg

. s s 0.39 x 107 UFC/mL " N
No aplica LAC pos No aplica No aplica

0.23 x 107 UFC/mL
No 7 7 LAC pos P
concluyente flclaplica flclaplica 0.20 x 107 UFC/mL flclaplica
LAC neg
0.1 x 107 UFC/mL
. ) LAC pos
No aplica No aplica 0.51 x 10" UFC/mL
LAC neg
4.41 x 10" UFC/mL
: ; LAC pos ) .
No aplica Presente No aplica 0.09 x 107 UFC/mL No aplica No aplica
LAC neg
0.42 x 107 UFC/mL
. ) . LAC " "
No aplica No aplica No aplica 0.06 x 10,%0'?0/“_ No aplica No aplica
LAC neg
1.70 x 10" UFC/mL
. ) . LAC " "
No aplica No aplica No aplica 0.14 x 10,%0'?0/“_ No aplica No aplica
LAC neg
1.61 x 10" UFC/mL
. " " LAC pos " 5
No aplica No aplica No aplica 0.14 x 10" UFC/mL No aplica No aplica
LAC neg
1.43 x 10" UFC/mL
. 7 7 LAC pos P B
No aplica No aplica No aplica 0.30 x 107 UFC/mL No aplica No aplica
LAC neg
7.8 x 107 UFC/mL
. 7 7 LAC pos P B
No aplica No aplica No aplica 1.6 x 107 UFC/mL No aplica No aplica
LAC neg

Conteo en Mac Ceftriaxona y
Conkey meropenem

Confirmacion PCR de Agar sal
en agar XLD toxinas manitol

Estatus final

No

Presente
concluyente

No aplica No aplica No aplica
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Analisis de metagenomas de participantes en el estudio

Se mandaron a secuenciar las muestras de ADN obtenidas de las muestras fecales
de 5 candidatos a donador (ID: C74, C106, C266, C329 y C330) quienes fueron
seleccionados debido a la ausencia de patdogenos en heces, especificamente

Salmonella, Clostridioides difficile y Staphylococcus aureus.

La secuenciacion se realizé en SeqCenter en las regiones variables V3 y V4 del gen
16S ARNr y el andlisis del metagenoma se llevé a cabo mediante el pipeline nf-
core/ampliseq v2.11.0. Estos analisis se muestran como abundancias relativas a
nivel de filo en la figura 8, a nivel de familia en la figura 9 y a nivel de género en la
figura 10, como abundancias relativas donde ademas del analisis multiple de los 5
candidatos se realiz6 una comparacion con la composicion taxonomica de la
superdonante del estudio de Ortiz-Olvera, 2023. A pesar de las diferencias en la
abundancia relativa en los diferentes niveles de microorganismos componentes de
microbiota entre los candidatos y la superdonante se observé una composicion

taxondmica similar que coincidié en los principales filos, familias y géneros.

En la evaluacion comparativa a nivel de filo se encontré al filo Firmicutes como
predominante en todos los candidatos (71.59% - 93.69%), Bacteroidota fue el
segundo filo mas abundante (3.98% - 11.98%) en algunos candidatos y
Actinobacteria (0.37% - 22.76%) como lo observado en el caso de la super donante,

asi mismo se encontraron variaciones interindividuales en el resto de los filos.

A nivel de familia al igual que lo observado a nivel de filo los candidatos muestran
una composicion comparable con el perfil de referencia, se encontré a
Lachnospiraceae (29.51% - 53.57%), Ruminococcaceae (15.66% - 25.99%) y
Bifidobacteriaceae (0.26% - 16.50%) como las familias bacterianas principales. Al
comparar con la superdonante, se observo que los porcentajes de Lachnospiraceae
(32.04%), Ruminococcaceae (21.32%) son comparables a los rangos de los
candidatos mientras que Bifidobacteriaceae se presenté con menor abundancia en

la superdonante (0.08%).

50



En el nivel taxonémico de género es donde se observo una mayor diversidad y
perfiles heterogéneos entre los candidatos, se identificaron como géneros
predominantes a Blautia (9.12% - 12.62%), Faecalibacterium (4.77% - 12-89%),
Bifidobacterium (0.26% - 16.50%), Ruminococcus (0.66% - 11.20%) y Agathobacter
(1.89% - 9.54%). Al realizar la comparacion cona la superdonante, se observo que
Faecalibacterium (9.14%), Bifidobacterium (9.14%) y Ruminococcus (6.31%) se
encuentran dentro de los rangos de los candidatos mientras que Blautia (2.35%) y

Agathobacter (3.61%) presentaron menor abundancia que los candidatos.
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DISCUSION

El trasplante de microbiota fecal (FMT) es una estrategia terapéutica que se ha
implementado para revertir la disbiosis intestinal y tratar diversas enfermedades,
especialmente infecciones recurrentes por Clostridioides difficile, actualmente
existen lineas de investigacion que buscan implementar el FMT en otras patologias
en las que la asociacién causal con la disbiosis intestinal aun no esta claramente

establecida.

El éxito del trasplante de microbiota fecal depende en gran medida por la seleccion
adecuada de los donadores, el protocolo de seleccion debe disminuir los riesgos
asociados al trasplante para garantizar la seguridad del receptor. A pesar de la
relevancia del trasplante de microbiota fecal en otros paises, en México existen
pocos estudios que describan de manera sistematica el proceso de seleccion de
donadores e incluya la caracterizaciéon de la microbiota intestinal, por ello en el
presente trabajo se realiz6 un proceso riguroso de seleccidn y caracterizacion de
candidatos mexicanos proporcionando informacion clave que pueda servir como
referencia a futuros protocolos de trasplante de microbiota fecal en el pais. A
continuacion, se discuten los resultados obtenidos en el presente estudio

comparandolos con estudios previos.

Durante la primera fase de seleccidon se aplico una encuesta inicial a 502
participantes de los cuales 387 (77.5%) fueron excluidos por no cumplir con los
criterios de inclusion en esta etapa de preseleccion, de los 113 candidatos restantes,
36 (31.9%) se perdieron durante el seguimiento con un grupo final de 77
participantes (15.3%) para la segunda fase. Esta tasa de exclusién y perdida de
participantes es similar a la reportada por Dubouis et al, (2020) quienes reportaron
que, de 7,969 candidatos en su primera fase, solo 3,866 (48.5%) avanzaron en el
proceso de seleccion, 1,018 (12.8%) fueron eliminados por no cumplir con los
criterios de inclusién y 3,084 (38.7%) dejaron de responder durante el proceso de
preseleccion. Estos hallazgos sefalan que aun tras cumplir con los criterios de
seleccion, es frecuente que los candidatos no continien en el proceso lo que

constituye un desafio para la seleccion de donadores y remarca la importancia de
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implementar estrategias de seguimiento activo de los candidatos para mejorar la

retencion de estos (Dubouis, et al, 2020).

La seleccion de candidatos a donador de microbiota fecal es un proceso riguroso
en el que un gran numero de candidatos son descartados en distintas etapas del
proceso debido a factores clinicos, microbiolégicos y personales. Yau et al, (2021)
evaluaron a 119 candidatos de los cuales 75 (63%) no pasaron la fase de
cuestionario, dentro de las razones logisticas (19/75, 25.33%) padecimiento de
enfermades crénicas o uso de medicamentos a largo plazo (11/75, 14.67%), uso de
antibidticos en los ultimos 3 meses (5/75, 6.67%) (Yau et al, 2021). De manera
similar Jergensen et al (2018) en su proceso de seleccion 79 (57.7%) candidatos
fueron excluidos, entre las causas de exclusion 39.2% fueron por alergias, 5.1% a
enfermedades cronicas, 5.1% al uso reciente de antibidticos y 2.5% a depresion.
Asi mismo 36 de 79 candidatos presentaron sintomas gastrointestinales (Jargensen
et al, 2018)

En concordancia con los hallazgos de Yau y Jgrgensen, en la primera fase de
nuestro trabajo, el uso de medicamentos elimind al 23% de los 506 participantes y
el uso de antibidticos en los ultimos 6 meses excluyd al 41% y el 21.5% por
padecimientos intestinales, en la segunda fase 22.7% de los 77 candidatos fueron
eliminados por alergias. Estos resultados son consistentes con lo reportado por
Jargensen, evidenciando los criterios clinicos, el historial con medicamentos y
padecimientos intestinales como causas frecuentes de exclusién. La comparaciéon
con estos estudios resalta la importancia de realizar encuestas que consideren

multiples factores clinicos para la seleccion de candidatos.

En la segunda fase del proceso de seleccion el 56.81% de los 77 candidatos fueron
eliminados por la presencia de caries siendo este el principal motivo de exclusion,
el segundo motivo de exclusion fueron antecedentes de enfermedades psiquiatricas
con la exclusion del 29.54% de los candidatos, estos hallazgos son consistentes
con lo reportado por He et al, (2021), quienes en el 2017 evaluaron a 511 candidatos
a donador de FMT en China y observaron que el 19.9% de los candidatos fueron

excluidos en la evaluacion de salud mental y 4.31% por problemas de salud oral,
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aunque los porcentajes no son directamente comparables debido a la diferencia en
el tamafo de la poblacidn, estos hallazgos sefialan la importancia de considerar la
salud bucal y el estado mental en la seleccidon de donadores por la potencial
influencia que puede tener sobre la composicién de la microbiota fecal del

candidato.

Durante la busqueda de microorganismos del presente estudio se identificaron 2
candidatos con Clostridioides difficile una de esa cepas era toxigénica y la otra no
toxigénica. Para la deteccion de Clostridioides difficile y clasificacion se realizaron
PCR especificas, adecuada incluso para la identificacion en individuos
asintomaticos (et al, 2017). Estos resultados coinciden con los hallazgos de
Paramsothy et al, (2015) estudio en el que 15 candidatos fueron excluidos por la
presencia de patdgenos y uno de ellos fue por la presencia de Clostridioides difficile
toxigénico detectado también mediante PCR, por lo que la deteccién de patégenos
en donantes asintomaticos es relativamente comun lo que refuerza la importancia
de realizar un cribado para la deteccion de portadores asintomaticos y asi garantizar

la seguridad del trasplante (Paramsothy et al, 2015).

Bénard et al (2022), en las pruebas microbiolégicas y examenes de laboratorio
clinico tuvieron la exclusion de 91 de 148 candidatos (61%) en los motivos resalta
la deteccion de patdogenos como Escherichia coli productora de toxina Shiga
(STEC), parasitos, virus intestinales y alteraciones en los parametros de los
examenes de laboratorio (Bénard et al, 2022). Siguiendo estos resultados, 3
candidatos fueron sometidos a los examenes de laboratorio clinico (Biometria
hematica completa, quimica sanguinea, serologia, examen general de orina,
urocultivo, examen coproldgico y coproparasitoscopico) donde no se observaron
alteraciones en los resultados clinicos de ninguno de los candidatos ni se
encontraron parasitos, la determinacién de patotipos diarreagénicos de E. coli se
aplicé a un solo candidato con resultado negativo, es posible que de haberse
evaluado la totalidad de los candidatos (12) que llegaron al final del proceso los
resultados hubieran sido diferentes y al igual que lo reportado por Bénard et al,

(2022) estos criterios hubieran sido clave para el filtrado de mas candidatos.
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De acuerdo con el Boletin Epidemiologico de México (Semana 52 de 2025) se
reportaron 36,144 casos acumulados de Salmonelosis, fiebre tifoidea y paratifoidea
a nivel nacional. En Puebla se tuvieron 58 de fiebre tifoidea, 34 de fiebre paratifoidea
y 1,147 de otras salmonelosis, lo que refleja la prevalencia de este patdgeno en la
poblacion mexicana, respaldado la posibilidad de detectar candidatos asintomaticos
portadores de Salmonella como se observé en nuestro estudio (Secretaria de salud,
2025).

En el estudio de Yau et al (2021) 19 de 33 candidatos que completaron los analisis
de heces fueron portadores de E. coli productora de ESBL y 1 candidato portado de
Staphylococcus aureus meticilina resistente, en nuestro trabajo no se detecté el
crecimiento de Staphylococcus aureus por lo que no se evaluo resistencia a
meticilina. De manera consistente Tamez-Torres et al, (2020) en su estudio en
Ciudad de México reportaron que 72 de 85 (84.7%) candidatos a donador de
microbiota fecal portaban al menos un microorganismo multidrogoresistente siendo
Escherichia coli el mas frecuente, ademas encontraron 4 enterobacterias
resistentes a carbapenémicos y un microorganismos productor de ESBL (Yau et al
2021) (Tamez-Torres et al, 2020).

Nosotros encontramos que 8 de 10 candidatos (80%) presentaron enterobacterias
con resistencia a ceftriaxona y no se encontraron enterobacterias con resistencia a
meropenem en ninguno de los candidatos, estas pruebas se realizaron con fines de
seleccion y aunque no se realizé la determinacidn de microorganismos productores
de ESBL ni se determiné el perfil multidrogoresistente los resultados sefialan una
clara existencia de resistencia a antibidticos en las muestras de heces de los
candidatos y abren a la posibilidad de investigaciones futuras para caracterizar los
microorganismos que crecieron y determinar su impacto en la seguridad de los

trasplantes de microbiota fecal.

Adicionalmente 1 de 12 candidatos (8.33%) fueron descartados por consumo
reciente de antibidticos durante la busqueda de microorganismos lo que coincide
con lo reportado por Rondinella et al (2024), quienes senalaron que un 0.4% de los
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candidatos fueron excluidos por el mismo motivo, estos resultados destacan la
relevancia de mantener una comunicacion continua con los candidatos para lograr
una adecuada caracterizacion durante el filtrado, asegurando que las muestras

sean apropiadas para ser utilizadas para trasplante de microbiota fecal.

Respecto a la composicion del metagenoma intestinal de los candidatos analizados
en este estudio, destaca que los filos predominantes fueron Firmicutes 71.59% -
93.69%, Bacteroidota (3.98% - 11.98%) y Actinobacteria (0.37% - 22.76%). Estos
resultados son comparables con lo reportado en otros donadores de microbiota
fecal, como en el trabajo de Morales et al (2024) que reportaron a Firmicutes como
el filo dominante en donadores (64.5%), seguido de Bacteroidota (16.7%) y
Actinobacteria (6.7%) donde se observa una variabilidad interindividual comparable
a la observada en el presente estudio. En el trabajo de Leet et al, (2022) observaron
el mismo fendmeno de Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria como los filos
predominantes en donadores, estos 3 filos son entonces una constante taxonémica
en la microbiota intestinal de donadores de microbiota fecal. Los Firmicutes y
Bacteroidetes fermentan carbohidratos no digeribles en acidos grasos de cadena
corta (Acetato, propionato y butirato) que son utilizados por el hospedero como
fuente de energia, asi como participan en la regulacion metabdlica e inmunoldgica
(Andoh, 2016). De manera complementaria las Actinobacterias también son
capaces de fermentar carbohidratos no digeribles en acidos grasos de cadena corta
y en la biosintesis de micronutrientes como vitamina K, B12, hierro, calcio y

magnesio (Binda et al, 2018).

Amrane et al (2019) realizé el analisis metagendmico de heces de pacientes con
CDI y de individuos control. Ellos reportaron una abundancia relativa de
Proteobacteria (23.2%) en pacientes con CDI en comparacién con individuos control
(2.2%), ademas observaron una menor abundancia en los filos Firmicutes (33.5%)
y Actinobacteria (1.4%) en el grupo con CDI frente al grupo control Firmicutes
(55.2%) y Actinobacteria (14.3%). De manera similar, Romano-Valerio (2023) en
analisis metagendmico de la microbiota intestinal mexicana y su relacién con CDI 'y

el estado del portador asintomatico, encontré que los individuos asintomaticos
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presentaban Firmicutes (73.1%), Actinobacteria (23.9%) y Proteobacteria (1.3%),
mientras que en el grupo sintomatico hubo una disminucién de los filos Firmicutes
(25%) y Actinobacteria (14%) y un aumento en Proteobacteria (41.4%) los cuales
se han relacionado con la disbiosis intestinal. En contraste, en el presente estudio
los candidatos mostraron una abundancia relativa del filo Proteobacteria de 0.09%
- 0.36%, junto con una elevada representacion de Firmicutes y Actinobacteria lo que
sugiere una microbiota intestinal en eubiosis y difiere con el patron descrito en la
disbiosis de pacientes con CDI, la comparacién con los resultados de Romano-
Valerio sugieren que los patrones observados en la poblacion asintomatica se alinea
con un perfil protector, destacando la relevancia de los filos predominantes
encontrados en los participantes de este estudio (Amrane et al, 2019; Romano-
Valerio, 2023).

A nivel de familia se observé una predominancia en las familias Lachnospiraceae
(29.51% - 53.57%), Ruminococcaceae (15.66% - 25.99%) y Bifidobacteriaceae
(0.26% - 16.50%), estas familias se han reportado en donadores de microbiota fecal,
en el trabajo de Staley et al, (2018) observaron que los pacientes con CDI que
respondieron favorablemente al FMT presentaron abundancias relativas de las
familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae comparables a las de los donadores

lo que se asocio con la restauracion de la eubiosis intestinal (Staley et al, 2018).

Los géneros predominantes identificados en los candidatos fueron Blautia (9.12% -
12.62%), Faecalibacterium (4.77% - 12-89%), Bifidobacterium (0.26% - 16.50%),
Ruminococcus (0.66% - 11.20%) y Agathobacter (1.89% - 9.54%). La presencia de
Bifidobacterium en un donador es importante ya que estudios previos lo han
asociado con éxito en el trasplante de microbiota fecal. Por ejemplo, Mizuno et al
(2017) reportaron que los donadores efectivos presentaron abundancia relativa alta
de Bifidobacterium en comparacion con aquellos donadores inefectivos y pacientes
y como tras el trasplante los pacientes presentaron un aumento en la abundancia
de este género (Mizuno et al, 2017). Las bifidobacterias intestinales producen

metabolitos como vitaminas, polifenoles, acidos grasos de cadena corta y acidos
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linoleicos conjugados, que actuan como compuestos bioactivos beneficiando tanto

a las células epiteliales como a la microbiota intestinal (Alessandri et al, 2021).

En el estudio de Kim et al, (2020) observaron en pacientes con CDI una disminucion
en los géneros Bifidobacterium, Ruminococcus y Faecalibacteriumy un aumento en
Enterococcus, Escherichia y Klebsiella; en los candidatos a donadores evaluados
en el presente estudio, estos géneros oportunistas (Enterococcus, Escherichia y
Klebsiella) presentaron abundancias relativas cercanas al 0% reforzando que la
microbiota de los donadores se encuentra en eubiosis y respalda su aptitud como

candidatos a donadores de trasplante de microbiota fecal.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se realizdé un protocolo integral para la seleccion y caracterizacion
de donadores de microbiota fecal en Puebla, México; en el que se consideraron

criterios clinicos y la composicion metagendémica de la microbiota intestinal.

Se identificaron los criterios mas relevantes utilizando protocolos previos
destacando: los antecedentes de enfermedades, la presencia de patdégenos vy

microorganismos resistentes a antibiéticos como factores claves para el filtrado.

Se elaboraron 2 cuestionarios, un cuestionario inicial que permitié la exclusion
temprana de participantes no aptos y un segundo cuestionario que permitié no solo
realizar un segundo filtrado, sino que permiti6 conocer aspectos clinicos y
demograficos de la comunidad estudiantil que participé en el estudio y que fueron

importantes en la seleccién de un donador.

Se realiz6 la busqueda de patdégenos intestinales como Salmonella, Clostridioides
toxigénico y no toxigénico asi como la determinacion de enterobacterias con
resistencia a ceftriaxona, lo que permitié realizar el filtrado para disminuir los riesgos
asociados al trasplante, y al mismo tiempo contribuir en la caracterizacion

microbioldgica de jovenes mexicanos.

La secuenciacién del metagenoma de muestras de heces de los candidatos
proporciond la composicion de su microbiota intestinal evidenciando la presencia de
familias bacterianas beneficiosas como Lachnospiraceae, Ruminococcaceae y
Bifidobacteriaceae que han sido reportadas en donadores de otros estudios, lo que
contribuye al conocimiento que se tiene de la composicidén de la microbiota intestinal

de la poblaciéon mexicana.

Los resultados obtenidos proporcionan una base sélida para continuar optimizando
los protocolos de seleccion de donadores y reiteran la importancia de usar un
enfoque multiple a la hora de realizar un protocolo de seleccién de donador de
microbiota fecal.
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PERSPECTIVAS

e Completar el protocolo para la seleccion de donadores de microbiota fecal para
seleccionar nuevos candidatos disminuyendo los riesgos asociados al
trasplante.

e Se tendra el contacto con aquellos candidatos que completaron el proceso de
seleccion para la realizacion de preparaciones de FMT.

e Realizar un algoritmo para la seleccion de donadores de microbiota fecal.

e |Incorporar medios de cultivos alternativos, como lo es Mueller-Hinton para la
determinacién de la resistencia a antibiéticos de bacterias Gram positivas en

heces

e Ampliar en estudios futuros la caracterizacidn microbiolégica mediante la
determinacién de microorganismos productores de ESBL, asi como el perfil de

resistencia multidrogorresistente
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ANEXOS

Anexo 1. Cuestionarios para la seleccion de donadores de microbiota de la
Universidad de Calgary

UNIVERSITY OF

CALGARY

uestionnaire. Appendix A.

First Name: Middle Name: Last Name:
Date of birth: /. / Age:
Day Month  Year
Female: Male:
Place of work: Phone #:

E-mail address:

Exclusion criteria* Yes No

1 Are you a Health Care Worker who takes care of patients by direct contact?
2 Do you have a chronic bowel condition causing diarrhea, constipation,
.g.:_1BS, ulcerative colitis,crohn’s disease

3 Do you been diagnosed to have Hepatitis B, C, HIV or Syphilis?

4 Have you been treated with antibiotics in the past year?

5 Do you generally regard yourself as being healthy with no underlying medical
conditions including anxiety and depression?

6 Have you been treated multiple times with antibiotics for a persisting or
recurring infection/condition in your lifetime?

T Are you prescribed or taking medications chronically, if so, which ones?

8 Are you willing to sign the donor’s informed consent form to be screened?

9 Are you willing to ¢ { i garding your health status?

10 | Do you believe you are willing and logistically able to donate stool samples 4
or more times per week for donation intervals of 2 weeks as the minimum
duration of donation?

11 | Are you willing to undergo blood, stool and urine tests to verify health status
atintervals?

*Desired answers in yellow

Donor Initial (F, L):. FMT Donor Screening Number:
APPENDIX - B
Screening Donor Questionnaire
First Name: Middle Name: Last Name:
Female: ____ Male:
Phone #: ; Address:

E-mail address:

1 | Where did you hear about our study?
2 | Would you be between 18 and 45 years old during the donation period? O Yes I O No
Date of birth (dd/mm/yyyy)

Would you consider yourself a healthy lean individual without any disease? (like,
3 Diabetes, Hypertension etc.) O Yes | ONo

O Don't know |

4 [Height______ (inches):  Weight:_____ _ (ibs); Calculate BMI (185-23) _ ___ ____
Do you currently take any vitamins,
5 | minerals, of her O Yes ONo
B o ar olfver cox suppress immune system, ke O Yes | C1No | O Don't know
- Any cholestyramine, prebiotic, probiotic or antibioic (HAVE YOU HAD
ANTIBIOTICS IN THE LAST 6 MONTHS) OYes | ONo | O Don'tknow
- Any experimental drugs O Yes | 0 No | O Don't know
- including iron and vitamins in last three months O Yes | O No | O Don't know
5 | D you ha:;alm vaccine (ke flu shol, MM, yellow fever vaccine etc.) n D ves | 010 | © Dont know
Had contact with somecne who had a smallpox vaccination? O Yes | 0No | O Don't know
What is your professional background?
8 | ifworkingina gs, please p its of your job duties
Do you have d with O Yes | 0No | O Don't know

Version 1.0; 27-Now-2020
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Anexo 2. Poster utilizado para invitar a la comunidad estudiantil BUAP al

proyecto con QR a la primera encuesta

Posgrado de Microbiologia
Instituto de Ciencias de la BUAP

TU MICROBIOTA
PUEDE SALVAR
VIDAS

jAyuda a cambiar vidas donando microbiota
intestinal! Participa en nuestro estudio para ver si
calificas como donador, pasa todas las fases y
descubre qué bacterias habitan en tu microbiota

OB 40
,‘.;-'-E:;?:i"" :::\ escanea el QR para)

realizar la primera
fase

( donacionhecesicuap@gmail.com )
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Anexo 3. Cuestionario 1

Nombre completo empezando por apellidos:

Fecha de nacimiento: ___

Sexo

Numero telefénico ____

Correo electrénico para contactarlo

1.

N o ou s

10.
11.
12.

¢Te consideras una persona generalmente sana sin condiciones médicas subyacentes,
incluyendo ansiedad y depresién?

¢Eres un trabajador de la salud que cuida a pacientes mediante contacto directo?

¢Tienes o has tenido alguna enfermedad intestinal crénica que cause diarrea,
estrefiimiento, dolor abdominal o hinchazén (por ejemplo: sindrome del intestino irritable,
colitis ulcerosa, ¢enfermedad de Crohn)?

¢Estds embarazada?

¢Te han diagnosticado hepatitis B, hepatitis C, VIH o sifilis?

¢Has recibido tratamiento con antibidticos en los ultimos seis meses?

¢Has recibido tratamiento varias veces con antibidticos para una infeccién o afeccién
persistente o recurrente a lo largo de tu vida?

¢Tomas actualmente o has tomado medicamentos de manera regular por un periodo
prolongado?

¢Estds dispuesto a firmar el formulario de consentimiento informado de donador para ser
candidato a donador?

¢Estds dispuesto a completar cuestionarios sobre tu estado de salud?

¢Estds dispuesto a completar cuestionarios sobre tu estado de salud?

¢Estds dispuesto a someterte a pruebas de sangre, heces y orina para verificar tu estado
de salud?
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Anexo 4. Cuestionario 2

Nombre completo empezando por apellidos:
Nacionalidad ____

Numero telefénico

Profesion

¢Trabajas con animales?
éTe consideras una persona sana sin ninguna enfermedad? (Como diabetes, hipertension,
etc.)

3. ¢Actualmente tomas algin medicamento de forma regular con receta o de venta libre,
(vitaminas, minerales, suplementos o remedios herbales)?

4. ¢Estas tomando algin medicamento inmunosupresor (que suprima el sistema
inmunolégico, como prednisona u otros corticosteroides)?

5. ¢éHas tomado alguno de los siguientes medicamentos en los Gltimos 6 meses? Selecciona
los que has tomado

6. ¢Has tomado inhibidores de la bomba de protones en los ultimos 3 meses? Por
ejemplo, omeprazol, pantoprazol, lansoprazol, esomeprazol, y rabeprazol

7. ¢Tomas medicamentos hormonales?
¢Has tomado suplementos proteicos o alimenticios en los ultimos tres meses?

9. ¢Has tomado suplemento de hierro en los ultimos tres meses?

10. ¢Has tomado suplementos de vitaminas en los dltimos tres meses?

11. ¢Has recibido alguna vacuna en los ultimos 6 meses?

12. ¢Has estado hospitalizado o dado de alta de un centro de atencién a largo plazo en
los dltimos 12 meses?

13. ¢Has ido al dentista en las Ultimas 2 semanas?

14. éTienes caries?

15. ¢Has recibido una transfusion de sangre en los ultimos 12 meses?

16. ¢Has recibido un trasplante como érganos, tejidos o médula ésea en los tltimos 12
meses?

17. ¢Has tenido accidentes con agujas, clavos, objetos punzocortantes?

18. ¢Has hecho uso de drogas intravenosas en los ultimos 6 meses?

19. ¢Te has realizado tatuajes, perforaciones, acupuntura en los ultimos 6 meses?

20. ¢Eres una persona sexualmente activa?

21. {Qué método/s anticonceptivo/s usas?

22. iHas tenido relaciones sexuales con parejas anénimas (casuales) en los tultimos 6 meses?

23. iHas tenido relaciones sexuales con multiples parejas sexuales en los ultimos 6 meses?

24. iHas tenido contacto sexual con alguien que tenga VIH/SIDA o haya dado positivo en la
prueba del virus VIH/SIDA en los ultimos 12 meses?

25. ¢Has tenido contacto sexual con una prostituta o con cualquier persona que reciba dinero,
drogas u otro tipo de pago por sexo?
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.
42.
43.

44,

¢Has tenido contacto sexual con alguien que alguna vez haya usado agujas para consumir
drogas, esteroides, o cualquier otra cosa no recetada por su médico en los ultimos 12
meses?

¢Has tenido contacto sexual con alguien que tenga hemofilia o haya usado concentrados
de factores de coagulacién en los dltimos 12 meses?

¢Has tenido contacto sexual con una persona que tenga hepatitis?

¢Alguien en su hogar tiene hepatitis?

¢Has tenido alguna enfermedad de transmisién sexual como sifilis, gonorrea, clamidia?
¢Has tenido o recibido tratamiento para sifilis, gonorrea o clamidia en los ultimos 12
meses?

¢Fumas actualmente cigarrillos (> 10 al dia), marihuana, vapeas o consumes drogas
recreativas?

¢Consumes mas de 2 bebidas alcohdlicas al dia de forma regular?

¢Tienes antecedentes o sintomas sugestivos de enfermedad gastrointestinal subyacente
(enfermedades estomacales o intestinales), como: enfermedad inflamatoria intestinal,
trastorno de la motilidad gastrointestinal, enfermedad diverticular, otros sintomas
cronicos de diarrea que aun no han sido diagnosticados, episodio de diarrea aguda en los
ultimos 3 meses, sindrome del intestino irritable, i estrefiimiento crénico?

¢Se te ha diagnosticado una infeccidn o colonizacidon con agentes transmisibles, o alguna
vez te han dicho que tienes: alguna infeccidn viral como VIH 1/2, Hepatitis A, B o C, HTLV-
1/2?

¢Has tenido alguna resistencia a antibidticos como VRE (Enterococcus resistente a la
vancomicina), MRSA (Staphylococcus aureus resistente a la meticilina), u organismos
productores de Carbapenemasas?

éTiene antecedentes o signos de infecciones de transmisién sexual crénicas, como
enfermedades ulcerativas genitales; herpes anogenitales; verrugas anogenitales;
chancroide; lesiones sifiliticas?

¢Has tenido alguna vez alguna enfermedad bacteriana infecciosa que involucre a
Salmonella, Shigella, Escherichia coli enterotoxigénica, Escherichia coli 0157:H7 y otras
Escherichia coli productoras de toxina Shiga, Yersinia, Campylobacter, Aeromonas,
Plesiomonas, Vibrio, Clostridioides difficile, é Helicobacter pylori?

¢Has padecido alguna infeccidn viral que se transmita a través de alimentos, contacto, aire
0 agua como norovirus, rotavirus, adenovirus?

¢Cada cuanto te desparasitas?

¢Cudndo fue la ultima vez que te desparasitaste?

¢Has padecido alguna infeccién por parasitos?

¢Has tenido alguna infeccion bacteriana gastrointestinal como Clostridioides difficile o H.
pylori?

¢Has experimentado fiebre, fatiga, tos seca, dificultad para respirar, dolor muscular u
otros sintomas respiratorios, o diarrea, nduseas, vémitos o cualquier otro malestar
abdominal sugestivo de COVID-19 en los ultimos 30 dias?
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45.

46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

De acuerdo con la siguiente escala de Bristol, ¢ Cémo son tus evacuaciones la mayoria de
las veces?

¢Cual es tu patron de evacuacion?

¢Cada cuanto tienes una evacuacién no formada a la semana?

éDe qué color/es son normalmente tus heces?

¢éTienes hemorroides?

¢Has tenido diarrea con sangre o heces con sangre en los ultimos tres meses?

éHas tenido diarrea en los dltimos tres meses?

éTienes algun historial conocido o actual de sangre en las heces?

éTienes algun historial de malignidad activa o cancer en los ultimos 5 afios?

¢Tienes algun historial de cancer de colon en un familiar de primer grado (como madre,
padre, hermano o hijo)?

¢Ha tenido algun trasplante de cérnea?

¢Has tenido alguna cirugia en los ultimos 4 meses?

¢Has tenido alguna cirugia cerebral?

¢Tienes antecedentes de haber recibido Factor de Crecimiento Humano para aumentar el
crecimiento y la altura?

¢Tiene antecedentes de demencia o trastornos neurolégicos degenerativos de causa
desconocida?

¢Tiene usted o algin miembro de su familia de primer grado antecedentes de enfermedad
psiquiatrica?

¢Tiene usted o algin miembro de su familia de primer grado antecedentes de
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide, lupus, esclerosis multiple, etc.?
¢Tiene antecedentes o hallazgos fisicos de enfermedad hepatica o biliar crénica como
colestasis?

¢ Tiene alergias alimentarias o ambientales?

éPuedes transportar las donaciones en cada dia de donacién?

¢Estds dispuesto(a) a someterte periédicamente a pruebas de enfermedades transmisibles
(analisis de sangre)?

¢Estas dispuesto(a) a someterte a una evaluacion de salud mental mediante entrevista?
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Anexo 5. Evidencia del consentimiento informado electrénico incluido en las

encuestas

Estas en la primera fase del estudio, donde responderas algunas preguntas basicas sobre tu
salud y estilo de vida. Si superas esta fase, pasaras a la segunda fase, donde
profundizaremos mas con preguntas detalladas. Si pasas ambas fases se te realizaran
algunos examenes de laboratorio. Todas las respuestas se mantendran en confidencialidad
y solo se usaran para el presente proyecto y para seleccionar quienes pasan a la siguiente
etapa.

Si continias avanzando en el estudio y completas todas las fases con éxito, se te pedira
proporcionar una muestra de heces. Esta muestra nos ayudara a determinar si eres un
posible candidato para convertirte en donador de microbiota fecal y se realizara la
secuenciacion de tu microbiota.

Acepto formar parte del estudio

No acepto formar parte del estudio

Estas en la segunda fase del estudio, donde responderas algunas preguntas mas detalladas
sobre tu salud y estilo de vida. Si pasas esta segunda fase se te realizaran algunos examenes de
laboratorio.

Si contintias avanzando en el estudio y completas todas las fases con éxito, se te pedira
proporcionar una muestra de heces. Esta muestra nos ayudara a determinar si eres un posible
candidato para convertirte en donador de microbiota fecal y posteriormente se realizara

la secuenciacion de tu microbioma intestinal.

Acepto formar parte del estudio

No acepto formar parte del estudio
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Anexo 6. Resultados examenes de laboratorio del candidato 84

Estudio En rango Fuera de rango Unidad medida  Valor referencia

PANEL VIRAL DE HEPATITIS AB C AGUDA
Fecha de toma: 30/04/2024
Metodologia INMUNOCROMATOGRAFIA
Espécimen: Suero

ANTIGENO DE SUPERFICIE DE NO REACTIVO NO REACTIVO
HEPATITIS B

ANTICUERPOS ANTI HEPATITIS A IgM NO REACTIVO NO REACTIVO
ANTICUERPOS ANTI HEPATITIS C

AC ANTIHEPATITIS C MO REACTIVO NO REACTIVO
MNOTA:

QUIMICA SANGUINEA DE 7 ELEMENTOS
Fecha de toma: 30/04/2024
Metodologia QUIMICA SECA
Espécimen: Suero

GLUCOSA 63 mg/dL 70-100
CREATININA 0.9 mg/dL 08-1.5
ACIDO URICO 55 mg/dL 35-85
TRIGLICERIDOS 60 mg/dL 0-150
COLESTEROL TOTAL 165 mg/dL 101 - 200
UREA / BUN

UREA 21.4 mg/dL 19 - 43
NITROGENO UREICO (BUN) 10 mg/dL 9-20
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Estudio Enrango Fuera de rango Unidad medida  Valor referencia
BIOMETRIA HEMATICA
Fecha de toma: 30/04/2024
Metodologia IMPEDANCIA
Espécimen: Sangre total con EDTA
ERITROCITOS 51 10*6/pL 4.5-6.5
HEMOGLOEBINA 15.7 gfdL 13.5-18
HEMATOCRITO 45.2 % 40 - 54
VOL. CORPUSCULAR MEDIO 89 fL 84 -104
HE. CORPUSCULAR MEDIA 30.8 pa 27-35
CONC. HB. CORPUSCULAR MEDIA 34.8 g/dL 29 - 35
A.D.E. 11.1 % 10-15
LEUCOCITOS 5.1 10*3/pL 5-10
SEGMENTADOS 56 % 40-175
BANDAS 1 % 0-6
LINFOCITOS 36 % 20-35
MONOCITOS 5 % 4-8
EOSINOFILOS 2 % 0-6
BASOFILOS V] % 0-1
BLASTOS 1] % 0-01
SEGMENTADOS ABSOLUTOS 2.86 10"3/pL 2-15
BANDAS ABSOLUTAS 0.05 10*3/pL 0-06
LINFOCITOS ABSOLUTOS 1.84 10*3/pL 1-35
MONOCITOS ABSOLUTOS 0.26 10*3/pL 0.2-08
EOSINOFILOS ABSOLUTOS 0.10 10*3/pL 0-06
BASOFILOS ABSOLUTOS 0.00 10"3/pL 0-01
BLASTOS ABSOLUTOS 0.00 10*3/pL 0-0.01
PLAQUETAS 215 10"3/pL 150 - 400
VOL. PLAQUETARIO MEDIO 8.8 fL T4-11
Estudio En rango Fuera de rango Unidad medida  Valor referencia
ANTICUERPOS ANTI VIH1VIH2 NO REACTIVO NO REACTIVO

Fecha de toma: 30/04/2024
Metodologia INMUNOCROMATOGRAFIA
Espécimen: Suero

89

Prueba presuntiva



Estudio

En rango Fuera de rango

Unidad medida Valor referencia

EXAMEN GENERAL DE ORINA

Fecha de toma: 30/04/2024

Metodologia FOTOMETRIA DE REFLECTACIA / MICROSCOPIA

Espécimen: Orina

COLOR

OLOR

ASPECTO

SEDIMENTO

PH

DENSIDAD
OSMOLARIDAD
PROTEINAS

GLUCOSA
HEMOGLOBINA
BILIRRUBINAS
CUERPOS CETONICOS
UROBILINOGENO
NITRITOS

CELULAS

CELULAS TRANSICIONALES
CELULAS RENALES
LEUCOCITOS
BACTERIAS
FILAMENTOS DE MUCINA
ERITROCITOS
CILINDROS
CRISTALES

AMARILLO
SUIGENERIS
TRANSPARENTE
ESCASO
6

1.015

430.00
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NORMAL
NEGATIVO
URETRALES ESCASAS
NO CONTIENE
NO CONTIENE
0-2/C
ESCASAS
ESCASOS
0-2/C
NO CONTIENE
URATOS AMORFOS ESCASOS

5-6.5
1.015 - 1.025
70-1130
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NORMAL
NEGATIVO

Estudio En rango Fuera de rango  Unidad medida  Valor referencia
AMIBA EN FRESCO
Fecha de toma: 30/04/2024
Metodologia MICROSCOPIA
Espécimen: Heces
RESULTADO NEGATIVO

OBSERVACIONES:
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NEGATIVO: Ausencia de Trofozoitos de
Entamoeba histolytica
POSITIVO: Presencia de Trofozoitos de
Entamoeba histolytica



Estudio En rango Fuera de rango Unidad medida  Valor referencia
COPROPARASITOSCOPICO MUESTRA 1
Fecha de toma: 30/04/2024
Metodologia MICROSCOPIA
Espécimen: Heces
COLOR CAFE CLARO
ASPECTO SEMI FORMADA
MOCO NEGATIVO
RESIDUOS DE ALIMENTOS NEGATIVO
FIBRAS NEGATIVO
RESULTADO NEGATIVO
OBSERVACIONES:
Estudio En rango Fuera de rango Unidad medida  Valor referencia
COPROCULTIVO "BIOTA NORMAL, NO SE AISLARON
ENTEROPATOGENOS ”
Fecha de toma: 30/04/2024
Metodologia Estria cruzada
Espécimen: Heces
Estudio En rango Fuera de rango Unidad medida  Valor referencia
VDRL CUALITATIVO (SEROLUETICAS) NEGATIVO NEGATIVO

Fecha de toma: 30/04/2024
Metodologia FLOCULACION
Espécimen: Suero
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Anexo 7. Resultados examenes de laboratorio del candidato 99

CITOMETRIA HEMATICA

Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
FORMULA ROJA

GLOBULOS ROJOS 5.01 Mul 4.7-6.1
HEMOGLOBINA 16.2 g/dL 12.0-18.0
HEMATOCRITO 46.3 Yo 42 -54
VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO (VCM) 92.5 fL 80-100
HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA 32.4 fL 27 - 34
(HCM)

CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA 35.0 g/dL 32-37
CORPUSCULAR MEDIA (CHCM)

FORMULA BLANCA

GLOBULOS BLANCOS 6.49 KfuL 45-11.5
NEUTROFILOS TOTALES 57 % 50-70
NEUTROFILOS SEGMENTADOS 57 % 50-70
NEUTROFILOS EN BANDA 0 Y% 0-2.0
LINFOCITOS 39 % 18-42
MONOCITOS 4 % 2-1
EOSINOFILOS 0 % 1-3
BASOFILOS 0 % 0-2
NEUTROFILOS TOTALES ABS 3.70 K/uL 1.0-6.0
LINFOCITOS ABS E285) KfuL 15-3.5
MONOCITOS ABS 0.26 KfuL 0-1.0
EOSINOFILOS ABS 0 KfuL 0-0.70
BASOFILOS ABS 0 KfuL 0-0.10
SERIE PLAQUETARIA

PLAQUETAS 245 KiuL 150 - 450
VOLUMEN PLAQUETARIO MEDIO 10.2 fL 6.5-12.0

NOTA

Selicitud elaborada: Quimico Alberto
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Tipo de muestra: SANGRE CON EDTA
Método: IMPEDANCIA - ESPECTROFOTOMETRIA



QUIMICA SANGUINEA COMPLETA (6 ELEMENTOS)

Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
GLUCOSA 78.8 mg/dL 70-110
UREA 48.2 mg/dL 15-50
BUN 22.5 mg/dL 2-25
CREATININA 0.95 mg/dL 06-12
ACIDQ URICO 4.4 mg/dL 35-70
COLESTEROL 129 mg/dL 0-200
TRIGLICERIDOS 76.5 mg/dL 40-180
Solicitud elaborada: Quimico Alberto Tipo de muestra: SUERO
PERFIL HEPATICO COMPLETO
Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
COLESTEROL TOTAL 129 mg/dL 0-200
Bilirrubina total 0.18 mg/dL 0.20-1.20
Bilirrubina directa 0.05 mg/dL 0.0-0.30
Bilirrubina indirecta 0.13 mg/dL 0.20-0.90
PROTEINAS TOTALES 6.8 g/dL 6.4-8.3
ALBUMINA 4.6 g/dL 35-52
GLOBULINAS 2.22 g/dL 20-36
RELACION ALBUMINA/GLOBULINA 2.1
TRANSAMINASA GLUTAMICO OXALACETICA 17 UiL 7.0-40.0
TGO (AST)
TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA 24.0 uiL 7.0-40.0
TGP (ALT)
PERFIL HEPATICO COMPLETO
Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
Fosfatasa Alcalina 240 uiL 65- 300
Solicitud elaborada: Quimico Albarto
Tipo de muestra: SUERO
Método: COLORIMETRICO / CINETICO
AMILASA Y LIPASA
Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
LIPASA 26.2 uiL 10.0- 67.0
AMILASA 341 uiL 30.0- 110.0
Solicitud elaborada: Quimico Alberto m:ﬂs:ﬂ":f:;;;:ﬁzg
ENZIMAS CARDIACAS
Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
CREATINFOSFOQUINASA (CPK) 72 uiL 55.0-170.0
CREATINFOSFOQUINASA CK-MB 15.37 uiL 0.0 - 16.0
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PERFIL DE LIPIDOS (COLESTEROL Y SUS DENSIDADES)

Parametro Resultado Unidad  Valor de referencia
COLESTEROL TOTAL 129 mg/dL 0-200
TRIGLICERIDOS 76.5 mg/dL 40.0 - 180.0
COLESTEROL HDL 46 mg/dL 35.0-70.0
COLESTEROL LDL 67.77 mg/dL 50.0 - 160.0
COLESTEROL VLDL 15.3 mg/dL 6.0 - 30.0
INDICE ATEROGENICO 1.8 0.0-4.0
LIPIDOS TOTALES 205.5 mg/dL 450.0 - 1000.0
Tipo de muestra: SUERD
Método: FOTOMETRIA AUTOMATIZADA - QUIMIOLUMINISCENCIA
*GRUPO SANGUINEO Y RH (paquete)
Parametro Resultado Unidad  Valor de referencia
GRUPO SANGUINEO [0}
FACTOR RH POSITIVO
ANTICUERPOS ANTI-VIH1Y 2
Parametro Resultado Unidad  Valor de referencia
INTERPRETACION NO REACTIVO NO REACTIVO - NO
REACTIVO
Tipo de muestra: SUERO
Método: QUIMIOILUMINISCENCIA
HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HbATc)
Parametro Resultado Unidad  Valor de referencia
HEMOGLOBINA GLICOSILADA 5.4 % pielorss Normales: 4.0 - 6.0

Solicitud elaborada: Quimico Alberto

94

Paciente Diabetico
Controlado: 6.1 - 8.0
No controlado: Mayor a 8.0

Tipo de muestra: SANGRE CON EDTA
Método: NEFELOMETRIA



EXAMEN GENERAL DE ORINA (EGO)

Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
EXAMEN FISICO
COLOR AMARILLO
ASPECTO TRANSPARENTE
EXAMEN QUIMICO
pH 6.0 5.0-7.0
DENSIDAD 1.015 1.010 - 1.030
NITRITOS NEGATIVO Negativo
UROBILINOGENO 0.2 mg/dL
PROTEINAS NEGATIVO mg/dL
HEMOGLOBINA NEGATIVO Ery/uL
CUERPOS CETONICOS NEGATIVO mg/dL
BILIRRUBINAS NEGATIVO Negativo
GLUCOSA NEGATIVO mg/dL
LEUCOCITOS NEGATIVO Leu/uL
EXAMEN MICROSCOPICO
CELULAS EPITELIALES ECSASAS
BACTERIAS NO SE OBSERVAN
LEUCOCITOS. NO SE OBSERVAN
ERITROCITOS NO SE OBSERVAN
FILAMENTO MUCOSO ESCASO
URATOS AMORFOS ESCASOS
LEVADURAS NO SE OSBERVAN
Tipo de muestra: ORINA
Solicitud elaborada: Quimico Alberto Método: MICROSCOPIA
UROCULTIVO
Parametro
Resultado Mic

MICROORGANISMO AISLADO

NO HUBO CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS A LAS 72 HORAS DE

INCUBACION.
ANTIBIOGRAMA
NO REQUIERE DE ANTIEIOGRAMA.
Valores entre 1,000 y 10,000 se
consideran negativos para infeccion
Valores entre 10,000 y 100,000 necesita
ser evaluado en base a los datos clinicos.
Valores mayores a 100,000 son
indicadores de infeccion
Tipo de muestra: ORINA
Método: MEDIOS SELECTIVOS IDENTIFICACION BIOQUIMICA
VDRL
Parametro Resultado Unidad  Valor de referencia
REACCIONES LUTEICAS (VDRL) EN SUERO NEGATIVO NEGATIVO
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Método: AGLUTINACION



ANTIGENO DE SUPERFICIE HEPATITIS B

Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
Interpretacion:
AG. SUPERFICIE HEPATITIS B (HBsAg) 0.39 No Reactivo: menar a 0.90
Indeterminado: 0.90 - 0.99
Reactivo: mayor o igual a 1.00
INTERPRETACION NO REACTIVO S/ICO NO REACTIVO
Tipo de muestra: SUERO
Métoda: QUIMIOLUMINISCENCIA
AC. ANTI HEPATITIS A
Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
AC. ANTI HEPATITIS A IgM NEGATIVO NEGATIVO
AC. ANTI HEPATITIS A 1gG NEGATIVO NEGATIVO
Método: INMUNOENSAYO CROMATOGRAFICO
AC. TOTALES HEPATITIS C
Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
Interpretacion:
AC. HEPATITIS C TOTALES 0.04 NoYRaasivaTmaneraric0
Indeterminado: 0.90 - 0.99
Reactivo: mayor o igual a 1.00
INTERPRETACION NO REACTIVO S/CO NO REACTIVO
Tipo de muestra: SUERD
Método: QUIMIOLUMINISCENCIA
CITOLOGIA DE MOCO FECAL
Parametro Resultado Unidad Valor de referencia
LEUCOCITOS 1-3/ CAMPO CAMPO
POLIMORFONUCLEARES 30 %
MONONUCLEARES 70 %
ERITROCITOS NO SE OBSERVARON CAMPO
Tipo de muestra: HECES
Método: MICROSCOPIA
COPROPARASITOSCOPICO (1 M)
Parametro Resultado Unidad  Valor de referencia
EXAMEN FISICO
COLOR CAFE CLARO CAFE OSCURO
ASPECTO PASTOSA HOMOGENEA
CONSISTENCIA SOLIDA BLANDA
PRESENCIA DE MOCO AUSENTE AUSENTE
EXAMEN MICROSCOPICO
CELULAS EPITELIALES ESCASAS AUSENTES
ERITROCITOS NO SE OBSERVARON p/Campo  0-1
LEUCOCITOS 1-3/ CAMPO p/Campo 0-2

PARASITOS MICROSCOPICOS

NO SE OBSERVARON
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Tipo de muestra: HECES
Método: MICROSCOPIA
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HEMATOLOGIA

BIOMETRIA HEMATICA

+ LEUCOCITOS 10.83 10°3/ul 4.23-9.07
+ ERITROCITOS 5.79 1076/l 4.63 - 6.08
+ HEMOGLOBINA 17.70 g/dL 13.70 - 17.50
+ HEMATOCRITO 50.10 % 40.10 - 51.00
VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO 86.50 L 79.00-92.20
HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA 30.60 pg 25.70-32.20
CONC. MEDIA DE HB CORPUSCULAR 353 g/dL 323-365
ANCHO DE DISTRIBUCION ERITROCITARIA (D.E.) 36.2 L 35.1-439
ANCHO DE DISTRIBUCION ERITROCITARIA (C.V.) 11.5 %o 11.6 - 14.4
+ PLAQUETAS 281 1043/l 163 - 337
VOLUMEN PLAQUETARIO MEDIO 10.20 L 9.40-12.40
LINFOCITOS (%) 26.5 % 21.8-53.1
MONOCITOS (%) 7.5 Yo 53-122
EOSINOFILOS (%) 1.8 % 08-7.0
BASOFILOS (%) 0.8 % 02-12
NEUTROFILOS (%) 61.8 % 34.0-67.9
LINFOCITOS 2.87 1073/pL 1.32-3.57
MONOCITOS 0.81 10%3/uL 0.30-0.82
EOSINOFILOS 0.19 1073/pL 0.04 - 0.54
BASOFILOS 0.09 1073/pL 0.01-0.08
NEUTROFILOS 6.70 1073/pL 1.78 - 5.38
QUIMICA CLINICA
+ GLUCOSA 92.6 mg/dL 74.0 - 106.0
+ UREA 319 mg/dL 16.6 - 48.5
NITROGENO UREICO (BUN) 149 mg/dL 6.0-20.0
+ CREATININA EN SUERO 1.00 mg/dL 0.70-1.20
RELACION BUN/CREATININA 149 6.0-25.0
+ ACIDO URICO EN SUERO 7.5 mg/dL 34-7.0
+ COLESTEROL TOTAL 1325 mg/dL <200.0
+ TRIGLICERIDOS 133.9 mg/dL <150.0
+ COLESTEROL HDL 29.0 mg/dL >55.0
Masculino
Sin riesgo: > 55
Riesgo moderado: 35-55
Alto riesgo: <35
Femenino
Sin riesgo > 65
Riesgo moderado: 45-65
Alto riesgo: < 45
+ COLESTEROL LDL 88.0 mg/dL <100.0
COLESTEROL VLDL 26.77 mg/dL 16.52 - 33.96

97



RELACION COLESTEROL LDL/COLESTEROL HDL 3.03 % <3.00
INDICE DE RIESGO ATEROGENICO 4.6 * <4.5
+ BILIRRUBINA TOTAL 0.75 mg/dL 0.00 - 1.20
+ BILIRRUBINA DIRECTA 0.22 * mg/dL <0.20
BILIRRUBINA INDIRECTA 0.53 mg/dL 0.10-1.23
+ ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (TGO)(AST) 25.0 U/L <40.0
+ ALANINO AMINOTRANSFERASA (TGP)(ALT) 40.4 U/L <41.0
+ GAMMAGLUTAMIL TRANSPEPTIDASA (GGT) 38.8 U/L <60.0
+ FOSFATASA ALCALINA (ALP) 106.4 U/L 40.0-129.0
+ DESHIDROGENASA LACTICA (LDH) 2222 U/L <480.0
+ PROTEINAS TOTALES SERICAS 77 g/dL 64-83
+ ALBUMINA EN SUERO 4.94 g/dL 3.97-494
GLOBULINA 278 g/dL 2.50-3.50
RELACION A/G 1.8 1.2-2.1
+ CALCIO EN SUERO 10.0 mg/dL 8.6-10.0
+ FOSFORO EN SUERO 39 mg/dL 25-45
+ MAGNESIO EN SUERO 2.1 mg/dL 1.6-2.6
+ HIERRO 197.8 L pg/dL 33.0-193.0
+ AMILASA 3591 U/L 28.00 - 100.00
+ LIPASA 34.62 U/L 13.00 - 60.00

NOTA: La lipasa es una enzima que se produce en varios organos del cuerpo, existen variaciones inespecificas y otras que se correlacionan con enfermedades particulares
como insuficiencia renal y afecciones hepaticas e intestinales. La interpretacion del resultado debe ser realizada por un médico.

Tipo de muestra: Sucro
Método: Fotometria
Equipo: Cobas 8000

+ SODIO

135.9

mmol/L.

136.0 - 145.0

INMUNOLOGIA

PERFIL HEPATITISAB C

AC ANTI HEPATITIS A TOTALES INTERPRETACION

NO REACTIVO

[NO REACTIVO]

AC ANTI HEPATITIS A TOTALES CUANTITATIVO
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[=1 COLNO REACTIVO]
[<1 COL REACTIVO]



AC ANTI HEPATITIS A IgM INTERPRETACION NO REACTIVO

[NO REACTIVO]

AC ANTI HEPATITIS A [gM CUANTITATIVO 0.317 Co1

[<1 COL NO REACTIVO]
[=1 COl REACTIVO]

Un resultado reactivo indica infeccion actual o reciente, o vacunacion reciente.
AG S HEPATITIS B (AUSTRALIA) INTERPRETACION NO REACTIVO

[NO REACTIVO]

AG S HEPATITIS B (AUSTRALIA) CUANTITATIVO 0.286 Ccol

[<0.9 COI NO REACTIVO]
[20.9 <1 COI INDETERMINADO]
[21.0 COI REACTIVO]

CDC recomienda que todo resultado Reactivo sea confirmado mediante una prueba complementaria como ensayo de inmunoblot o PCR.

AC ANTI AG S HEPATITIS B INTERPRETACION NO REACTIVO [NO REACTIVO]

AC ANTI AG S HEPATITIS B CUANTITATIVO 2.000 UL [<10 UKL NO REACTIVO]
[=10 UL REACTIVO]

AG E DE HEPATITIS B INTERPRETACION NO REACTIVO [NO REACTIVO]

AG E DE HEPATITIS B CUANTITATIVO 0.097 €Ol [<1 COI NO REACTIVO]

[z1 COI REACTIVO]

La infeccion por el VHB puede ocurrir sin deteccion de HBeAg porque puede tratarse de una infeccion con variantes de VHB que contienen mutaciones del virus.

AC ANTI AG E HEPATITIS B INTERPRETACION NO REACTIVO

[NO REACTIVO]

AC ANTI AG E HEPATITIS B CUANTITATIVO 1.420 €Ol

[>1 COI NO REACTIVO]
[<1 COl REACTIVO]

AC ANTI AG CORE HEPATITIS B TOTALES INTERPRETACION NO REACTIVO

[NO REACTIVO]

AC ANTI AG CORE HEPATITIS B TOTALES CUANTITATIVO 2.150 Co1

[>1 COI NO REACTIVO]
[=1 COI REACTIVO]

Un resultado Reactivo indica una infeccion pasada o actual.
AC ANTI AG CORE HEPATITIS B IGM INTERPRETACION NO REACTIVO

[NO REACTIVO]

AC ANTI AG CORE HEPATITIS B IGM CUANTITATIVO 0.073 col

[<1 COINO REACTIVO]
[=1 COI REACTIVO]

Un resultado Reactivo indica infeccion aguda o reciente, en un periodo de ventana de 4 a 6 meses.

AC ANTI HEPATITIS C TOTALES INTERPRETACION NO REACTIVO [NO REACTIVO]
AC ANTI HEPATITIS C TOTALES CUANTITATIVO 0.055 Col [<0.9 COI NO REACTIVO]
[20.9 <1 COI INDETERMINADO]
[=1.0 COI REACTIVO]
SEROLOGIA
VDRL NEGATIVO NEGATIVO
PRUEBA PRESUNTIVA HIV NO REACTIVO NO REACTIVO

Tipo de muestra: Suero
Método: Inmunocromatografia

Nota: Paciente presenta identificacion oficial

UROANALISIS

EXAMEN GENERAL DE ORINA

EXAMEN FISICO

COLOR Amarillo

Amarillo
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ASPECTO Claro Claro
EXAMEN QUIMICO
+ GRAVEDAD ESPECIFICA 1.035 1.016 - 1.022
+ REACCION pH 5.00 4.80 - 7.40
+ ESTERASA LEUCOCITARIA Negativo Cel/uL Negativo
+ NITRITOS Negativo Negativo
+ PROTEINAS Negativo mg/dL Negativo
+ GLUCOSA Normal mg/dL Normal
+ CETONAS Negativo mg/dL Negativo
+ UROBILINOGENO Normal mg/dL Normal
+ BILIRRUBINAS Negativo mg/dL Negativo
+ SANGRE (ERIT. LISADOS) Negativo Cel/pL Negativo
Tipo de muestra: Orina
Método: Fotometria
Equipo: Cobas 6500
EXAMEN MICROSCOPICO
LEUCOCITOS 1 por campo 0-2
ERITROCITOS 1 por campo 0-4
BACTERIAS Escasas Ausentes
CELULAS EPITELIALES NO ESCAMOSAS Ausentes Ausentes
CELULAS EPITELIALES ESCAMOSAS Ausentes Ausentes
FILAMENTO MUCOIDE Presentes Ausentes
CRISTALES Ausentes Ausentes
LEVADURAS Ausentes Ausentes
CILINDROS HIALINOS Ausentes por campo Ausentes
PARASITOLOGIA
COPROLOGICO GENERAL
EXAMEN FiSICO
COLOR CAFE OSCURO MARRON
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OLOR SUI GENERIS SUI GENERIS

CONSISTENCIA SEMIBLANDA SEMIBLANDA

PRESENCIA DE MOCO AUSENTE AUSENTE
SANGRE MACROSCOPICA AUSENTE AUSENTE
PRESENCIA DE ALIMENTOS NO DIGERIDOS ESCASOS ESCASOS
PARASITOS MACROSCOPICOS AUSENTES AUSENTES
EXAMEN QUIMICO

pH 5.00 6.00 - 8.00
Meétodo: Fisicoquimico

AZUCARES REDUCTORES NEGATIVO NEGATIVO
Metodo: Reaccion colorimétrica

SANGRE OCULTA EN HECES NEGATIVO NEGATIVO
Meétodo: Colorimetria

EXAMEN MICROSCOPICO

ACIDOS GRASOS Y GRASAS NEUTRAS ESCASOS ESCASOS
FIBRAS MUSCULARES Y VEGETALES ESCASOS ESCASOS
ALMIDON Y DEXTRINAS ESCASOS ESCASOS
CRISTALES DE CHARCOT-LEYDEN AUSENTES AUSENTES
MICROBIOTA MIXTA
LEVADURAS AUSENTE AUSENTE
LEUCOCITOS 0.00 por campo 0.00 - 1.00
ERITROCITOS 0.00 por campo 0.00 - 1.00
PARASITOS MICROSCOPICOS AUSENTE AUSENTE
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Anexo 9. Distribucién porcentual de abundancia relativa a nivel de filo de los
participantes, en comparacién con una superdonante de referencia (Ortiz-

Olivera et al, 2023)

Composicion taxondmica a nivel de filo frecuencia relativa

Taxon: Filo C74 C330 C266 C329 C106 SD
Firmicutes 71.59% | 79.54% | 83.85% | 86.52% | 93.69% | 68.93%
Actinobacteria 22.76% | 11.70%| 6.25%| 0.37%| 2.24%| 0.11%
Bacteroidota 420%| 7.81%| 9.34%| 11.98%| 3.98%| 28.15%
Euryarchaeota 1.11%| 0.00%| 0.11%| 0.00%| 0.00%| 0.00%
0.20%| 0.50%| 0.00%| 0.58%| 0.00%| 0.95%
0.09%| 0.30%| 0.28%| 0.36%| 0.09%| 1.84%
0.05%| 0.03%| 0.17%| 0.19%| 0.00%| 0.03%
0.00%| 0.13%| 0.00%| 0.00%| 0.00%| 0.00%
Total 100.00% | 100.00% | 100.00% | 100.00% | 100.00% | 100.00%
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Anexo 10. Distribucién porcentual de abundancia relativa a nivel de familia
de los participantes, en comparaciéon con una superdonante de referencia

(Ortiz-Olivera et al, 2023)

Composicion taxonémica a nivel de familia frecuencia relativa

Taxon: Familia C74 C266 | C329 | C330 | C106 SD

Lachnospiraceae 29.51% [32.80% | 36.08% | 37.14% | 53.57% | 32.04%
Ruminococcaceae 17.63% |[18.48% | 25.99% | 15.66% | 16.04% | 21.32%
Bifidobacteriaceae 16.50% | 1.94% | 0.26% | 4.29% | 0.35% | 0.08%
Oscillospiraceae 5.76% 8.89% | 8.28% | 3.51% | 0.86% | 2.88%
6.00% 3.63% | 0.00% | 6.13% | 1.66% | 0.00%

0.30% 6.60% | 5.30% | 4.04% | 2.83% | 1.21%

8.69% 2.85% | 0.47% | 0.47% | 1.68% | 4.51%

3.44% 217% | 5.66% | 2.54% | 0.95% | 21.40%

[Eubacterium] coprostanoligenes| ; ,»o. | g g5, | 0.93% | 1.48% | 1.41% | 2.66%

group

Clostridiaceae 1.64% 0.63% | 3.48% | 0.29% | 9.40% | 0.51%
Erysipelatoclostridiaceae 0.81% 207% | 1.80% | 2.47% | 3.17% | 0.26%
Veillonellaceae 0.00% 3.11% | 0.00% | 3.71% | 2.31% | 0.12%
0.01% 0.01% | 2.96% | 5.26% | 0.01% | 0.00%

3.24% 0.21% | 0.23% | 0.86% | 0.19% | 2.04%

0.54% 1.34% | 0.80% | 0.47% | 3.39% | 0.09%

0.01% 0.40% | 3.14% | 1.66% | 0.18% | 0.00%

Enterococcaceae 0.01% 0.20% | 0.01% | 4.78% | 0.00% | 0.18%
ucG-o010 0.84% 0.97% | 0.00% | 0.05% | 0.01% | 0.51%
Monoglobaceae 0.16% 0.36% | 0.47% | 0.93% | 0.72% | 0.57%
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Lactobacillaceae 0.00% 1.68% | 0.00% [ 0.32% | 0.00% | 0.00%
0.15% 0.41% | 0.38% | 0.83% | 0.16% | 0.51%

1.11% 0.11% | 0.00% | 0.00% | 0.00% | 0.00%

Rikenellaceae 0.04% 0.00% | 0.00% | 0.00% | 0.00% | 3.19%
Total 97.47% | 88.91% | 96.22% | 96.87% | 98.88% | 94.07%
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Anexo 11. Distribucién porcentual de abundancia relativa a nivel de género
de los participantes, en comparaciéon con una superdonante de referencia

(Ortiz-Olivera et al, 2023)

Composicion taxonémica a nivel de género frecuencia relativa

Taxoén: Género C266 C106 C330 C74 C329 SD

Blautia 9.12% 9.15% 9.83% 1 10)56 120)62 2.35%
0 0
Faecalibacterium ! 20)89 ! 3;)48 ! 2}01 477% | 854% | 9.14%
(0] (o] 0
rps , 16.50
Bifidobacterium 1.94% 0.35% 4.29% o 0.26% 9.14%
(o]
. 11.20
Ruminococcus 1.61% 0.66% 3.25% 8.42% % 6.31%
0

5.97% 9.54% 4.20% 1.89% 4.32% 3.61%
4.70% 4.44% 2.58% 3.51% 4.53% 0.15%
3.63% 1.66% 6.13% 6.00% 0.00% 0.00%
7.02% 0.36% 2.17% 1.84% 6.02% 1.88%
Clostridia UCG-014 2.85% 1.68% 0.05% 8.69% 0.47% 4.51%
Prevotella 6.21% 2.82% 3.93% 0.00% 5.30% 0.11%
Subdoligranulum 3.19% 0.72% 1.81% 3.21% 5.89% 3.19%
. 21.40

Bacteroides 217% 0.95% 2.54% 3.44% 5.66% o

0
8.95% 1.41% 1.48% 1.12% 0.93% 0.00%
3.53% 3.88% 3.15% 1.53% 2.60% 0.55%
0.63% 9.40% 0.29% 1.62% 3.48% 0.30%
1.04% 4.66% 4.57% 0.91% 1.92% 0.30%
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[Eubacterium] hallii group 209% | 2.18% | 2.63% | 2.02% 1.33% | 0.30%
Coprococcus 1.18% 0.75% 3.09% 2.37% 2.26% 4.85%
Dialister 3.05% 2.22% 3.70% 0.00% 0.00% 0.00%
Roseburia 1.05% 5.79% 1.86% 0.43% 1.07% 3.67%

0.00% 0.00% 5.01% 0.00% 2.84% 0.00%

0.57% 1.88% 0.60% 1.64% 1.86% 0.22%

0.17% 0.19% 0.84% 3.18% 0.20% 2.02%
0.35% 0.09% 0.95% 2.50% 0.41% 0.07%
Erysipelotrichaceae UCG-003 0.14% | 3.09% | 0.26% | 0.79% | 1.77% | 0.26%
Streptococcus 0.21% 0.18% 1.60% 0.00% 3.13% 0.18%
Enterococcus 0.20% 0.00% 4.78% 0.00% 0.00% 0.13%
Romboutsia 1.33% 3.03% 0.32% 0.47% 0.00% 0.05%
1.13% 0.18% 0.10% 0.86% 1.56% 0.14%
1.84% 0.00% 2.20% 0.00% 0.00% 0.00%
0.33% 0.95% 1.73% 0.53% 0.27% 1.67%

Escherichia-Shigella 0.02/39 0.00/007 0.00/025 0.(())/?0 0.(())/061 0.((;:11

~ 0% ~0% 0'1?/029 ~0% ~0% ~0%

89.07 85.02 85.70 89.78 90.40 76.48

Total

%

%

%

%

%

%
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Anexo 12. Script utilizado para el analisis de microbiota con nf-core/ampliseq

nextflow run nf-core/ampliseq -r 2.11.0 -profile docker
-—input samplesheet.tsv --metadata metadata.tsv -=

FW primer CCTACGGGNGGCWGCAG --RV primer
GACTACHVGGGTATCTAATCC --outdir ./results -=

save intermediates --sample inference pooled --

dada ref taxonomy silva=138 -—-metadata category sex --
metadata category barplot sex -—giime adonis formula 'sex'
—-—ancom —-—ancombc -—ancombc formula 'sex' --

ancombc formula reflvl 'sex::Male' -=

diversity rarefaction depth 5000 --max_cpus 1 -=

max memory '6.GB' -—-max_time '48.h' —-resume
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Anexo 13. EVENTOS DE DIFUSION Y RETRIBUCION SOCIAL

SR s S N g
S microbioma lab iiii,-"i
Microbioma Lab otorga la presente

CONSTANCIA

a: Melissa Escalante Avila

Por su asistencia y participacion en el

Curso Intermedio de Andlisis en QIIME?2

con una duracion total de 20 horas que se impartié de forma virtual por Zoom.

Se extiende la presente a los veintiseis dias del mes de noviembre del afio dos mil veintricuatro.

Dra. Stephanie Hereira Pacheco Dra. Yendi Navarro Noya Dra. Selen&/Gomez Acata

Instructoras y organizadoras del curso
Folio de constancia: 2{2aadaabdb9d4abb{4ce232¢852%9¢5a

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

A través del
Instituto de Ciencias
otorga la presente

Constancia

A. Claudia Fabiola Martinez de la Pefia, Araceli Solar Martinez y Melissa
Escalante Avila

BUAP Por haber obtenido el segundo lugar, en el marco del Tercer Concurso de

Infografias y Podcast de Divulgacién del ICUAP 2024, con la Infografia
“Microbiota intestinal: superheroes invisibles"

“Pensar bien,
H.PuebladeZ,a

ra vivir mejor” =
de octubre de 2024
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La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

A través de la Facultad de Ingenieria y la Direccion de
Acompafiamiento Universitario

otorgan la presente

CONSTANCIA

A: Melissa Escalante Avila

Por su participacion en la exposicién Eje Intestino-Mujer:
Impacto de la Microbiota en la Salud Femenina, en el marco
del Dia Internacional de la Mujer y la Nifia en la Ciencia.

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Pueblade Z., 11 de febrero de 2025

Mtra. Nadia uerta Jiménez
Director dgfla Facultad de Ingenieria Directora nto Universitario

La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

A través de la Facultad de Ingenieria y la Direccion de
Acompafiamiento Universitario

otorgan la presente

CONSTANCIA

A: Melissa Escalante Avila

Por su participacion en la elaboracién del Poster “Eje intestino-mujer:
Impacto de la microbiota en la salud femenina”, en el marco del Dia
Internacional de la Mujer y la Nifia en la Ciencia.

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Pueblade Z., 11 de febrero de 2025

Director dgfla Facultad de Ingenieria
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% »«IL CONGRESO NAC\ONAI
DE INFECT
jROBIOLOGlA CLINICA
88 //m cxrey

OTORGA LA PRESENTE
CONSTANCIA A:

MELISSA ESCALANTE AVILA

Por su participacion durante el curso pre congreso:
Infecciones Asociadas a Cuidados de la Salud,
Durante el CONGRESO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA Y MICROBIOLOGIA CLINICA

_A i

Dra. Dora Patricia Cornejo Juarez Dra. Alicia Estela L6pez Romo
Presidenta AMIMC Comité infecciones
nosocomiales

14 al7 de Mayo 2025
CINTERMEX Monterrey, NL.
Valor curricular 6 puntos

CONGRFSO NAC ONAI
DE INFECT!
/:ROBIOLOGIA CLINICA

/}H/L

CENTEOTL

OTORGA LA PRESENTE
CONSTANCIA A:

MELISSA ESCALANTE AVILA

Por su participacion durante el XLIX CONGRESO NACIONAL
DE INFECTOLOGIA Y MICROBIOLOGIA CLIiNICA.

Dra. Dora Patricia Cornejo Juarez Dra. Rosa Maria Wong Chew
Presidenta AMIMC Vicepresidenta de la AMIMC

14 al17 de Mayo 2025
CINTERMEX Monterrey, NL.
Valor curricular 45 puntos
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Registro:
DGEC -BUAP- ICUAP-L [ T-193/25
Folio: 11, Foja 071

Del libro de Registros 01/26

La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
Através del Instituto de Ciencias (ICUAP)
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Melissa Escalante Avila

Por haber concluido de manera satisfactoria el Taller
Bioinformatica automatizada aplicada
al analisis de genomas bacterianos por NGS
Realizado del 15 al 18 de diciembre de 2025
Con una duracion de 8 horas

111



