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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacion (colaboracion)
(co-participacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio Social
(acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar cuenta de los
saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacion profesional (Opcion
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de
sus saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar

en distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.



El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.

El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollé en el

transcurso de su labor.



Resumen

Durante el periodo de primavera 2024, se llevo a cabo el proyecto "Analisis de la microbiota
intestinal en nifios en situacion vulnerable”, con el propdsito de abordar las dificultades que
enfrentan los nifios y nifias en su bienestar fisico o social, mediante un enfoque innovador
centrado en la salud, la alimentacion y la calidad de vida, con el objetivo de mejorar su
microbiota intestinal. Los objetivos especificos durante este periodo incluyeron el disefio de
manuales para estrategias de intervencion nutricional, la toma de medidas antropométricas,
el manejo y resguardo de material bioldgico infeccioso, asi como la estandarizacion de
metodologias moleculares para el analisis de la microbiota en el laboratorio. Ademas, se
prepar6 material didactico sobre el proyecto para presentarlo al Organismo de Nutricion
Infantil y a los padres de familia o tutores de los participantes del estudio. Se llevo a cabo
una exhaustiva investigacion para la creacion de los manuales y se realizaron procesos de
estandarizacion de extraccién de ADN de heces fecales y de primers. Se estableci6 un vinculo
con el Organismo de Nutricion Infantil para futuras colaboraciones y se planificaron visitas
adicionales. Entre los productos desarrollados se encuentran los manuales de procedimientos
mencionados anteriormente, la estandarizacién de primers de algunos microorganismos
como Firmicutes y Roseburia sp, asi como recomendaciones para continuar con la
estandarizacion de otros microorganismos y de la extraccién de ADN. Ademas, se avanzo en
el articulo de revision sobre la microbiota, se disefidé una infografia para los tutores y padres
de familia sobre la toma de muestras y se reclutaron datos de 30 participantes en el estudio

para el verano.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucion social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en ldgica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.



1.1 Entendimiento del &mbito y del contexto

Consideraciones bioéticas del desarrollo del proyecto

Por la naturaleza de la presente investigacion es indispensable tomar en cuenta las
consideraciones bioéticas establecidas en la declaracion de Helsinki , la Ley General de Salud
en materia de investigacion para la salud (LGSMIS) y la Ley General de Salud (LGS) que
pudieran tener implicaciones relevantes dentro del trabajo. Esto, ya que se realizaran pruebas
en heces humanas lo que implica pruebas en humanos. Por lo indicado anteriormente, se
expresan las enmiendas, aclaraciones, principios y leyes contenidas dentro de los articulos
del Diario Oficial de la Federacion y las leyes antes mencionadas que competen en este

proyecto para lograr los fines establecidos.

Se contempl6 en base a la dltima reforma DOF 03-01-2024 aplicada a la Ley General de
Salud (LGS) publicada en el diario oficial de la federacion en febrero de 2024, la LGSMIS y
la declaracién de Helsinki las siguientes consideraciones: consentimientos informados en
materia de investigacion en humanos, evaluaciones bioéticas, confidencialidad y privacidad
del sujeto/s de estudio y todos los datos recabados en relacién a éste, beneficios y riesgos del
sujeto/s de estudio y los participantes en la investigacién, monitoreo continuo del sujeto/s de
estudio previo, durante y posterior a la investigacion, reglamentacion para regular el manejo
y disposicion final de las muestras bioldgicas utilizadas durante la experimentacion en
laboratorio y su posterior andlisis, manejo de datos estadisticos de la poblacion sujeta al
estudio y la posible publicacién de los resultados obtenidos, asi como la divulgacion de estos

resultados de manera publica.

De la declaracion de Helsinki se contemplaron los principios 4-36 los cuales competen en
esta investigacion con relacion a fines bioéticos, asegurando la proteccion de los derechos,
la seguridad y el bienestar de los participantes, incluyendo la necesidad de obtener el
consentimiento informado de los participantes o de sus representantes legales, asi como la
garantia de la confidencialidad y la privacidad de los datos recopilados (World Medical
Association, 2013). En cuanto a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la

Salud se contemplaron los articulos 3-130, los cuales establecen un marco normativo


https://www.wma.net/es/policies-post/declaracion-de-helsinki-de-la-amm-principios-eticos-para-las-investigaciones-medicas-en-seres-humanos/
https://www.diputados.gob.mx/LeyesBiblio/regley/Reg_LGS_MIS.pdf
https://www.diputados.gob.mx/LeyesBiblio/regley/Reg_LGS_MIS.pdf
https://www.diputados.gob.mx/LeyesBiblio/pdf/LGS.pdf

detallado que regula la realizacion de investigaciones en el ambito de la salud, asegurando la
proteccion de los derechos y el bienestar de los participantes. En estos articulos se abordan
aspectos claves como la consideracion de posibles beneficios y riesgos para los participantes,
la aprobacién por parte de un comité de ética en investigacion y la confidencialidad y
privacidad de la informacion (Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion para la Salud, 2014).

Finalmente, en cuestion de la Ley General de Salud, se contemplan los articulos 96-103 junto
con sus fracciones del titulo quinto Ilamado Investigacién para la salud, los cuales establecen
lineamientos éticos y legales que deben seguirse al llevar a cabo investigacion en el &mbito
de la salud. También se consideraron los articulos 110y 111 del titulo séptimo de promocion
de la salud, asi como los articulos 112 y 113 del Capitulo 11 sobre Educacion para la salud,
ya que abordan la importancia de promover estilos de vida saludables y educar a la poblacion
sobre aspectos relacionados con la salud, lo cual influye en el contexto del presente estudio.
Ademas, se tuvieron presentes los articulos 158-161 del Capitulo I11 sobre Enfermedades no
Transmisibles que caben dentro del estudio ya que la composicién de la microbiota intestinal
puede influir en el riesgo de desarrollar alguna enfermedad, por lo que abordar las
consideraciones éticas, legales y de promocidn de la salud es esencial durante la investigacion
(Ley General de Salud, 2024).

Consideraciones de Buenas Practicas de Laboratorio del manejo y transporte de las
muestras

La investigacion cientifica rigurosa requiere de un sistema de buenas practicas de laboratorio
para establecer los estandares protocolarios que aseguran la integridad y reproducibilidad de
los datos a analizar. De acuerdo con la implementacion de procedimientos que nos permitan
asegurar la mayor calidad de las muestras obtenidas para lograr la estandarizacion de los
manuales en la primera etapa de este proyecto nos apegaremos a los principios de las normas
oficiales mexicanas de la secretaria de salud y el sistema de gestion de la calidad en el
laboratorio (LQMS) perteneciente a la OMS.

Las disposiciones regulatorias que identificamos para el manejo y transporte adecuado de las

muestras que cumplan con la NOM, se resumen de la siguiente manera:



NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - salud ambiental — residuo-
peligrosos bioldgico-infecciosos - clasificacion y especificaciones de manejo
NOM-012-SSA3-2012, Que establece los criterios para la ejecucién de proyectos de
Investigacion para la salud en seres humanos.

NOM-037-SSA3-2016, Para la organizacion y funcionamiento de los laboratorios de
anatomia patoldgica.

NOM-004-SSA3-2012, establece los criterios cientificos, éticos, tecnoldgicos y
administrativos obligatorios en la elaboracidn, integracion, uso, manejo, archivo,
conservacion, propiedad, titularidad y confidencialidad del expediente clinico.
NOM-005-STPS-1998, Relativa a las condiciones de seguridad e higiene en los
centros de trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de sustancias

quimicas peligrosas.

La fase del sistema de gestion de la calidad para recoger, registrar y transportar las muestras

se identificara como la fase preanalitica. Posterior a esta, se trabajara en las fases analitica y

post-analitica. Para que el itinerario del flujo de trabajo se lleve a cabo de forma correcta en

la primera fase y los resultados sean fiables, se considerard un sistema que comprende 12

elementos clave que pueden adaptarse a las necesidades de nuestro proyecto, los cuales son:

1.

2
3
4
5.
6
7
8
9

Organizacion

Personal

Documentos y registros
Gestion de procesos
Seguridad e instalaciones
Equipos

Gestion de la informacion
Gestidn de incidencias

Servicio al estudiado

10. Compras e inventario

11. Evaluacion

12. Mejora continua de procesos



La supervision de las muestras es uno de los temas principales de la gestion de procesos. La
calidad de los resultados obtenidos sea positivos 0 negativos en cuanto al rumbo de la
investigacion poseeran la calidad de las muestras recibidas. Para asegurar que estas cumplen
con todos los requisitos para replicar resultados analiticos concretos se estableceran
instrucciones por escrito que apareceran en al menos tres manuales de forma detallada
divididos en; 1) documentacién, codificacion y resguardo de muestras, 2) manejo de muestras
bioldgicas infecciosas, y 3) manejo y disposicion de RPBI, y que abordaran las principales

politicas de:

e Recogida de la muestra: Utilizar recipientes estériles y aseglrate de que estén
correctamente etiquetados con informacién relevante, como la identificacion del
paciente, la fecha y la hora de la recoleccion.

e Transporte adecuado: Si la muestra no se procesara inmediatamente, asegurarse de
mantenerla refrigerada o congelada segln las instrucciones especificas del laboratorio
o del protocolo de investigacion.

e Procesamiento oportuno: Las muestras deben ser procesadas tan pronto como sea
posible para minimizar la degradacion de los componentes biolégicos y evitar la
contaminacion.

e Almacenamiento adecuado: Si es necesario almacenar las muestras antes de su
procesamiento, hacerlo segun las condiciones recomendadas para preservar la
integridad de los componentes bioldgicos.

e Procedimientos de seguridad: Utilizar equipo de proteccion personal (EPP) adecuado
al manipular muestras bioldgicas para protegerte a ti mismo y a otros de posibles
riesgos bioldgicos.

e Eliminacién segura de desechos: Desechar los materiales utilizados para la
recoleccion y manipulacion de las muestras de manera segura y de acuerdo con los
protocolos de eliminacion de desechos biolégicos.

e Documentacion precisa: Registrar de manera precisa y completa toda la informacion
relacionada con la muestra, incluyendo la identificacion del paciente, el método de

recoleccion, y cualquier observacion relevante.



e Cumplimiento normativo: Asegurar cumplir con todas las regulaciones y normativas
aplicables relacionadas con la recoleccion, manipulacion y almacenamiento de
muestras bioldgicas, incluyendo aquellas relacionadas con la privacidad del paciente
y la ética de la investigacion.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

ONI (Organismo de Nutricién Infantil) es una asociacion civil que se encuentra en Jalisco
con mas de 60 afios de intensa labor y servicio, encargandose de la prevencion y recuperacion
de la malnutricién de mas de 200,000 de nifias y nifios (NN) de escasos recursos. Esta
asociacion se encuentra extendida a Nayarit y Michoacan.

La institucion busca evitar la malnutricion desde el embarazo y ayudar a NN pequefios que
la sufren y viven en condiciones de pobreza alimentaria. Esto se logra mediante la educacion
de las familias, la provision de suplementos alimenticios y el seguimiento nutricional, con el
objetivo de promover el desarrollo integral de los nifios con una buena alimentacién

(Organismo de Nutricion Infantil, 2023).

ONI tiene programas con cobertura en la Zona Metropolitana de Guadalajara (ZMG), en
zonas indigenas (Sierra Wixarika), Poncitlan y Michoacan. En 2022 diagnosticaron a sus
4,752 beneficiarios (desde 6 meses de edad hasta méas de 3 afios), donde por medio del peso
y la talla un 75% se evalu6 como en estado de normopeso, 13% con sobrepeso, 7%
desnutricion leve, 3% obesidad, 1% desnutricion moderada y 1% desnutricion grave. Asi
mismo entregaron 108.9 toneladas de alimento en 164,677 dotaciones (Organismo de
Nutricion Infantil, 2023).

La asociacion cuenta con un modelo de interaccion donde las familias son capacitadas en
temas referentes a nutricion, salud, desarrollo humano y tecnologias domésticas por medio
de un libro de trabajo con temas para la integracion familiar, asi como un programa de
nutricion que proporciona a NN dotaciones semanales de complemento alimenticio de
acuerdo con su edad y estado nutricio. Esta ademas dispone de centros conformados por

profesionistas de nutricion y trabajo social que llevan los programas de interaccion, ademas



de una planta de producciéon donde se elabora la Oniférmula (Organismo de Nutricion
Infantil, 2023).

Ademas de la familia ONI en planta y oficinas conformada por coordinadores de programas,
operaciones, jefes de calidad, nutridlogos, intendencia, trabajadoras sociales, produccion,
recursos humanos, disefiadores, ventas, contadores, etc., el organismo dispone de
vinculaciones con empresas como: Innova, Vitasanitas, Sesajal, Envato, Ceveceria Loba,
Grupo Vida, entre otras; el gobierno de Guadalajara junto con organismos como el DIF
Zapopan y el Sistema de Asistencia Social; la academia dentro de la cual se incluyen
universidades como: ITESO, Tecnoldgico de Monterrey, UTEG, Universidad Panamericana,
UNIVA, UNE, la Universidad de Guadalajara, entre otras; y finalmente, se ha vinculado con
instituciones sociales como: Fundacion LALA, Cemefi, Teletdn, Fundacion Gonzéalez Ifiigo,

entre otras (Organismo de Nutricion Infantil, 2023).

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

En México, seguin datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de 2022,
la prevalencia de obesidad y bajo peso en la poblacién infantil siguen siendo motivo de
preocupacion para la salud publica. La desigualdad social que existe en el pais afecta de
manera directa la salud de los NN. El acceso limitado a alimentos nutritivos debido a
restricciones econémicas conduce a dietas desequilibradas favoreciendo el consumo
excesivo de alimentos ultraprocesados, los cuales pueden alterar la composicion y diversidad

de la microbiota.

Por lo tanto, en este proyecto que planted identificar y conocer las posibles alteraciones en la
microbiota intestinal de NN que acuden al Organismo de Nutricion Infantil (ONI) y se
encuentran en situacion vulnerable, con el fin de evaluar su estado nutricional y detectar
problemas como desnutricion, malnutricion y obesidad, asi como brindar retroalimentacion

sobre su estado nutricional.



Se identificé la falta de educacion nutricional adecuada entre NN que acuden a ONI. Esta
carencia contribuye a la perpetuacion de habitos alimenticios poco saludables y, en muchos
casos, conduce a problemas nutricios. Es fundamental abordar esta problemética para
garantizar el bienestar y el desarrollo integral de los infantes, asi como para prevenir

enfermedades relacionadas con la mala alimentacion a largo plazo.

En la tabla 1 se pueden observar los posibles riesgos o complicaciones que se pueden
presentar durante la elaboracion del proyecto, incluyendo su impacto y probabilidad, asi

como las acciones a tomar para prevenir y para resolver en caso de suceder.

Tabla 1. Riesgos y acciones a tomar.

Riesgo Riesgo fuente Impacto | Probabilidad Accion Accion a tomar
(1-5) (1-5) preventiva a después del
tomar suceso
Datos Sesgo en datos 3 4 Realizar  una | Trabajar con los
incompletos | obtenidos en las encuesta datos
para la | encuestas a las minuciosa para | proporcionados
realizacion | familias de los que el usuario | sabiendo  que
del nifios. pueda contestar | puede existir un
proyecto de la manera | posible sesgo,
mas  honesta | incluyendo una
posible. discusioén sobre
ello.
Datos No  tener el 4 3 Tener cuidado | Continuar con el
incompletos | consentimiento de en como se pide | proyecto con el
para la | NN 0 sus el niimero de
realizacion | familiares para consentimiento | sujetos que
del poder llevar a cabo informado vy | aceptaron entrar
proyecto la investigacion. poder dejar en | al estudio y
claro que sera | poder discutir
para una buena | sobre un posible
causa y sin | sesgo en la edad
ningin dafo a | delos nifios o en
ninguna la region en la
persona. que viven.
Datos La desercion de los 3 2 Mediante el | Descartar  los
incompletos | sujetos a mitad del consentimiento | datos y muestras
para la | estudio. informado tener | de los sujetos
realizacion claro el | que desertaron 'y
del proposito  del | no tomarlos en
proyecto estudio y que no | cuenta para los
hay riesgos a la | resultados
salud o de | finales.




alguna otra
indole.

Financiero | No recibir el apoyo Realizar el | Se trabaja con el
econdémico que se escrito equipo y
solicitd al adecuado para | reactivos que se
gobierno para la solicitud de | tienen y se
llevar a cabo el dinero hacia el | pudiera  pedir
estudio. gobierno apoyo por otros

sustentando medios.
todo lo que se

haria y con la
formalidad que

se merece.

Falta de | No terminar el Realizar un | Presentar  los

tiempo estudio o no tener cronograma vy | resultados mas
los resultados en poder seguirlo | relevantes que
un tiempo en tiempo Yy |se tienen hasta
determinado. forma para | el momento y

presentar poder tener un

resultados a | plano de

tiempo. perspectivas
mas amplio.

Permiso No tener el Tener el | Realizar  otra

denegado permiso mediante conocimiento solicitud a otro
un comité para necesario sobre | comité de una
llevar a cabo el la Ley General | manera mas
estudio de Salud en el | elaborada y

area de | cuidadosa.
investigacion y

la declaracion

de Helsinki

para poder tener

un buen

sustento  sobre

el proyecto.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

En la tabla 2 se muestra el cronograma de actividades que se planted y siguié durante el
semestre para alcanzar los objetivos de solucion de las problematicas identificadas. Estas
propuestas se realizaron en conjunto con el equipo para comenzar con la estandarizacion de
protocolos de documentacion y procesos de laboratorio para asi dejar una ruta sugerida a
seguir en las siguientes etapas del PAP. El cronograma se baso en objetivos y el periodo de

tiempo que nos tomo realizarlo, esto con la finalidad de permitir evaluar nuestra eficiencia y



efectividad de esta primera etapa. Se sugiere establecer la presentacion en disefio de

cronograma para gestionar estrategias y tomar decisiones informadas en pro de la

organizacion y el equipo de trabajo.

Tabla 2. Cronograma de actividades

estandarizacion de los
procedimientos.

Semana | Actividad Objetivo Duracion
Planeacion de trabajo | Organizar el trabajo para poder | 15 de enero al 26
ly2 semestral distribuir los manuales, de enero
articulos a presentar, temas de
articulo de revision, etc.
Trabajo individual de | Elaborar un manual detallado | 29 de enero al 3
elaboracion de sobre cada procedimiento para | de marzo
manuales e realizar el estudio de
investigacion microbiota: Documentacion y
personal resguardo de muestras,
determinacion de dieta en
nifios, manejo de muestras
3 bioldgicas infecciosas, manejo
y disposicion de RPBI,
mediciones antropométricas,
extraccion de ADN de heces,
estandarizacion de primers,
electroforesis de ADN, PCR
en punto final, PCR en tiempo
real y analisis de datos de PCR
en tiempo real.
Visita a laboratorios Familiarizarse con los 29 de enero
4 de biotecnologia y laboratorios que se utilizarian,
nutricion sus protocolos de ingreso y
uso de equipos.
Entrega en canvas de | Mostrar avance en 9 de febrero
primer avance de investigacion de la
4 RPAP Organizacion, problematica y
manejo de muestras bioldgicas
infecciones de humanos.
Mentoria grupal sobre | Preguntar dudas sobre la 12 de febrero al
5.6y7 estandgri;acién de creacion de .los' manuales de 26 de febrero
’ procedimientos de cada procedimiento.
laboratorio y toma de
muestra
Esterilizacion de Preparar el material para 7 de marzo
8 materiales comenzar con la




Extraccion de ADN Llevar a cabo la 11 de marzo
9 de heces estandarizacion de la
extraccion de ADN de heces.
Estandarizacion de Preparar termograma, master | 9 de abril al 29
12,13 y 14 | primers mix, correr PCRs punto final y | de abril
analizar los resultados en geles
de electroforesis.
Estandarizacion de Analizar si es necesario hacer | 9 de abril al 29
12,1314y primers ajgstes en las temperaturas de | de abril
’ 1 ; alineamiento de las PCRs para
repetir procedimiento y geles
de electroforesis.
Visita y presentacion | Presentar el proyecto y su 10 de abril
en ONI importancia a los integrantes
del equipo de ONI para aclarar
12 dudas entre ambas partes y
ponerse de acuerdo con la
logistica de recoleccion de
heces.
Obtencion de Trabajar en investigacion de 15 de abril al 3
resultados de posibles errores en la de mayo
13, 14y 15 | experimentacion y metodologia para reportar en
trabajo en RPAP.
documentos finales
Presentacion en linea | Dar pequefia capacitacion 24 de abril
con ONI sobre las recomendaciones que
14
se deben dar al tomar la
muestra de heces.
Entrega final de Documentar lo aprendido en el | 3 de mayo
RPAP PAP, lo que se desarroll6 y los
15 Entrega final de resultados obtenidos junto con
manuales de posibles perspectivas.
procedimientos
Visita a centro de Tomar las medidas 2 y 8 de mayo
atencion de ONI antropométricas y aplicar los
15y 16 cuestionarios y encuestas
nutricionales a NN
beneficiarios de ONI.
Presentacion final con | Mostrar un resumen de los 9 de Mayo
ITESO resultados obtenidos durante el
17 semestre tanto en temas

técnicos de extraccion de ADN
de heces y estandarizacion de
primers, como de
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documentacion, antropometria
y reuniones con ONI.

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

A continuacion, se presenta el desarrollo de los manuales de procedimientos, estandarizacion
de la extraccion de ADN, estandarizacion de primers por PCR en punto final, una visita
introductoria del proyecto en la asociacion de ONI y la presentacion de un articulo de revision

sobre microbiota.
1.5.1 Manuales de procedimientos

Se elaboraron manuales de procedimientos para las etapas preanalitica, analitica y post-
analitica del proyecto de investigacién, con el fin de tener la metodologia establecida para
trabajar en laboratorio y adaptarlos segun el manejo de residuos bioldgicos infecciosos. Los
manuales se trabajaron en base al formato manual de préacticas de laboratorio utilizado en los
departamentos Biotecnologia del ITESO, el cual comprende informacion desde presentacion
de lo que va cada manual, disposiciones generales de seguridad, registro de equipos y
materiales utilizados, reactivos utilizados, procedimientos y/o técnicas, referencias de
consulta, y contenidos especificos de cada actividad. Estos se desarrollaron basandose en
articulos cientificos donde se realizaron procedimientos similares, insertos de reactivos
utilizados, metodologias estandarizadas, entre otros recursos electrénicos. Los manuales son
indispensables para trabajar bajo métodos que nos permitan asegurar la replicabilidad de

resultados.
1.5.2 Estandarizacion de la extraccion de ADN

Se realizo la estandarizacion de la extraccion de ADN con dos muestras tomadas de nifios
voluntarios familiares del equipo PAP. El protocolo inicial de extraccion segun el Kit DNA
Stool Mini Kit QIAGEN se llevo a cabo segun el orden mostrado en la figura 1. La
extraccion del ADN general para todos los microorganismos consiste en hacer primeramente
una lisis celular, después la purificacion y por ultimo su almacenamiento (Osorio et al.,
2009). El protocolo detallado para la extraccion describe los métodos para separar sustancias

inhibidoras del ADN, digestion de las proteinas, adherencia del ADN a la membrana de silice

11



QlAamp, lavado de impurezas y la elucién del ADN puro en columnas de centrifugacion
QlAamp Mini.

Extraccion de ADN

Qlaamp Fast DNA Stool Mins Kt

(=]
muestra
I\
= Buffer InhibetEx
irshiblolin —  (95°C, $ min)
.
Digestidn Proteinasa K
enzimética ®  (70°C.10min
)
\J'
Captura de ADN L - Colurnaa
Lavado 5

Elucidn

\"

Figura 1. Protocolo de extraccion de ADN
1.5.3 Estandarizacion de primers por PCR punto final

La amplificacion por PCR se utilizd para determinar de forma cualitativa la presencia de
ADN de 19 microorganismos objetivo potencialmente presentes en microbiota infantil (tabla
3). Estos fueron propuestos por las doctoras Sarah Ratkovich, Mariana Ruiz y Anayeli Patifio,
responsables de la direccion del PAP Programa de desarrollo tecnoldgico para la
sustentabilidad ambiental energética y alimentaria I. Los autores del presente RPAP se
ocuparon de los que estan resaltados en gris en la tabla 3. Sin embargo, solo se comenzo a
estandarizar con los siguientes microorganismos debido al corto periodo de tiempo para
trabajar en laboratorio: Bacteroidetes, Firmicutes, Lactococcus lactis, Clostridium coccoides,

Eubacterium halli, Roseburia sp y Blautia.
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Tabla 3. Microorganismos objetivo del proyecto

Microorganismo Primer F (5°-3") Primer R (5"-3") pb Tm Phylum
Bacterias AGTTTGATCCTGGCTCAG GWATTACCGCGGCKGCTG 516 54.9
Actinobacterias TACGGCCGCAAGGCTA TCRTCCCCACCTTCCTCCG 300 57
Bacteroidetes GGARCATGTGGTTTAATTCGAT AGCTGACGACAACCATGCA 124 56.4

GAT G
Firmicutes GGAGYATGTGGTTTAATTCGAA  AGCTGACGACAACCATGCA 127 57.4

GCA C
Proteobacterias TCGTCAGCTCGTGTYGTGA CGTAAGGGCCATGATG 155 56
Enterobacteriaceae TTACCGCGGCTGCTGGCAC 333 59 Proteobacterias
Prevotella CACCAAGGCGACGATCA GGATAACGCCCGGACCT 283 56.2 Bacteroidetes
Akkermansia CAGCACGTGAAGGTGGGGAC CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT 329 59.5  Actinobacterias
muciniphila
Lactobacillus lactis AGCAGTAGGGAATCTTCGGCA GGGTAGTTACCGTCACTTGA 143 57.5  Firmicutes

TGAG

Clostridium leptum CCTTCCGTGCCGSAGTTA GAATTAAACCACATACTCCA 116 60 Firmicutes
(grupo 1V) CTGCTT
Clostridium GACGCCGCGTGAAGGA AGCCCCAGCCTTTCACATC 200 56 Firmicutes
coccoides  (grupo
XlVa)
Eubacterium hallii GCGTAGGTGGCAGTGCAA GCACCGRAGCCTATACGG 278 57.7  Firmicutes
Roseburia sp TACTGCATTGGAAACTGTCG CGGCACCGAAGAGCAAT 230 54.4  Firmicutes
Faecalibacterium GATGGCCTCGCGTCCGATTAG CCGAAGACCTTCTTCCTC 198 57 Firmicutes
prausnitzii
Bifidobacterium CTG GCAGCCGTG ACACTACT TGA ACT GGC CGT TAC GGT 102 59.1  Actinobacterias
bifidum CT
Bifidobacterium TCATCACGG CAAGGTCAAGA GGCCAGAACAGCTGGAAC 111 57.3  Actinobacterias
breve AA
Bifidobacterium ATG ATG CGC TGC CAC TGTTA CGG TGA GCG TCAATG TAT 132 56 Actinobacterias
longum sub infantis CT
Bifidobacterium GCT GAT ATC TGC GCT GTACC AAA CCA CCC AGT AGT CCT 135 56 Actinobacterias
adolescentis CcC
Blautia CCTCCGACACTCTAGTMCGAC CGGTACCTGACTAAGAAGC 183 54.7  Firmicutes

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una técnica que se
utilizé para amplificar fragmentos especificos de material genético permitiendo obtener in
vitro millones y millones de copias de fragmentos de ADN a partir de una molécula (Nazir,
2020). El termociclador un instrumento en el cual se llevé a cabo la PCR, alternd la
temperatura desde un méximo de 95°C hasta un minimo de 4°C para simular las condiciones
en las que se llevaria a cabo la replicacion en una célula comun. Cada PCR se realiz6 de 25
a 35 ciclos con 3 temperaturas diferentes en cada uno de los ciclos. Cada ciclo const6 de una
temperatura de desnaturalizacion, una de alineamiento y finalmente una de extension. La
temperatura de alineamiento se probd con 5 opciones debido a que la enzima GoTag® ADN
polimerasa de Promega se optimiza segun la Tm (temperatura de fusién) del conjunto de
primers de cada microorganismo (se utilizo la del proveedor Integrated DNA technologies
(IDT)), para posteriormente seleccionar la que tuviera mejores resultados de amplificacion

para las futuras PCRs (tabla 4 y figura 2).



Tabla 4. Temperaturas propuestas para la estandarizacién de PCR

Microorganismo Temp.1 Temp. 2 Temp.3 Temp.4 Temp.5 C-
(Tm)
Firmicutes 51 53 55 57 59 57.5
L. lactis 54 56 58 60 62 54
Roseburia sp. 49.2 50.9 53 55.5 57.7 49.2
Blautia 49.2 50.9 53 55.5 57.7 49.2
C. coccoides 52 54 56 58 60 52
Bacteroidetes 56 58 60 62 64 56
E. halli 54 56 58 60 62 53

Reactivo Volumen  Volumen
por tubo  Master mix

Bulfer GoTag 5 ul 20 ul
dNTPs 05 ul 3 ul
Primers FW/RV 1.5 ul 9 ul
ADN 0.125 ul 0.75
Polimerasa
H,0 15875 ul  95.25ul

ADN Template 2 ul

' &
nxa »

- N oclon >

Figura 2. Volumenes finales para 25 pL de reaccion PCR por tubo y disefio de ciclo térmico
(termograma) recomendado por el inserto de la enzima GoTag® ADN (polimerasa).

Posteriormente, se llevo a cabo la electroforesis en geles de agarosa. Esta es una técnica que
permiti6 separar fragmentos de ADN en funcion de su tamafio y poderlos observar a través
de una tincién. El gel de agarosa contenia de 7 a 8 pocillos donde se cargaron las muestras
de ADN y el marcador de peso molecular o ruler. Este gel se coloco en una caja molde y se
sumergio en una camara principal en un buffer con pH de 8. Esta cAmara se colocé en una

caja que tiene cargas positivas en un extremo y negativas en el otro. Debido a que la carga
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del ADN es negativa (debido a los fosfatos que contiene), los fragmentos viajaron del polo
negativo al positivo como se puede observar en la figura 3. Después de que se realizo la
electroforesis se visualizd el gel a través de una lampara de luz ultravioleta en el equipo
fotodocumentador Gel Doc™ XR marca BIO-RAD, obteniendo asi una imagen con bandas
que corresponden a las muestras de ADN y el marcador de peso molecular (Austin, M.D,
2021).

Electroforesis
i o O
.
Carga Armado
Gel 1% Agarosa TAE1X

1kb ADN Ladder

Lectura

Corrida
75 voltios, 40 min

Figura 3. Metodologia para realizar electroforesis de las muestras.

1.5.4 Visita ONI (Organismo de Nutricion Infantil)

Se llevo a cabo una visita al Organismo de Nutricion Infantil en la sede ubicada en Blvd.
Gral. Marcelino Garcia Barragan 1280, en la cual algunos integrantes del equipo presentaron
el proyecto a los integrantes de la asociacion (profesionales de nutricion, psicologia, entre
otros). En la presentacion se dio una pequefia introduccion sobre la microbiota y su
importancia en la primera infancia, se menciond la relevancia de realizar esta investigacion
con los beneficiarios de ONI (NN en situacién vulnerable), se les presentaron los objetivos
del proyecto, las metodologias que se estan utilizando y se utilizaran, el cronograma de
actividades con el que se cuenta para los siguientes periodos escolares y las perspectivas del

proyecto.
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Dentro de la discusion que se abrid con el equipo ONI se tocaron temas como la manera en
que llevan a cabo sus programas y cdmo se podran ajustar a la recolecta de muestras que se
necesita para el proyecto, la cual debe ser en las mismas fechas que ONI maneja para la
entrega de sus Oniférmulas y Onidiario que dan a los titulares de los nifios. Se plante6 que
en estas entregas programadas que hacen en sus diferentes centros de atencion se les dé a
conocer a los padres a cerca del proyecto, se les entregue un consentimiento informado para
firmar, asi como los frascos para la muestra y se les pidan sus datos para contactarlos y llenar

el pequefio historial sobre el paciente necesario para el estudio.

Ademas, se modifico la edad de la poblacion de estudio, ya que se habia tomado en cuenta
gue NN se encontrarian entre las edades de 6 a 10 afios, mientras que los beneficiarios de la
asociacion se encuentran entre los 6 meses y 6 afios de edad. Asi mismo, el equipo de ONI
menciond las condiciones bajo las que algunos NN podrian encontrarse, como que podrian
padecer alguna enfermedad intestinal sin haber sido tratada o que si podria haber sido tratada
con antibiotico y paralisis cerebral, esto con la finalidad de saber si podrian ser considerados
en el estudio. Asi mismo, el equipo hizo la peticion de hacer posible la manera de que los
resultados obtenidos se personalicen para dar recomendaciones a los padres de NN y que
puedan hacer cambios para mejorar la calidad de vida de sus hijos e hijas.

1.5.5 Articulo de revisiéon

Se continua trabajando en un articulo de revision con el proposito de examinar y resumir la
literatura existente sobre la microbiota intestinal y su relacién con aspectos de metabolismo,
dieta, patologias, probioticos, entre otras cosas. Fue fundamental para el avance de la
investigacion cientifica del proyecto y un soporte académico para futuras referencias. En el
articulo de revisién se tienen los siguientes temas: aspectos generales de la microbiota,
metabolitos microbianos, desarrollo de la microbiota en la vida (desde la etapa prenatal hasta
la adolescencia), la relacién que tiene la dieta con la microbiota, la relacion que tiene el
metabolismo con la microbiota, las diferentes patologias presentes en la microbiota, el
contexto de la microbiota en nifios mexicanos y el uso de probiéticos, prebidticos y

simbioticos.
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El articulo de revision esta siendo elaborado por los estudiantes y las doctoras que imparten
el PAP4D12. La recopilacion y examinacion de la informacion proporcion6 una vision
general y actualizada del estado del conocimiento del campo de la microbiota en NN. Asi
como, mostro las tendencias y brechas respecto a nuevas alternativas para poder intervenir
en lasalud intestinal de NN mexicanos, teniendo ya todo un contexto social que puede aportar
informacion relevante en cuestion de los beneficios que estos puedan adquirir teniendo en
cuenta la gran diversidad que simboliza la microbiota intestinal (apartado 1.8.8 de anexos

generales).

1.5.6 Visita en centro de atencion de ONI para recabar datos

Para poder asistir a recabar datos y poder explicar cdmo se debia tomar la muestra a los
acompariantes de NN fue necesario llevar a cabo una investigacion sobre la microbiota,
misma que contribuyo a realizar el articulo de revision. De esta manera, fue posible reconocer
los temas requeridos para preguntar a los tutores sobre el historial contextual, clinico y
alimenticio de NN. Ademas, se plante6 un consentimiento informado donde los tutores de
NN podrian firmar como autorizacion de uso de datos y muestras. En este documento se
planted la razén de llevar a cabo el estudio y los motivos por los cuales se pretendia recabar
la informacion, asi como la posibilidad de que si los tutores no quisieran continuar con el
estudio pueden hacérselo saber a las encargadas de este. Finalmente, haciendo uso del manual
de manejo de muestras bioldgicas infecciosas se hizo una infografia sobre las formas que hay
para tomar muestras fecales, la cual se entregd y explicé a los tutores de NN para consultar
en caso de tener dudas sobre la toma de muestra.

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

El proyecto se centrd en dos enfoques principales para el desarrollo de distintos productos.
Por un lado, se tuvo un enfoque interno destinado a establecer guias que mejoraran los
procesos dentro del laboratorio y garantizaran una evaluacion nutricional adecuada. Por otro
lado, se adoptd un enfoque externo dirigido a comunicar a ONI y a los padres de familia o

tutores los objetivos y metodologias del proyecto. Este enfoque buscaba asegurar una
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comprension clara y completa por parte de la organizacion sobre las actividades y

contribuciones planificadas.

Para cumplir el objetivo del enfoque interno se elaboraron los manuales de procedimientos
para las distintas fases del proyecto. Estos establecen una base sélida para el trabajo de
laboratorio y serviran de guia para aquellos alumnos que se integren al proyecto, facilitando
las actividades y garantizando practicas adecuadas.

Ademas, se realiz0 la estandarizacion de la extraccion de ADN y de los primers. Durante este
proceso se tuvieron desafios de organizacion, documentacion y gestion del tiempo. Sin
embargo, los resultados obtenidos permitieron observar que se requiere especial atencién en
preparar los equipos necesarios con antelacion a la extraccion de ADN para evitar que
algunos pasos se lleven a cabo de manera incorrecta, como lo fue incubacion a 70°C en la
inhibicion, cuando la temperatura debi6 ser de 95°C. Asi mismo, es importante ajustar las
temperaturas de alineamiento para los primers de cada microorganismo tomando en cuenta
las recomendaciones del inserto brindado por el proveedor. Esto permitiria en un futuro
mejores rendimientos de ADN para lograr amplificarlo y observar de forma cualitativa el

estado de la microbiota en general.

Para cumplir con el objetivo del enfoque externo se creé material didactico, como
presentaciones en las que se comunicé a ONI la metodologia del proyecto y su importancia.
Asi, la organizacion comprendié cémo la obtencion de informacion sobre la microbiota
intestinal de los nifios que atienden puede ayudar a abordar especificamente la malnutricion
en cada poblacién. También se realizaron infografias a cerca de la toma de muestras de heces,
las cuales fueron entregadas a los padres o tutores de los NN de ONI. El objetivo de esta
infografia fue guiar a los padres para que realizaran una correcta obtencion de muestras y

reducir el riesgo de contaminacion de las heces.

Como ultimo producto, se realizé un articulo de revisidn acerca de microbiota, su desarrollo
en diferentes etapas de la vida, la influencia de la dieta, como esta involucrada en el

metabolismo y algunas patologias. Asi mismo, se describe la influencia de la microbiota en
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nifios y nifias mexicanos. En general, el articulo destaca la relevancia de la microbiota en
diversos aspectos de la salud y el bienestar. La realizacion del articulo de revision genera un
impacto significativo a nivel salud publica, ya que México enfrenta desafios en este nivel
debido a problemas de nutricion y obesidad. Comprender el impacto de la microbiota podria
generar politicas de salud dirigidas a mejorar la salud de los NN mexicanos. Asi mismo, seria
posible generar estrategias de prevencion de enfermedades més efectivas a partir de la
nutricion infantil, lo cual tendria efectos en el desarrollo cognitivo y conductual de los NN.
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1.8. Anexos generales

1.8.1 Portada de algunos manuales realizados

MANUAL DE
DOCUMENTACION,

CODIFICACION Y
RESGUARDO DE
MUESTRA

Compilacion de précticas para la asignsturs del PAP PROGRAMA DE
DESARROLLO TECNOLOGICO PARA LA SUSTENTABILIDAD AMBIENTAL
ENERGETICA Y ALIMENTARIA | (P2024 PAP4D12A)del programa
académico de Ingenleria de en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico y

JULIETA

de Estudios Superior de Occidente

Figura 4. Portada del manual de documentacion, codificaciéon y resguardo de muestras.
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MANUAL DE
ESTANDARIZACION DE

PRIMERS

Metodologia para disenar el termograma para PCR, el diseno de la
estandarizacion de primers (temperaturas para utilizar) y los ajustes que
se deben hacer durante la estandarizacion.

PAP PROGRAMA DE DESARROLLO TECNOLOGICO PARA LA
SUSTENTABILIDAD AMBIENTAL, ENERGETICA Y ALIMENTARIA 1
(P2024_PAPAD12A)

Figura 5. Portada del manual de estandarizacion de primers.
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1.8.2 Primer BLAST
Roseburia

Primer pair 1

Sequence (5>3) Length Ten GeN Selif complementarity
Forward primer TACTGCATTOGAMACTOTCS 20 S6.08 4500 400
Reverse primer COGCACCGAALGAGCAAT 17 5768 a2 ace

Products on target templates

»NZ_LR&US01 1 1 Roseburia hominis isolate MGYSHGUT.0Z2517 cheomasame 1

product length = 238

Forward primer 1 TACTGCATTGGAAACTGTCG 28
Template 1835997 i i i a e 1636616
Reverse primer 1 COGCACCGAAGAGCAAT 17
Template 1836226 ...t i i e la3ez21le

product length = 238
Forward primer 1 TACTGCATTGGAAACTGTCG 28 b
Template 626587 ... e i e 626526

Reverse primer 1 CGQGCACCGAAGAGCAAT 17
Template 626736 ... i 626720

product length = 238

Forward primer 1 TACTGCATTGGAAACTGTCG 2@
Template L 26897
Reverse primer 1 CGGCACCGAAGAGCAAT 17
Template 26387 e 26291

product length = 238

Forward primer 1 TACTGCATTGGAAACTGTCG 2@
Template 3@96BE8 ... i e 3896789
Reverse primer 1 CGGCACCGAAGAGCAAT 17
Template 3896579 L i e 3@96595
product length = 3258

Forward primer 1 TACTGCATTGGAAACTGTCG 28
Template 983393 A T.A. ... iiennennn T 983374
Reverse primer 1 COQACACCGAAGAGCAAT 17
Template 9808136 AC..C.G.C........ 98@152

product length = 1817

Forward primer 1 TACTGCATTGGAAACTGTCG 2@
Template 1824286 ...GC.G....... A.... A 1824385
Reverse primer 1 COQGCACCGAAGAGCAAT 17
Template le253@2 TC..... CTT....... 1825286

Figura 6. Evidencia Primer Blast de Roseburia.

Sell 3’ complementarity

200

200
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Blautia

Primer pair 1
Sequence (5->3) Length ™ GCh Self complementarity Self 3 complementasity
Forward primer CCTOCGACACTCTAGTNCGAD n 5827 0,00 400 50
Reverse primer COGTACCTGACTAAGAAGC 19 5475 5263 6,00 200
Products on target templates

>NZ_CP092473.1 Roseburia rectibacter strain NSJ-69 chromosome, compiete genome

product length = 183
forward primer 1 CCTCCGACACTCTAGTNCGAC 21
Tenplate 3923493 .., .e00eve000.Co0., 3923513

Reverse primer 1 CGGTACCTGACTAAGAAGC 19
Template 3923675 L.iiiiedsersarnanss 3923657

product length = 183
Forward primer 1 CCTCCGACACTCTAGTNCGAC 21
Template BIBMNT sissinssssesy vesCevey 3195233

Reverse primer 1 CGGTACCTGACTAAGAAGC 19
Template 3305398 i ivasaeee vorrcrrse 3195377

product length = 183
Forward primer 1 CCTCCGACACTCTAGTNCGAC 21
Template NIBAL' " soovaevassvomneitae s, A1A04L

Reverse primer 1 CGGTACCTGACTAAGRAGC 19
Tenplate 111803 .. .......- vesreers 111785

>NZ_LR695011 1 Roseburia hominis isolate MGYG-HBUT-02517 chromosome 1

product length = 183
Forward primer 1 CCTCCGACACTCTAGTNCGAC 21
Template 3086772 sisverinaniesan JCooi. 3096792

Reverse primer 1 CGGTACCTGACTAAGAAGC 19
Template 3896954 . .............n +... 3098936

*NZ_LR0O27880.1 Roseburia Intestinalis L1-82 chromogome 1, complete sequence

product length = 183
Forward primer 1 CCTCCGACACTCTAGTRCGAC 21
Template 3944348 .....i..ii00e..0.Cill. 3984366

Reverse primer 1 COGTACCTGACTAAGRAGC 19
Template 3944528 ... .iciiceneanea. 3944510

product length = 183
Forward primer 1 CCTCCGACACTCTAGTNCGAC 21
Template 35639WT  FererrirrssrItns C.... 3563927

Reverse primer 1 COGTACCTGACTAAGAAGC 19
Template 3564089 .....ievvevreeesee, 3564071

Figura 7. Evidencia Primer Blast de Blautia.
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Firmicutes

Primer pair 1
Seguence (5->X) Length ™ e Self complementanty Sell 3’ complensentarity
Formard primer GOAGNATOTGGTTTAATTCGAAGCA 28 6039 4157 &CC am
Reverse primer ADCTOMOACAACCATOCAC 20 0nn 5500 400 20
Products on target templates

>NZ_VUMDO1000060.1 Clostridium porci strain WCA-389-WT-23D1 seq60, whole genome shotgun sequence

product length = 127
Forward primer 1 GGAGNATGTGGTTTAATTCGAAGCA 25
Template 932 iivivsQiviviiesicesnrie sebieete 956

Reverse primer 1 AGCTGACGACAACCATGCAC 20
Template 1058 'iiiitees s Waa s seeana 1039

>NZ_VUNIOT000057.1 Roseburia porci strain MUC/MUC-530-WT-4D seq58, whole genome shotgun sequence

product length = 127
Forward primer 1 GGAGNATGTGGTTTAATTCGAAGCA 25

Template 933 virG iR 957
Reverse primer 1 AGCTGACGACAACCATGCAC 20
Template 1859 L. .iiiiiiianaanaeaa. 1040

>NZ_CP030280,1 Blautia argi strain KCTC 15426 chromosome, complete genome

product length = 127
Forward primer 1 GGAGNATGTGGTTTAATTCGAAGCA 25
Template 824850 [ a i e da ek & aatsra e 6524683

Reverse primer 1 AGCTGACGACAACCATGCAC 280
Template 628785 .irveveame v e vaees 524766

product length = 127
Forward primer 1 GGAGNATGTGGTTTAATTCGAAGCA 25
Template 3178580, ivisCicaiviodaivines SRR SRR 31745586

Reverse primer 1 AGCTGACGACAACCATGCAC 20
Template 31784854 icccieiiivsiemenes 3174473

>NZ_PYLP01000049.1 Faecalibacillus faecis strain SNUG30370 scaffold_49, whole genome shotgun sequence

product length = 123
Forward primer 1 GGAGNATGTGGTTTAATTCGAAGCA 25
Template TAT ' on ol vis mnsin s sisraiane o s 771

Reverse primer 1 AGCTGACGACAACCATGCAC 20
Template BB iiniceniscasiseselsses BOO

Figura 8. Evidencias Primer Blast de Firmicutes.
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L.lactis

Primer pair 1

Seguence (§-+7) Length ™™ och Seif comprementa Ty Se? } comgleTenty Ty
Formars pramer AGCAGTAGGHAATTTTIGGLS n 138 L5 L0 '@
Rwverye promer SOGTAGTTACCRTCALT TRATRAS el a18d woe 70 roe
FTIRATY a0 taget tempiates

ML CETINAC T Lacincnctm (actm sitep Mete aman 1 &M (RITIMsRETe. COmpie gencrme

product length = 143
Forward primer 1 AGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 21
Template 488997 LSRR RN 489913

Reverse primer 1 GGGTAGTTACCGTCACTTGATGAG 24
Template 489138 L..i0s04000 b amses cee.. 489112

product length = 143
Forward primer 1 AGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 21
Template SBICIBR LSS Raasas s da 2578734

Reverse primer 1 GGGTAGTTACCGTCACTTGATGAG 24
Template RIS R A A R NS A A 2578635

preduct length = 143
Forward primer 1 AGCAGTAGGGRATCTTCGGCA 21
Tenmplate 2520BBE' . vieeimiee o anie vee. 2521866

Reverse primer 1 GGGTAGTTACCGTCACTTGATGAG 24
Template 2521248 LLiieaseches vashiesmeenss d92LTER

»NC_022369.1 Lactococcus cremaris subsp, cremoris KW2, complete sequence

product length = 143
Forward primer 1 AGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 21
Template 500456 ......cciiiiiinsanaes 500476

Reverse primer 1 GGGTAGTTACCGTCACTTGATGAG 24
Template SOB59B. . ..oeccnrrsneteecseny «-+ 500575

product length = 143
Forward primer 1 AGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 21
Template 2425883 L....iiiiancanssenas, 2425863

Reverse primer 1 GGGTAGTTACCGTCACTTGATGAG 24
Template -1 ]y 1\ EOERR Ry AP ORI S ce.. 2425764

product length = 143
Forward primer 1 AGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 21
Template 2402395 .. iiiisienrensiennss 2402375

Reverse primer 1 GGGTAGTTACCGTCACTTGATGAG 24
Template 2402253 . Crisavaieeew e 1290276

Figura 9. Evidencias Primer Blast de L.lactis.



E. Halli

Primer palr 1

Seguance (5->3) Length Tm acs Self complementacity
Forward primer GOGTAGET GCAA 8 067 LAR) $.00
Reverse primer GLACCGNA, ATACGG 18 5803 471 400

product length = 278

Forward primer 1 GCGTAGGTGGCAGTGCAA 18
Template 0 11635
Reverse primer 1 GCACCGNAGCCTATACGG 18
Template 11895 ...... LT 11878

product length = 278
Forward primer 1 GCGTAGGTGGCAGTGCAA 18
Template 820426 L. e 820443

Reverse primer 1 GCACCGNAGCCTATACGG 18
Template 820703 ...... Aereeaat 820686

product length = 278

Forward primer 1 GCGTAGGTGGCAGTGCAA 18
Template 1185718 . .iiiii it 1185735
Reverse primer 1 GCACCGMAGCCTATACGG 18
Template 1185995 ...... Ao, 1185978

product length = 278

Forward primer 1 GCGTAGGTGGCAGTGCAA 18
Template 1722014 . 17220831
Reverse primer 1 GCACCGNAGCCTATACGG 18
Template 1722291 ... .. Al 1722274

Figura 10. Evidencias Primer Blast de E. halli.



C. coccoides

Primer pair 1

Sequence (5527 Lengh  Tm GOSN Sell complummntarity Sell X complementanty
Forward prisse BACACCOCOTAAAGOA 1 W72 eR7S 100 000
Reverse primes AGCCCCAGCCTTTCACATS e W s Im 000
Products on target templates
WI_APU22544 ) [Clostridium] strain G10 dete g

preduct length = 199
Foruward primer 1 GACGCCGOATGAMGGA 16
Teeplate 15362 .. iieanieaninaa « 15377

Reverse primer 1 MCCCCAGCCTTTCACATE 190
Tesplate 15568 ... GG .col00a. 15542

product length = 199
Forvard primer 1 ALK IGTOALGGA 16
Tesplate 123676¢° .......c sssessee 123588

Heverse primer 1 MCCCCAGCCTTTCACATE 19
Terplote 125888 L. GG ee s 125850

product length = 159
Forward primer 1 GALCLELGTERDGGA 16
Terplate 1088 L iiirernreenny 210598

Reverse primer 1 AGCCCCAGCCTTTICACATE 19
Terplate -3 17 CHENPIRIIR 3 AR 5 103 ]

preduct length = 199
Forward primer | GAMGOCGCGTRAMGGSA 156
Tesplate 2656DAT  L.iiiiiiainan vie 2656072

Reyerse primer 1 AGCCCCAGCCTTTCACATE 19
Terplate 2655885 ... GuBiiiiiiaai. 2655507

SNLAMG2ESG0 1 lonthidum] hybermonas stine CE91-510 chromosome. comidete gename

prodwct length = 199
Forusrd priser 1 GACGOCOCOTGARGGA 16
Teoplats 7674 ..riiinnen..- 57689

Revorse primser 1 AGCCCCAGCCTITOACATC 19
Tempinte M2 L. {—d ~SXOREy Y., Srase

prodart Jength = 109

Fforusrd primer 1 CACGLCGLGTGRMGAN 18
Template 186513 .iicceceuivavens 196528
Feverss priser 1 AGCCCCAGCCTTTCACATE 19
Tesplete 190711 i@ e T 196693
prodect length = 199

Forusnd priser 1 GALGCOOLGTGRAGS 10
Template [ 2 1 1: | O £34119
Reverse priser 1 AGCCCCARCOTTTCACATE 15
Template 634302 ... GaGacacisd T.. B3azsa

prodect length « 195
Forusrd priser 1 CACGLOOLOTGAMGGEA 10
Tenplinte B L T L 102ra66

Heoverse priser 1 AGCCCCAGCCTTTTALATC 18
Tenplate 1873645 ., 6.6 o0 Tl LB7363L

Figura 11. Evidencias Primer Blast de C. coccoides.
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Bacteroidetes

Primar pair 1

) [T T~ oo
Forwwd prover OBINCATITOIITTARIICHATOS® FT) = .50
Rrveve joissen ASCTGADIACAADCATRCAD 0 wn 800
Predam o Carpet eraplaves

SAT_ASITORET T A hs 00 lae B T UALLIE Prwratama cermate griate

profuct langth « 134
faresrd primer SEUCLTSTSSTITAATICRNIGET 16
Tesplate BIWRB s Bebiasiiobacniissain

Aeverse priser 3 ABCTSACRATAMICATOCAL 20
Tenplate ST cvavvarnrarrnrarass SISTH

foreard 1 GRANCATETEOTTTAATICIATEAT 25
Template BIOIBAT LaBiianrininens shicene .
Aeverie priser 1§ ALTGACOACAACCATEIAS 30

forvard priser 1 SUNCATATRITTTALTICOATASY 24
Tenplate 22 1 L RN SRR

Feverie priser 1 AU TTALGACAMCTATENAS 20

foreard primer i GAANCATOTRITITASTICATAAY 24
Template L O SRR e

Apverse primer L ML TRAIGACAMTATRMG 20
Temglate ABTEET caisennranssinraneey  AEFTISE
I WIYETO000001 1 Peeliecsersdien gerders srem FOAAROOL, 1322 rtg 4| S00000F srrew siun. whole gerove thitgas sessercs

Procuct lasges « 136
Forward griver ) GRANCATGTOSTTTAATICRATRAT 3%
Tesplate £t N T TTIRTTITI T . | =

Beverse prises L ACTGADGACARLTATECA 0
Temglate WSUTY ovrarrrnrnrnnaresis 39SIISE

procuct lesgth = 126
Torvard priser 3 GGAMCATETORTTTAATIOAATSAT 3
Tesplote WD obinssnisanssres STLRBX worves

Reserse prises 3
Templste mel

Preouct Jempth « 136

rorvard 1 COXUCATETOETTTAATTOM ISR 28

Tewplets NI Lkl PSP CRITU RN 7T

Meverse jrimer 1 ASCTHACRACAMCCATSCAS 28
seesassessessy ceess  NITEESS

Forwerd primer | GOANCATATEETTTAMTTORATSAT I8
Tesplate 820 oAliiiaiiairarninsiass  JB4ITY

primer 1 ADCTGACGACAACCATRCAS 20

Vammelata sdmes e sha ey

Figura 12. Evidencias Primer Blast de Bacteroidetes.



1.8.3 Presentacion en ONI del proyecto

MICROBIOTA
INTESTINAL

en ninos y ninas en
situacion vulnerable

Nutricion Infantil.

1.8.4 Presentacion en linea de toma de muestra e infografia
u o . i
anismo
T oMl
oy infantl A.C.

Recoleccion de muestra de heces
de nifnos y ninas

PAP 4D12 - MICROBIOTA INTESTINAL EN NINOS Y NINAS EN SITUACION
VULNERABLE

Figura 14. Portada de la presentacion en linea para ONI sobre como recolectar la muestra de heces.
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+ RECOLECCION DE +.
MUESTRA

Lava tus manos cuidadosamente
con agua y jabon antes de
manipular la muestra para

evitar contaminaciones.

-+ Cubre la taza del inodoro con papel plastico para
evitar contaminacion, asegurandote de no mezclar
la muestra con orina.

DIRECTA

g El adulto debe asistir al nino para recoger la
muestra directamente en el frasco, evitando
recolectarla directo de la taza.

S
Tl 7
‘_‘ Entregar al personal e

. \“ encargado.
’ ',

Qllj %‘\\
!/;’ < WWWWAWAAAMAMAN + &}!

== W
Figura 15. Infografico que explica las maneras de tomar muestra de heces evitando contaminacion
con buenas practicas.
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1.8.5 Consentimiento informado y cuestionario de historial

oni:: @i CUTLAJO

Contro Universitarie de Tiajsmulcs
Guadalajara, Jalisco, a de del20_
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Por medio de la presente sutorizo que yo o mi representado legal

participemos voluntanamente en el protocole de investigacion “"ANALISIS
DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN NINOS Y NINAS EN SITUACION VULNERABLE" Registrado anle e Comité Local de
con deaprobacionde_

Ao largo de la vida, la microblota intestinal es clave para mantener el aquiibrio en la salud; principaimente en los primeros aflos
de vida donde impacta en el desarrollo de nifios y nifias. En la actualidad, la poblacién infantil tiene una mala dieta y malos habitos
alimenticios, especialmente agquelics en situscion vulnerable. Esta situacidn, junto con otros factores externos favorece la
disminucién de bacterias intestinales benéficas (probidticos), lo que ocasiona alleraciones metabdlicas en edad lemprana,
afectando la calidad de vida y desarrolio.

El Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Occidente (ITESQ) en colaboracion con el Organismo de Nutricion Infantil
(ON1) y ¢! Centro Universitario de Tlajomulco (CUTLAJO) de Ia Universidad de Guadalajara (UDG), determinar ka composicion de
Ia microblots intestinal del participante, asl como la presencia de bacterias benéficas, ademfs se anslzard sus habitos
alimenticios y las medidas antropométricas, Se relacionardn los habitos alimenticios y las medidas antropométricas con los niveles
de probidticos de cada participante, con esto se buscaran estralegias de mejora de la salud intestinal del nifio o nifa. Al participar
en nuestro estudio, esta ayudando al desarrollo de nuevo conocimiento en relacion a las interacciones de los alimentos con la
microbiota y su impacto en el desarrolio de los nifos y niftas,

Para esto, necesitamos que usted nos proporcione una muesira de heces de su hijo o tutorado, que sera recolectada en frascos
especiales el cual nosotros le proporcionaremcs, La loma de la muestra de heces no representa resgo alguno, si acaso
incomodidad en el momento de recolectaria y transportaria a nuestro laboratorio; esta muestra sera almacenada en el biobanco
del Laboratorio de Diagnostico laoboddocoMobculumeuﬂmeo(uDMMB)ddCUTLMOUDGpmqucpmdaw
ulizada en futuras investgaciones. Ademas, necesitaremos recolectar informacion acerca de los habitos alimenticios o
informacion familar, asl como las medidas antropométnicas del nifio o nia. La informacian recolectada serd confidencial, de
manera que los datos personales no se publicardn; se le asignara un folio y se codificard su muestra, ambos datos servirdn como
referencia en lugar de su nombre,

Como participante. me quedan claros los beneficlos y riesgos de autorizar |a participacién en el presente proyecto y doy mi
consentimiento para su realizacion. Sé también que puedc negarme a participar o ratirarme en e estudio sin que afecte mi
atencion, Para fines que se estime convenientes, firmo la presente junto al investigador que me informo y dos testigos,
conservando una copia. Contacto para cualquier duda o aclaracidn: Dra. Marlana del Rocio Rulz Brisefio Tel, 3313116171,

correo: mardanaruizb@itaso mx. manana ruiz@academicos udg; Dra. Sarah Ratkovich Gonzalez Tel. 3314568586, correo:
sarah ratkovich@iteso mx

Nombre y fiema del particpante o tulor

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

; E Nombre y firma del que recibe ef consentimiento g
Dra. Martana ol Rocio Ruiz Briseho Ora. Sarah Gonzaler

Nombre y firma del Investigador principal Nombre y firma del investigador principal

Figura 16. Imagen del consentimiento informado mostrado a tutores de NN participantes.
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Figura 17. Muestra del cuestionario que se realizara a tutores o padres de NN que participan en el
proyecto.
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1.8.6 Trabajo en laboratorio
& .

/)
Figura 18. Collage de algunos dias de trabajo en laboratorio.
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1.8.7 Muestra de carteles de presentacion final PAP
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Figura 19. Carteles para presentaciones finales sobre la estandarizacion llevada a cabo en el
laboratorio y sobre la documentacion llevada a cabo para estandarizar los procedimientos.

1.8.8 Avances de articulo de revision

Figura 20. Evidencias de avances del articulo de revision por los algunos integrantes del equipo.
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2. Productos

2.1 Manuales de procedimientos

Con la finalidad de obtener informacion demografica valiosa para la zona de Jalisco, México

en cuanto a la microbiota intestinal de NN en situacién vulnerable, estos manuales se basaron

en las consideraciones bioéticas abordadas en el documento de la Ley general de Salud, la

Declaracion de Helsinki y la Ley General de Salud en Materia de Investigacion. Los

manuales se desglosan a continuacion en la tabla 5 en donde se presenta un resumen y el

responsable de su elaboracion (portada de algunos manuales en anexos 1.8.1).

Tabla 5. Manuales realizados durante el semestre

Nombre del manual

Descripcion

Persona que lo elaboré

Documentacion,
codificacion, y resguardo de
muestras

Sistema estandarizado para
tener el historial organizado,
contabilizado y
documentado de todas las
muestras de los participantes
del estudio.

Julieta Eusebio Barreto

Electroforesis de ADN

Manual para saber como
llevar a cabo la preparacion
de TAE, gel de agarosa, y el
armado del equipo para
correr los  geles de
electroforesis

Adrian  Alberto
Mireles

Saldania

Mediciones antropométricas
en nifios v adolescentes

Manual que muestra la
manera en que se deben
tomar las medidas
antropomeétricas de los nifios,
asi como los equipos que se
deben  utilizar 'y las
consideraciones al momento
de realizarlo.

Diana Laura Moreno

Jiménez

Estandarizacion de primers

Manual para ayudar a disefiar
el termograma y decidir las
temperaturas y tiempos que
se utilizaran en cada etapa.
Menciona detalles sobre cada

Elvira Daniela Viazquez
Cervantes
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etapa de la PCR y ejemplifica
como se ven los geles cuando
se deben hacer ajustes.

PCR punto final Describe la metodologia que | Adrian Ruiz Chavez
se debe llevar a cabo para
realizar la PCR en punto final
y la preparacion del Master
mix basandose en el inserto
de la enzima GoTaq DNA
Polymerase 9PIM300.

2.2 Estandarizacion de la extraccion de ADN
Los rendimientos obtenidos de la extraccion de ADN se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Rendimientos de ambas muestras de ADN.

Muestra Cantidad (ng) Pureza (A260/A280)
STDO1 12 1.3
STDO02 33 1.5

La pureza de ambas muestras calculada con el cociente de las absorbancias a 260 nm y 280
nm se encuentra por debajo del limite de 1.8 que se considera que la muestra esta
contaminada ya sea con proteinas (Stephenson, 2016), acidos grasos o fenol, lo que la hace
una muestra no viable. Por otro lado, la cantidad esperada de ADN era de 300 ng, por lo que
se observa que se tiene una cantidad muy pobre de ADN finalizada la extraccion; esto puede
deberse a que en la metodologia experimental la suspensién se calenté a 70° C y no a 95° C,
lo que pudo ocasionar que no se rompieran las membranas celulares de las bacterias mas
resistentes (QIAGEN, 2010) y por ende el ADN no se extrajera de manera correcta,
ocasionando una baja concentracion de este y afectando también la pureza de las muestras.
Esta baja concentracion puede afectar a los siguientes procedimientos, ya que el ADN es

esencial para las PCRs y las electroforesis.
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2.3 Estandarizacion de primers por PCR punto final

Después de realizar el procedimiento de PCR el analisis por electroforesis en gel de agarosa
permitié valorar la integridad de la muestra de ADN. Una muestra de ADN se considera
integra cuando su perfil corresponde a bandas definidas. Como metodologia extra se utilizo
la herramienta bioinformatica de Primer Blast (Basic Local Alignment Search Tool) para
valorar la complementariedad de primers y la cercania genética con otros microorganismos
(Apartado 1.8.2 Primer Blast de Anexos generales). A continuacion, se describen los

resultados obtenidos de cada microorganismo evaluado por los autores del RPAP.

Julieta Eusebio Barreto:

Estandarizacion de primers para Roseburia sp.

El género Roseburia esta formado por bacterias anaerobias grampositivas obligadas. Incluye
cinco especies: Roseburia intestinalis, R. hominis, R. inulinivorans, R. faecis y R. cecicola.
Los analisis filogenéticos han indicado una estrecha relacion entre E. rectale y Roseburia y
los miembros de Clostridiales y el género Clostridium de bacterias Gram-positivas. Las
Roseburia spp. forman parte de las bacterias comensales que producen acidos grasos de
cadena corta, especialmente butirato, que afectan a la motilidad coldnica, el mantenimiento
de la inmunidad y las propiedades antiinflamatorias. Los cambios abruptos de colonizacion
pueden afectar vias metabdlicas y asociacion a varias enfermedades como la obesidad, la
diabetes tipo 2, alergias, entre otras. También puede ser un potencial probidtico de

restauracion de la flora intestinal beneficiosa (Tamanai-Shacoori et al, 2017).

La modulacién de la colonizacién de Roseburia en el tracto digestivo con la edad tiene
diferentes variables. Estudios recientes de Roswall et al 2021, han creado ciertos cortes de
abundancia de microorganismos en 4 periodos de la vida de un nifio de hasta 5 afios. La que
nos interesa en este caso por las edades de los donantes de muestras de heces son después de
los 3 afos, donde se observa un aumento de filos
Methanobrevibacter, Desulfovibrio , Bilophilay algunos Clostridia. Dependiendo del
contexto nutricional de los nifios se van a aumentar o disminuir los géneros mencionados. En

este caso, Roseburia se asocia al consumo de proteinas vegetales (Walrath,2020). El
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resultado de la primera estandarizacion denota presencia de bandas de ADN definidas en el
gel de agarosa para todas las temperaturas propuestas (figura 21). Se sugiere utilizar la
temperatura promedio de 53 °C para las siguientes PCR.

Estandarizacion de primers para Blautia

Blautia es un género de bacterias anaerobias con propiedades probioticas. Mediante anélisis
de filogenia y fenotipica se han reclasificado algunas especies de Clostridium y
Ruminococcus como Blautia, por lo que actualmente existen hasta 20 especies nuevas con
nombres aprobados en este género. Su contribucion a enfermedades inflamatorias y
metabolicas, asi como su actividad antibacteriana la posicionan como un organismo de
interés en investigaciones e informes. Por ejemplo, B. hydrogenotrophica y B. stercoris se
aislaron por primera vez de heces humanas; B. wexlerae y B. luti son las més abundantes de
Blautia y estan consideradas entre las especies dominantes del intestino humano (Liu et al,
2021).

Se han observado cambios significativos en la microbiota intestinal durante las distintas
etapas de la vida, es decir, de infantes a adultos y adultos a vejez. Un estudio de microbiota
intestinal que monitoreaba el comportamiento de B. coccoides en nifios de 2 semanas a 13
afios en donde se observd que en nifios menores de 6 meses rara vez estaba presente este
género. Sin embargo, era mas comun en los mayores a 12 afios (Endo A et al, 2014). La
complementariedad de estos primers es muy afin a microrganismos del género Roseburia
que al igual que Blautia pertenecen a la clase Clastridia, especificamente a fragmentos de
longitud de 183 pb como las especies Roseburia rectibacter, Roseburia Hominis y Roseburia
intestinalis segln el analisis con el software de Primer Blast (Ye et al., 2012). El resultado
de la primera estandarizacién denota presencia de bandas de ADN definidas en el gel de
agarosa para todas las temperaturas propuestas (figura 21). Se sugiere utilizar la temperatura

promedio de 55.5 °C para las siguientes PCR.
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Blautia

10k S d

100pb S

Roseburia sp.

10kb

Gel agarosa 1%

100 pb 75 V.25 min

Figura 21. Gel de electroforesis para evaluar PCR de Blautia y Roseburia sp.

Elvira Daniela Vazquez Cervantes:

Estandarizacion de primers para Firmicutes

Firmicutes es uno de los filos mas encontrados en el intestino humano. Este junto con
Bacteroidetes representan el 99% de las bacterias del intestino. La mayoria de las bacterias
del filo Firmicutes recae en dos grupos importantes: Clostridium coccoides (cluster XIVa) y
Clostridium leptum (cluster 1V). Se ha encontrado que el cluster XIVa disminuye con el
aumento de la edad. Asi mismo, este clister se encarga de producir acidos grasos de cadena
corta por medio de la fermentacién que estos producen en el intestino siendo el butirato uno
de los més importantes ya que es la principal fuente de nutrientes de las células del epitelio
intestinal (Marx, 2015). Un parametro utilizado para medir la salud intestinal es el indice
Firmicutes/Bacteroidetes, se ha demostrado que el aumento en la relacién F/B se asocia a un
mayor aprovechamiento energético de la fermentacion coldnica. Se ha encontrado que hay
un decremento en la abundancia relativa de Firmicutes y un aumento de Bacteroidetes en
ancianos (70-85 afios), y esto se ha relacionado con un declive gradual de la funcién 6rganos
y la capacidad de mantener la integridad de la barrera en las personas mayores (Vaiserman
et al., 2020).

Se llevo a cabo un primer Blast analizando los primers degenerados utilizados para llevar a
cabo la PCR de Firmicutes para un amplicon con un tamafio de 127 pb. Se encontro que estos
pueden amplificar cepas de fragmentos entre 122 y 129 pb, siendo 127 pb el tamafio de

amplicbn mas comun entre los resultados del andlisis. Algunas cepas encontradas
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fueron: Clostridium hydrogenum, Blautia argi, Eubacterium uniforme, Roseburia
porci, Peptoniphilus faecalis, Waltera intestinalis, Faecalibacillus faecis, Ruminococcus
difficilis, Lactococcus fujiensis, entre otras (Ye et al., 2012).

En la figura 22, se muestra el gel de agarosa para la primera estandarizacion del filo
Firmicutes. Se pueden observar las bandas a temperaturas de alineamiento de 52°C a 60°C,
mientras que se observa el control negativo contaminado por ADN debido a un error humano.
Tomando en cuenta que el marcador de peso molecular va de 100 pb a 10kb se puede observar
que se encontraron bandas cerca los 100 pb, lo cual indica que el tamafio de banda se acerca
al tamafio de los fragmentos encontrados en el primer Blast para microorganismos que
pertenecen al filo Firmicutes. En este caso, la temperatura seleccionada para ser utilizada
como temperatura de alineamiento en PCRs futuras fue de 60°C, ya que la banda muestra

mayor nitidez.

Estandarizacién de primers para Lactococcus lactis

Lactococcus lactis es una bacteria Gram positiva anaerobia facultativa, acido-lactica
conocida por su capacidad para sobrevivir a las duras condiciones del tracto gastrointestinal
humano que es utilizada para fabricar productos lacteos como el queso y el suero de
mantequilla. Pertenece al filo Firmicutes. Este organismo es conocido como seguro debido a
su uso histérico en la fermentacion de alimentos. Ademés, ha cobrado importancia como
probidtico prometedor gracias a sus potenciales beneficios a la salud. L. lactis posee una
amplia gama de capacidades inmunomoduladoras, que incluyen la mejora de la actividad de
las células fagociticas, la promocién de la produccion de citoquinas proinflamatorias y la
modulacién de las vias de sefalizacion inmunitaria e inflamatoria. L. lactis mantiene la
homeostasis inmunitaria y evita reacciones inmunitarias excesivas o inapropiadas que pueden

dafar al huésped mediante la manipulacién de estas vias (Jeong et al., 2023).

Se llevo a cabo un primer Blast analizando los primers utilizados para llevar a cabo la PCR
de Lactococcus lactis para un amplicon de 143 pb. Se encontrd que estos pueden amplificar
las cepas: Lactococcus cremoris y Neobacillus bataviensis, ya que los primers se alinean

completamente a secuencias del mismo tamafio (143 pb) que L.lactis. Asi mismo, se encontro
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que primer forward se aline6 completamente a las siguientes cepas: Streptococcus
saliviloxodontae, Streptococcus loxodontisalivarius, Streptococcus canis, Streptococcus
caballi, Lactococcus hircilactis, Lactococcus taiwanensis, mientras que el primer reverse no
mostré un alineamiento total con las cepas mencionadas (Ye et al., 2012).

De acuerdo con Li et al. (2021), Lactococcus cremoris es una subespecie de L. lactis. En
cuestion de Neobacillus bataviensis, esta pertenece al género Neobacillus que a su vez
pertenece a la familia Bacillaceae y el filo Firmicutes (Mbaye et al., 2021).

En la figura 22, se muestra el gel de agarosa para primera estandarizacion de la cepa L. lactis.
Se pueden observar las bandas a temperaturas de alineamiento de 53°C a 62°C. Ademas, se
observan bandas cercanas a la banda del marcador de peso molecular que indica 100 pb, lo
cual indica que las bandas presentadas obtenidas en la electroforesis son aproximadamente
del tamafio mostrado por la literatura (143 pb). Asi mismo, se observa una alta cantidad de
dimeros de primers, esto puede ser explicado gracias a la alta auto complementariedad (4 y
7 para primer Forward y Reverse, respectivamente) encontrada entre los primers al realizar

la PCR in silico.

Firmicutes

1090 w— s Y e gy W

m [ serc | =3 L.lactis

10 kb

100 pb

~

iel agarosa 1%
5V, 25 min

-J

Figura 22. Gel de electroforesis para evaluar PCR de Firmicutes y L.lactis.

44



Adrian Ruiz Chéavez:

Estandarizacion de Primers para Eubacterium Halli

Eubacterium halli es considerado como un microbio importante en cuanto al balance
metabdlico intestinal debido a su habilidad para utilizar la glucosa y los intermediarios de la
fermentacion del acetato y lactato para formar butirato e hidrégeno. Este microorganismo es
considerado como un probiético debido al butirato que produce; puesto que tiene un papel
importante en la homeostasis energética, la motilidad del colon, inmunomodulacion y en
efectos de disminucion inflamatoria intestinal. Adicionalmente es capaz de metabolizar
glicerol a 3 hidroxipropionaldehido (3-HPA) el cual tiene propiedades antimicrobianas capaz

de regular hasta cierto punto la microbiota intestinal (Mukherjee, A. et al. 2020).

Se llevo a cabo un primer Blast analizando los primers utilizados; Primer Forward
(GCGTAGGTGGCAGTGCAA) y Primer Reverse (GCACCGRAGCCTATACGG) para
llevar a cabo la PCR de Eubacterium Halli para un amplicon de 278 pb. Se encontr6 que
estos pueden amplificar las cepas E. Halli ATCC27751, ya que los primers se alinean
completamente a secuencias del mismo tamafio (278 pb). El primer Reverse es un primer
degenerado, por lo que se podria suponer la amplificacion de 2 bandas en la PCR, sin
embargo, el programa Primer Blast mostr6 una alta especificidad para el ADN y la
amplificacion de este amplicon de 278 pb (Ye et al., 2012). Ademas, al tener un unico
nucleétido degenerado (R pudiendo ser: A o G) la inespecificidad del primer a su fragmento
de ADN podria no variar significativamente, de modo que se esperaria una Unica banda en el

gel de electroforesis.

Como se muestra en la Figura 23, esto no es asi; dos de los 5 pocillos amplificados presentan
2 bandas de ADN, cuyas temperaturas de amplificacion son 54 y 58°C. Los pocillos de las
temperaturas 56, 60 y 62°C presentaron una Unica banda (cémo era de esperarse) pero éstas
estando a la par con el ruler de 100 pb, y con un degradado, pudiendo ser ocasionado por el
voltaje de la electroforesis (demasiado alto). Finalmente, en la columna del control se
observan los primers cuyo tamafio oscila entre los 15 y 20 pb. Al ser mas chicos que el
amplicdon deberian estar por debajo de él y asi es como sucede. Lo que se concluye es que los

pocillos con 2 bandas amplificaron el fragmento de interés (278 pb) y a su vez otro fragmento
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proveniente del primer degenerado de aproximadamente 100 pb. Los demas pocillos
pudieron haber generado el amplicon de interés, pero es dificil determinarlo debido al
barrido, asi mismo se amplificaron otros fragmentos de ADN de secuencias mas cortas (100

pb).

10 kb 60V, 25 min

100 pb
Primers

Figura 23. Gel de electroforesis de PCR en E. Halli.

Adrian Alberto Saldaiia Mireles:

Estandarizaciéon de primers para Clostridium coccoides

Clostridium coccoides es un grupo de bacterias Gram positivas anaerobias del género Blautia
que forma parte de la microbiota intestinal del ser humano; pueden formar esporas y tienen
forma de coco, por eso el motivo de su nombre, aunque actualmente se les conocen como
Blautia coccoides. Este grupo de bacterias es sensible a penicilina y rifampicina, pero
resistente a kanamicina y colistina. Se ha observado que la actividad de estas bacterias en el
intestino humano pueden afectarlo de diferentes maneras como lo es mediante la homeostasis
del sistema inmune y en procesos patologicos. Entre las diferentes cosas que pueden provocar
son la produccion de acidos biliares secundarios como el acido desoxicolico y el &cido
litocdlico, ademas de que inducen la produccion de células T, lo que hace de alguna manera
regular el sistema inmune. Dentro de este grupo de bacterias se encuentran Eubacterium
rectale, Eubacterium hallii, Eubacterium ramulus, Roseburia intestinalis, Clostridium
scindens y Clostridium hylemonae y Anaerostipes caccae (Kurakawa et al., 2018). Se llevo

a cabo un primer Blast con los primers utilizados para realizar la PCR de Clostridium
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coccoides para un amplicén de 200 pb y se observo que estos pueden amplificar las cepas

antes mencionadas, teniendo un alineamiento completo en el primer forward (Ye etal., 2012).

En la Figura 24 se puede observar el gel de electroforesis de la PCR de Clostridium
coccoides. Se puede ver que la temperatura en la que se observo mayor actividad (una banda
més marcada) fue a 56°C, pero también existen bandas en las temperaturas de 54°C y 58°C,
lo que puede indicar que ese puede ser un rango éptimo por el que se puede trabajar con ese
primer. Igualmente, se pueden observar dimeros en la parte de debajo de las bandas, esto
debido a la complementariedad. En el caso del control no se observa ninguna banda debido
a que era poca la muestra que se introdujo en el gel. Las bandas se encuentran un
cercanamente al marcador de 100 pb del ruler lo que indica el tamafio del amplicon de 200
pb.

Ruler 52°C 54°C 56°C 58°C 60°C C-

10 kb C. coccoides

P

100 pb
EEEE——— — G -

Gel agarosa 1%
75V, 25 min

Figura 24. Gel de electroforesis para evaluar PCR de C.coccoides.

Diana Moreno:

Estandarizacion de primers para Bacteroidetes:

Bacteroidetes son un filo de bacterias gramnegativas que se encuentra en abundancia en el
tracto gastrointestinal. La familia Bacteoridetes estd compuesta por 3 clases de bacilos
gramnegativo anaerobicos, que pueden encontrarse en el suelo, agua del mar, intestino y piel
de animales. La clase Bacteroidetes y sus géneros Bacteroides y Prophyromonas han sido
los més estudiados debido a que se pueden encontrar en abundancia en las heces fecales y en
la cavidad bucal (Flint y Duncan, 2014).
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Dentro de la clase Bacteroidetes se encuentra el género Bacteroides, los cuales son bacilos
gramnegativos anaerdbicos, con un genoma con gran cantidad de pares de base C-G. Esta
clase constituye una parte importante de la microbiota intestinal. Son cruciales en el proceso
de descomposicion de polisacaridos complejos que llegan sin descomponer al colon (Ochoa,
2013)

En la Figura 25 se observa el gel de electroforesis de la PCR de Bacteroidetes. Se utilizaron
cinco temperarturas dentro del rango 56°C a 64°C. En 62°C y 64°C no se observa actividad
por un error al pipetear el ADN. Por lo tanto, solo se puede hacer el analisis con las
temperaturas 56°C, 58°C y 60°C, de las cuales en esta Ultima se puede observar mayor
actividad, aunque de manera sutil. Esto indica que el rango de temperatura entre 56°C y 60°C
es un rango Optimo para trabajar. En la Gltima columna también se puede observar como
hubo actividad aunque era el control de las muestras. Esto y el fallo con el pipeteo de ADN
son puntos importantes a considerar para tener cuidado al momento de realizar la

estandarizacion de los primers.

Se llevo a cabo un primer Blast analizando los primers utilizados para llevar a cabo la PCR
de Bacteroidetes para un amplicén de 126 pb. De acuerdo con marcador o ruler que va de
100 pb a 10 kb se puede observar que las muestras cumplen con peso esperado segun el
primer Blast al estar al nivel de 100 pb (Ye et al., 2012).

ES EA S EA I TR

Bacteroidetes
10kb

s Gel agarosa 1.5%

45V, 30 min

Figura 25. Gel de electroforesis para evaluar PCR de Bacteroidetes.
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2.4 Ficha descriptiva de visita a ONI (Organismo de Nutricion Infantil)

Organizacion: Organismo de Nutricion infantil

Fecha de la visita: 10 de abril de 2024

Participantes:

e Algunos integrantes del equipo PAP

e Profesionales de ONI (nutricion, social, psicologia, etc.)

e Doctoras encargadas del PAP

Objetivo de la visita: Presentacion de proyecto “Microbiota intestinal de nifios y nifias en

situacion vulnerable”

Descripcion de la visita:

Durante la visita a ONI se llevo a cabo una presentacion detallada del proyecto “Microbiota

intestinal de nifios y nifias en situacion vulnerable”, impartida por 3 estudiantes que integran

el equipo PAP, asi como se aclararon dudas relacionadas a la informacion necesaria para

poder realizar el estudio planteado en la presentacion (apartado 1.8.3 de anexos generales).

Contenido de la presentacion:

1. Marco teorico: se describe qué es la microbiota y un contexto de por qué es importante
en las primeras etapas de vida de cualquier ser humano.

2. ¢Por qué ONI?: Descripcion de por qué ONI es el Organismo ideal para trabajar con este
proyecto.

3. Poblacion de estudio: Se describen las edades de los NN que participaran en el estudio.

4. Objetivo General: Describe el objetivo de evaluar el estado nutricional de los NN con su
ambiente y habitos para poder relacionarlos con su microbiota intestinal.

5. Objetivos especificos: Describe un poco de lo que se quiere lograr con acciones
especificas en el proyecto.

6. Metodologia: Describe la metodologia para tomar medidas antropométricas, evaluar la
dieta y otros factores y la metodologia molecular.

7. Cronograma de actividades: Describe las actividades que se tenian planeadas para el
periodo de primavera 2024, verano 2024 y otoiio 2024.

8. Perspectivas: Describe los planes que se tienen a futuro para el proyecto, como estrategias
de intervencion nutricional, estudios en otras poblaciones y analisis mas robustos de la

microbiota intestinal.
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9. Sedes: Se muestran las sedes involucradas en el proyecto: ITESO, CUTLAJO y ONI.

Conclusiones y préoximos pasos:
Se genero un vinculo con los integrantes del equipo de ONI y se planificaron proximas visitas
para dar a conocer a los tutores y padres de familia de NN el proyecto, asi como se

programaron fechas para recoleccion de datos y de muestras para el periodo de verano.

2.5 Ficha descriptiva de articulo de revision sobre microbiota intestinal y su impacto en la

salud infantil

Tema: Microbiota intestinal y su impacto en la salud infantil.

Autores: Todos los integrantes del equipo del PAP4D12A primavera 2024 incluyendo

doctoras encargadas del PAP (algunos avances mostrados en apartado 1.8.8 de anexos

generales).

Resumen: El articulo de revision aborda la importancia del papel de la microbiota intestinal

en el desarrollo y la salud de nifios, centrandose en aspectos como su composicion, funcion,

la influencia de la dieta, los metabolitos microbianos que esta produce y la asociacion de la

microbiota con diversas patologias. Se proporciona un enfoque integral que cubre desde la

formacion inicial de la microbiota y su desarrollo en diferentes etapas de la vida, asi como

su relacion con la salud de NN con un énfasis particular en el contexto sociodemografico y

nutricional de la poblacién infantil mexicana.

Subtitulos del articulo:

1. Microbiota intestinal: se define qué es la microbiota intestinal, la composicion
microbiana del intestino, sus funciones y las interacciones entre esta y el sistema inmune.

2. Metabolitos microbianos y su importancia: se habla los acidos grasos de cadena corta
(SCFAs), el metabolismo del triptofano y su papel en la salud intestinal y los
antioxidantes producidos por la microbiota intestinal.

3. Desarrollo de la microbiota a lo largo de la vida: describe un poco sobre las cosas que
influyen en la formacion de la microbiota en prenatales, la evolucion de la microbiota en
recién nacidos y lactantes, y cambios en la microbiota durante etapas preescolar, escolar

y adolescente.
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Microbiota y dieta: explica las interacciones y efectos de la dieta en la microbiota, el
papel de la fibra dietética en la salud intestinal, el impacto de los antioxidantes en la
composicion microbiana asi como los efectos de los edulcorantes, aditivos y colorantes
en esta.

Microbiota y metabolismo: se define el papel de las adipocinas en la regulacion
metabdlica, explica las interacciones microbianas que afectan la produccion de
neurotransmisores y describe el eje intestino-cerebro y su relacién con la microbiota
intestinal.

Microbiota en patologias infantiles: explica la asociaciéon entre microbiota y obesidad
infantil, describe el impacto de la microbiota en el desarrollo de la diabetes tipo 1 vy el
autismo, asi como el rol de la microbiota en enfermedades infecciosas y gastrointestinales
inflamatorias.

Microbiota en nifios mexicanos: genera un contexto sobre los factores sociodemograficos
que influyen en la composicién microbiana, el impacto de la dieta mexicana en la
microbiota infantil asi como las alteraciones que se presentan en esta asociadas a
enfermedades metabolicas.

Probioticos: se describen los prebidticos, simbidticos, postbidticos y parabioticos y su

potencial efecto en la salud intestinal.

2.6. Ficha descriptiva de visita a centro de atencion de ONI para recabar datos

Ubicacion del centro de atencion ONI: Parroquia San Isidro Labrador Tlaquepaque

Fecha de la visita: 2 de mayo de 2024

Objetivo de la visita: Incorporacion de NN en situacion vulnerable al estudio de la

microbiota intestinal y recopilacion de datos y medidas antropométricas durante la entrega

de sus Oniférmulas nutricionales.

Participantes:

Integrantes del equipo de investigacion del proyecto de microbiota intestinal
Estudiantes de primeros semestres de enfermeria
Personal de ONI

Padres de familia o tutores de los NN participantes

Resumen de la visita:
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Durante la visita al centro de atencion de ONI se llevo a cabo a cabo una jornada enfocada
en reclutar NN beneficiarios de ONI para participar en el estudio de la microbiota intestinal
durante la entrega de sus férmulas nutricionales. Los aspectos mas importantes de la visita
se presentan a continuacion:

1. Presentacion del proyecto a padres de familia o tutores de los NN: Se dio a conocer a los
encargados de los NN el objetivo y la importancia del estudio sobre la microbiota
intestinal en sus NN, asi como los beneficios de participar en el estudio.

2. Recoleccion de consentimientos informados: Se firmé un consentimiento informado por
parte de los tutores o padres de familia que estuvieron de acuerdo en que sus NN
participaran en el estudio. Ademas, se recopil0 la informacion necesaria para contactar a
los encargados de los NN para proporcionar informacion adicional relacionada al estudio
y el historial contextual y dietético de los NN (apartado 1.8.5 de anexos generales).

3. Toma de medidas antropométricas: Se tomaron las medidas antropomeétricas: talla, peso,
circunferencia de cintura, brazo, cuello y cabeza de los NN para obtener datos sobre su
estado nutricional y crecimiento.

4. Instrucciones sobre la toma de muestra de heces: Se explico a los padres de familia o
tutores como recolectar muestras de heces de manera adecuada basédndose en una
infografia tomando en cuenta si los NN utilizaban pafial, o ya utilizaban el inodoro.
Ademas, se repartieron kits con vaso para toma de muestra y abatelenguas, asi mismo, se
brindaron instrucciones sobre el almacenamiento de las muestras y se dieron

recomendaciones para asegurar la calidad de estas (apartado 1.8.4 de anexos generales).

Conclusiones y siguiente paso: Se reclutaron los datos de 30 NN para comenzar a realizar
Ilamadas y recabar la informacion completa de los participantes, asi como la recoleccién de
Su muestra en su siguiente visita al centro de atencion ONI. Se establecié una comunicacién
efectiva con los padres de familia y tutores, se obtuvo el consentimiento informado necesario
y se proporcionaron las herramientas necesarias para la toma de muestra. Este paso establecid
las bases para llevar a cabo un estudio integral que ayudara a mejorar la salud y bienestar de
los NN de ONI.
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2.7. Ficha descriptiva de carteles finales PAP
Participantes:
e Estudiantes integrantes del PAP divididos en dos grupos

e Revision por medio de las doctoras encargadas del PAP

Temas:
e Documentacién para estandarizar procedimientos del PAP 4D12 microbiota intestinal en
nifios y nifias en situacion vulnerable.

e Estandarizacion de primers y extraccion de ADN.

Fecha de la exposicidn: 9 de mayo del 2024.

Conclusiones y perspectivas: La elaboracion de manuales es esencial para una correcta
estandarizacion de los procedimientos que se van llevando a cabo para poder encontrar las
condiciones y pardmetros adecuados y obtener el mayor rendimiento. Estos manuales deben
tener un sustento de documentos nacionales e internacionales tales como normas y acuerdos.
Ademas, estos manuales seran la base para los estudiantes de los siguientes periodos que
cursen el PAP. En la parte experimental se necesita realizar una segunda extraccion de ADN
para poder estandarizar ese procedimiento, debido a un error en la temperatura de incubacion,
lo que provoco una mala calidad de ADN extraido y por consecuencia puede afectar los
procedimientos posteriores. Por otro lado, se observaron que las temperaturas ideales para
correr PCR para Firmicutes y Roseburia sp. son de 60°C y 53°C, respectivamente. Se deben
de tener en consideracion todos los errores o problemas que se presentaron para que en base
a ello se puedan estandarizar todos los pasos y de esta manera avanzar de una manera mas

eficaz y con buena organizacion.

3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como proposito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problemaéticas en las que se intervino.
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3.1 Sensibilizacion ante las realidades

Julieta: Participar en un proyecto de investigacion con un enfoque tan especifico me permitio
como estudiante proxima a egresar ver la aplicacion profesional con otra vision, ya que, tener
un objetivo, una poblacion y una metodologia base para crear un proyecto tan grande como
este me anima a seguir preparandome para servir a mi comunidad. Al principio me parecio
un gran reto conocer y saber todo lo que se esperaba abarcar con el equipo PAP para el
periodo de Otofio y las estandarizaciones requeridas para que en el siguiente periodo logren
empezar a llenar las bases de datos. Sin embargo, cuando te comprometes y trabajas en
equipo es mas facil y llevadero aprender y hacer las cosas bien. En particular, hace tiempo
que llevé las materias donde aprendi las técnicas moleculares que utilizariamos en el PAP, lo
que requirié un buen comienzo para volver a repasar estos términos y poder cumplir de la
mejor manera la identificacion de los microorganismos que a mi me correspondian. Lo veo
desde un punto personal, el considerar mi posicion afortunada de estudiar esta carrera 'y saber
que tener un base de datos completa de la taxonomia de microrganismos que la organizacion
de ONI apoya ya mediante férmulas podra repercutir en el futuro para mejorar aun el perfil
nutricional de estas poblaciones desfavorecidas.

De igual forma, pienso en la labor tan noble de las facilitadoras y representantes del PAP,
que nos proporcionaron un escenario en donde de verdad se observa la utilidad de todos los
proyectos de investigacion que hicimos durante la carrera, ahora nos permitan realizar uno
con aplicacion tanto tedrica como practica para informar a la comunidad la utilidad de los
posgrados en la vida diaria de otras realidades con las que confluios.

Finalmente, cabe agregar que tener contacto directo con los participantes del estudio ayuda
a que te sensibilices 100% con al manejo de informacion, muestras bioldgicas y tratamiento
practico en el laboratorio al ver cara a cara la postura fascinada de los padres de los NN al

hacerse saber que este estudio es para mejorar la calidad alimentaria que ya reciben.

Diana:

Participar en este proyecto multidisciplinario en lo personal me resulté muy Gtil para conocer
como, desde mi postura como estudiante de nutricion, puedo aportar a proyectos que busquen
no solo generar conocimiento academico, sino también que eso tenga un impacto positivo en
la poblacion, sobre todo en aquellas personas en situacion vulnerable, en este caso en NN
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que son beneficiarios del Organismo de Nutricion Infantil (ONI). Tener un acercamiento a
estos NN, asi como a sus familiares o tutores, me permitié entender de forma mas clara que

nuestro proyecto tiene un proposito que va mas alla de lo académico.

En México, actualmente nos enfrentamos con una problematica de desigualdad social que
provoca afecta la nutricién de la poblacion, entre ellos los infantes. Los organismos como
ONI tienen un papel crucial para garantizar que, a pesar de esta situacion multifactorial, los
NN de México tengan la oportunidad de acceder a alimentos nutritivos y a educacién
nutricional que les permita desarrollarse y crecer de forma adecuada. Por eso, participar en

este proyecto y con este organismo me da mucha satisfaccion académica y personal.

Otra cosa importante fue encontrarnos con situaciones de nifios, nifias y familiares o tutores,
como que algunos solo podian ir en limitadas ocasiones a los centros de ONI, porque vivian
en comunidades fuera de la ciudad. En algunos casos también nos comunicaron que algunos
beneficiarios del organismo no sabian leer ni escribir. Lo cual tuvimos que tomar en cuenta
al organizar el material didactico o las mismas encuestas que aplicamos a los nifios y nifias.
Es diferente solamente leer acerca de los datos de analfabetismo, educacién o de pobreza en
México, a verlo directamente. Con esto aprendi que los proyectos no son adecuados si no
estan adaptados a las necesidades de todas las personas pueden beneficiarse del mismo.

Adrian R.:

Evidentemente la situacion actual de nutricidn de ciertas personas en la zona Metropolitana
de Guadalajara y Jalisco es desfavorable. En general este proyecto se enfocé en NN en
situacion de desnutricion, en donde ONI aporta cierta parte de donacion en sus productos
(férmulas) para aportar las sustancias necesarias logrando una buena nutricion en estos NN.
La importancia de involucrarse en este tipo de proyectos altruistas es generar informacion de
valor demogréafica para Jalisco y México. Conociendo informacion sobre la microbiota de
estos nifios, se podria informarle a los padres cual es el problema que pudiera estar
relacionado con la dieta y como podria cambiar para mejorar la situacion de los pequefios.
Asi mismo se podria compartir esta informacion con organizaciones publicas (ONI) y

privadas (ITESO), de forma que ambas pudieran trabajar en conjunto con el gobierno para
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desarrollar nuevas y mejores férmulas o incluso formular distintos productos que sean parte
de donaciones o financiadas por el gobierno y que mejoren la nutricion de estos nn en

condiciones desfavorables.

Como propuesta para mejora de este PAP yo pondria a trabajar en conjunto ingenieros del
iteso de las licenciaturas quimica y biotecnoldgica para el desarrollo de una nueva formula
que sea mas econdmica, mas viable y sencilla de hacer y que provea un mismo o incluso un
mayor valor nutricional. De esta forma se estaria avanzando no sélo en la informacion
estadistica sobre la microbiota de estos chicos sino también en cuanto a su nutricion y
desarrollo acompafiado a lo largo del proyecto. Finalmente, me gustaria mencionar que fue
de mi agrado el involucrarme dentro de la vida de ciertos pequefios de la comunidad,
sabiendo que la recoleccidn, el analisis de muestras y de datos; es para su propio bieny el de
las futuras generaciones. Sin mas que decir puedo afirmar que la biotecnologia y demas areas
de la ciencia pueden ser utilizadas para el bien comun, para generar un cambio y ayudar a las

personas que mas lo necesitan.

Adrian S.: Conforme fue avanzando el proyecto se fue visibilizando més la ayuda que se
estaba proporcionando a un sector de la sociedad que se encuentra en situacion vulnerable
pero visto desde una perspectiva diferente ya que la mayoria del trabajo se realiza en
laboratorio y no se tiene un tiempo determinado de contacto con los padres de familia o
tutores de NN del estudio. Ademas, el trabajo social se lleva a cabo mayoritariamente con el
vinculo con ONI y con el vinculo que tiene la organizacién con las familias que acuden ahi.
Algo muy importante a la hora de realizar una investigacion en cualquier &mbito es tener un
equipo multidisciplinario, ya que se tienen diferentes puntos de vista y se tiene un aprendizaje
en areas que no se dominan o no se tienen conocimiento alguno, siendo esto enriquecedor
como alumno trabajando en un proyecto con enfoque social pero también donde se aplican
todos los conocimientos que vas adquiriendo en tu licenciatura. Todo proyecto o
investigacion realizada debe tener un propoésito, buscando siempre el mejoramiento de algun
proceso, el resolver cualquier tipo de problema o ayudar a alguien que lo necesite. Siento que
este PAP tiene un enfoque y proposito social muy concreto y que a pesar de que falta tiempo

para tener resultados visibles para los beneficiados se van teniendo grandes avances para ser
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el primer semestre que se imparte el proyecto. Con este proyecto puedo darme cuenta que la

biotecnologia puede ser de gran ayuda para la sociedad.

Elvira: Al principio del proyecto estaba preocupada por caer en la ignorancia de mi privilegio
y no tomar en cuenta consideraciones que quiza podria no haber visto en el momento de la
planeacion para el contacto con ONI y para hablar con los padres de familia y tutores, por
ejemplo, tomar en cuenta que algunos de los padres de familia y tutores podrian no saber
leer. Pero conforme fue avanzando el proyecto y constantemente teniamos reuniones me fui
sensibilizando y aprendiendo mas del contexto de los beneficiarios de ONI.

Cuando recién conoci a ONI leyendo su péagina web me gusté mucho el enfoque del
Organismo, pensé en todo lo que hay detras, desde una increible logistica para poder tener
personas trabajando ahi y toda la investigacion y trabajo comunitario para el desarrollo de
sus productos, ademas de la personalizacion con la cuentan dependiendo de las comunidades
que estan atendiendo. Me senti muy entusiasmada por la idea de poder poner en préctica
conocimiento de mi carrera que crei seria dificil aplicar en México en un estudio que podria
cambiar la vida de muchas personas para bien una vez obteniendo los resultados.

Durante la primer visita a ONI fue muy interesante conocer el proceso de los padres de
familia y tutores de los NN, cémo llegan al Organismo y van aprendiendo poco a poco y se
quedan y se vuelven consistentes porque notan cambios positivos en sus NN. Creo que la
divulgacién de ciencia, en este caso informacion de nutricion basica para tener una mejor
calidad de vida debe estar al alcance de todos, porque toda la informacion que se genera es
para un bien comin. Me motivd mucho que el encargado del area de nutricion comentara
cémo alguna vez le tocd que la mama de uno de los nifios comenzara a explicarle como armar
una mejor dieta y el por qué de algunas cosas que ONI le recomendaba.

Creo que todo lo que se hara en este estudio debe ser divulgado para llegar a la mayor
cantidad de personas posible porque es muy importante considerar como los factores
socioecondmicos y culturales influyen en la microbiota intestinal y, a su vez, en la salud de
los NN. Todas las publicaciones que se generen a raiz de los resultados obtenidos en este
estudio podria ayudar a resaltar disparidades y ayudar a abogar por politicas y programas que
promuevan la equidad en salud para todos los NN mexicanos, independientemente de su

origen socioeconomico, porgue son el futuro de nuestro pais.

57



3.2 Aprendizajes logrados

Julieta: Los aprendizajes que mas considero relevantes en cuanto a las competencias
disciplinares que tiene un estudiante con formacién en ingenieria en biotecnologia es la
facilidad de multidisciplinariedad que tiene el programa de la carrera que te permite aprender
rapido de los temas de nutricion que no teniamos tanto dominio, asi como sentirnos seguros
al trabajar con material genético y reforzar lo aprendido en las materias de ciencias biol6gicas
bésicas y ciencias bioldgicas aplicadas respecto a las PCR de punto final y su valoracion por
electroforesis en geles de agarosa. De forma social, logramos emparejar nuestra
comunicacion con otros profesionistas de diferentes ramas, como lo fueron nutricionistas,
psicélogos y recursos humanos, los cuales son imprescindibles para llevar a cabo proyectos
de aplicacion social tan especifica y crear organizaciones como lo es ONI. Las bases
universitarias que ITESO nos inculca durante nuestra formacién fueron muy Utiles a la hora
de observar los retos bioéticos del proyecto, ya que es un trabajo con seres humanos y es
importante valorar su consentimiento aprobatorio o desaprobatorio de proyectos de
investigacion. También valorar el conocimiento de los contextos de histdricos y culturales en
los que se encontraba la poblacion de estudio que nos permitié informar de forma mas
sencilla el proposito del estudio y como ellos nos ayudarian desde la toma de muestra hasta
los cuestionarios de antecedentes de los NN y familiares.

Fue muy satisfactorio profesionalmente saber que seriamos parte del inicio de esta
investigacion de microbiota intestinal en nifios de situacion desfavorecida de comunidades
alejadas de la ZMG y que esto quedaria como evidencia en un articulo de publicacién que
seguramente va a servir como pauta para otros investigadores. Asi mismo, al ser una persona
muy activa y con afan de apoyar en cuanto sea mis posibilidades se que este tipo de
concientizacion cientifica es imperativo para las comunidades en situacion de escasos
recursos en un pais como México, ya que, al ir haciendo evidente la especializacion de la
microbiota infantil podremos tener NN con mejor calidad de vida, y lograr que otros sectores
de la nacion como economia, salud, educacion, comercio, por poner algunos ejemplos,
puedan tener mas variedad que ofrecer a estos sectores de la poblacién, en base a sus
necesidades. Personalmente, creo que la microbiota intestinal si juega un papel importante

en nuestro segun cerebro, ya que muchas reacciones que gestiona nuestro sistema nervioso

58



repercuten en la estabilidad de esta. Si tu microbiota tiene un desbalance las reacciones
metabdlicas se desequilibran ocasionando inflamacion en nuestros organismos
principalmente, y es incobmodo vivir o sobrevivir asi. Asi que apuesto siempre por el estudio

de la microbiota y su relacion con un buen estado de salud.

Diana:

A lo largo de este proyecto he tenido distintos aprendizajes nuevos, algunos enfocados en
nutricion y otros relacionados con temas de biotecnologia que, aunque Vi poco de eso en mi
carrera, reconozco su importancia para realizar investigacion de nutricion sobre todo si es
enfocada a microbiota intestinal. Sobre la microbiota tuve aprendizajes metabolicos, pero
también conoci mejor los microorganismos que la componen y cdmo podemos identificar si
estan presentes en el tracto digestivo. Dentro del laboratorio tuve la oportunidad de llevar a
cabo distintos prodecimientos como la estandarizacion de primers con la ayuda de extraccién
de ADN vy realizando electroforesis. Los manuales que realizaron mis compafieros fueron de
utilidad para conocer como realizar estos procedimientos.

Ademas, leer y trabajar mucho con articulos cientificos me permitié aplicar un pensamiento
critico para comprender cémo se debe redactar un articulo y saber filtrar entre la informacion
que vaya encontrando. Fue muy til tener la oportunidad de participar en la redaccion de un
articulo de revision, debido a que la basqueda de informacion sobre la microbiota intestinal
en nifios y nifias mexicanos me ayudd a comprender mas la importancia de una microbiota
saludable para la salud de las personas y como nuestra dieta afecta directamente su
composicion.

También realizar material didactico y de divulgacion cientifica como las presentacionesy los
carteles que presentamos en el CIAM fueron de importancia para aprender a sintetizar mis
ideas y las de mi equipo. Sobre todo, fue importante para comprender que al realizar este tipo
de productos debemos asegurarnos de que sea facil de comprender para los demaés, aunque
no sean expertos en los temas que abordamos.

Por ultimo, otro aprendizaje importante fue comprender la complejidad del contexto de
distintas personas en México. Durante este proyecto observamos cdmo la compleja situacién

que pueden atravesar algunas familias puede afectar su dieta y por lo tanto su salud. Es
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importante crear proyectos que no solo generen informacion, sino que permitan identificar

formas de mejorar la situacion actual que viven muchas personas en el pais.

Adrian R.:

A lo largo de este proyecto podria decir que se logré aprender a estandarizar un
procedimiento o protocolo a seguir para lograr reproducir y obtener los resultados de la PCR.
Asi mismo, se logré aprender como es que funcionan y como manipular distintos equipos de
laboratorio que me van a ayudar a obtener los productos de una PCR. Adicionalmente, puedo
asegurar que se logro interpretar de forma correcta la divulgacion de distintos articulos
cientificos para poder redactar nuestro propio review. Se aprendié a seleccionar temas
relacionados al proyecto y que pudieran justificar los resultados obtenidos, asi como el
analisis e interpretacion de graficos y datos estadisticos de este rubro. Este review me
permitio organizarme y ponerme de acuerdo con los integrantes y de esta forma aprender a
trabajar en equipo. Ademas, logré identificar las consideraciones bioéticas que tienen que ser
tomadas en cuentas a nivel nacional e internacional cuando se hacen experimentos o trabajos
que tienen como objeto de estudio al ser humano. Finalmente, me gustaria agregar que
aprendi a tratar todos estos residuos y desechos bioldgicos de manera correcta de tal forma
que no se ponga en peligro la seguridad de quien trabaja con ellos ni la seguridad bioética de
la sociedad o de quiénes proporcionan estas muestras. De manera general podria decir que
aprendi a identificar la organizacion, estrategia y planeacion asi como trabajos a futuro que
se deben de considerar en proyectos en general y sobre todo en proyectos que utilizan pruebas

en humanos.

Adrian S.: Durante la elaboracion de este proyecto pude emplear la mayoria de los
conocimientos adquiridos en otras materias en cuestion de laboratorio y redaccién de la
divulgacion cientifica. Igualmente, pude desarrollarme en cuestion de trabajo en equipo y
organizacion de tiempos. En el desarrollo del PAP en el laboratorio se vuelve un poco mas
independiente y eso genera un pensamiento critico y confianza en los estudiantes, al igual
que le proporciona a los alumnos un espacio en el que pueden aprender de otras areas y de
otros puntos de vista. Fue de mi agrado que el proyecto se llevara a cabo en aula y laboratorio,

ya que al ser un proyecto de investigacion es muy necesario informarse sobre el tema y fue
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de gran ayuda la realizacion del articulo de revision. El trabajar con personas de otras carreras
favorecid el desarrollo del proyecto, ya que al ser un grupo multidisciplinario se tienen
diferentes puntos de vista sobre una problemaética en especifico y asi se pueden obtener
alternativas y soluciones variadas.

Logreé aprender de este proyecto el trabajar con material bioldgico infeccioso y como es que
se debe de llevar un protocolo sustentado con normas para que no resulten problematicas o
accidentes; igualmente, aprendi a redactar un articulo de revision basandose en una busqueda
basta en cuestion del tema de interés. En el ambito social el PAP tiene un gran propdsito con
NN en situacion vulnerable y es por esto por lo que se tiene una motivacion al realizar todas
las actividades planeadas, asi que como aprendizaje esta que de una idea o proyecto siempre
puedes ayudar a alguien que lo necesite. En lo personal me llevo el aprendizaje y la
experiencia de trabajar con muestras biologicas, el aprender de otros puntos de vista, el
reforzar aprendizaje de toda la carrera y que el trabajo en equipo es basico para poder llevar
a cabo una investigacién completa y enriquecedora. Es por estas razones que continuaré en

el PAP el periodo que viene.

Elvira: Durante el desarrollo de este proyecto logré mejorar mi capacidad de busqueda y
analisis de articulos cientificos, ademas de aprender un poco sobre cémo funcionan algunos
analisis estadisticos, parte importante de cualquier articulo y que es fundamental comprender
para poder analizar correctamente los resultados y discusiones obtenidos por cualquier
articulo. Creo que la parte estadistica es la que aln me cuesta trabajo y me gustaria seguir
aprendiendo. Asi mismo, aprendi mucho sobre la microbiota intestinal, su composicion y
cémo influye en la vida de las personas desde el nacimiento. Ademas, aprendi sobre las
consideraciones gque se deben tomar cuando se trabaja con muestras bioldgicas infecciosas y
recordar que siempre se deben usar guantes al tocar el material de laboratorio fue muy
importante. Repase temas de genética y logré llevar a cabo la PCR y gel de electroforesis de
mis dos microorganismos. Anteriormente me daba miedo utilizar los equipos, programarlos
e incluso me daba miedo preparar las muestras para correr el gel, creo que logré sentirme un
poco mas segura de hacerlo la segunda vez que corri una PCR a pesar de no haber obtenido

mejores resultados que la primera vez.
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Me senti abrumada de hacer el manual de estandarizacion de primers porque no recordaba
muy bien como funcionaban y tampoco sabia como se hacia una estandarizacion, sin
embargo, hice una extensa investigacion para recordar como disefiar el termograma para una
PCR y esto me permitio tener mas claro el procedimiento, asi como los fundamentos basicos
de una PCR vy la estandarizacion de los primers. De igual forma durante la extraccién de
ADN fui capaz de comprender los principios basicos del proceso, los cuales fueron: la lisis
de muestras de heces con el buffer ASL, la adsorcion de impurezas que podrian dafiar el
ADN o inhibidores de PCR por medio de la matriz InhibitEX, y la purificacion de la muestra
de ADN por medio de las columnas y centrifugacién. Como perspectiva para los siguientes
periodos se recomienda volver a realizar la extraccion de ADN tratando de homogeneizar la
muestra lo mejor posible en cada vortexeo, asi como seguir la indicacion de incubar a 95°C
cada vez gque sea necesario, sobre todo en la primera incubacion para romper las membranas
de todos los microorganismos. Aprendi a realizar algunas medidas antropométricas y un poco
sobre nutricion gracias al equipo multidisciplinario, lo cual facilitd mi comprension en
muchas de las investigaciones realizadas.

Finalmente, logré desarrollar un poco mas mis habilidades sociales, no me considero buena
presentando o hablando con las personas y decidi lanzarme a presentar siempre que pudiera
para quitarme el miedo y los nervios y agarrar mas experiencia, y creo que me siento mas
segura de mi misma en ese aspecto. Cuando se realizo la presentacion voluntaria para el
CIAM hubo un momento en que desee que no eligieran el cartel de mi equipo porque me
daba miedo, pero simplemente tenia que prepararme y hacerme lo mas experta posible en el
tema dentro de mis posibilidades y al final todo sali6 bien. Asi mismo, durante la visita en el
centro de atencion de ONI, estaba nerviosa por hablar con los padres de familia y tutores de
NN, y también sali6 bien. Este es uno de los logros que mas aprecio y puedo rescatar de este

proyecto ya que a veces puedo ser bastante timida.
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