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INTRODUCCION

Desde el inicio de la pandemia, algunos nifios y adolescentes desarrollaron un
sindrome inflamatorio sistémico asociado temporalmente con la infeccion por SARSCoV-2.
Este sindrome hiper inflamatorio, observado en muchos casos entre las 2 a 6 semanas luego
de la infeccion por SARS-CoV-2, recibe el nombre de Sindrome Inflamatorio Multisistémico
pediatrico - Asociado temporalmente con el SARS-CoV-2 (PIMS-TS) o Sindrome

Inflamatorio multisistémico en nifios (MIS-C).

La presentacion clinica es variada, observandose caracteristicas de Enfermedad de
Kawasaki (completo o incompleto), Sindrome de shock toxico, Sindrome hemofagocitico

secundario, o sindrome de activacion macrofagica.

Estas enfermedades inflamatorias multisistémicas son trastornos emergentes que
resultan de una respuesta inusual a la infeccion por SARS-CoV-2 que estd mediada por los

sistemas inmunologicos innatos y adquiridos del huésped.

Existen marcadores bioldgicos del proceso inflamatorio que se utilizan para
diagnostico: Elevacion de ERS, PCR, neutrofilia, ferritina, troponina, BNP, fibrin6geno,
dimero D, pruebas de funcion hepatica y marcadores sanguineos convencionales. También se
ha observado hipoalbuminemia y prolongacion del RIN. Estos son indicadores confiables de
la intensidad del proceso inflamatorio y vuelta a la normalidad a medida que cede la

inflamacion.

A su vez, hay parametros sencillos para evaluar la mejoria clinica como la necesidad

de oxigenoterapia, inotropicos, cuidados intensivos u otro soporte.

El PIMS es una nueva entidad que tiene una baja prevalencia, pero conlleva un riesgo

importante de complicaciones, internaciones de alta complejidad y secuelas desconocidas a
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largo plazo. El pronostico actual del PIMS-ST es bueno con reportes de baja mortalidad,
aunque su reconocimiento tardio podria empeorar los resultados. Puede requerir el ingreso en
cuidados intensivos y el uso de recursos médicos que ocasionalmente se encuentren limitados

en hospitales generales.

Aunque COVID-19 es principalmente una enfermedad respiratoria, existe una
creciente evidencia que sugiere que el tracto gastrointestinal estd involucrado en esta
enfermedad. La composicion del microbioma intestinal se altera en pacientes con COVID-

19, y la composicion perturbada se correlaciona con la gravedad de la enfermedad.

Varias lineas de evidencia, como la replicacion del SARS-CoV-2 en enterocitos
humanos, la deteccion de virus en muestras fecales y la composicion alterada de la microbiota

intestinal en pacientes con COVID-19, sugieren la participacion del tracto GI.

La composicion de la microbiota intestinal en pacientes con COVID-19 concuerda con
la gravedad de la enfermedad y la magnitud de las concentraciones plasmaticas de varias
citocinas inflamatorias, quimiocinas y marcadores sanguineos de dafio tisular. En un estudio
realizado por Yeoh et al, los pacientes con COVID-19 presentaban disminucion de bacterias
intestinales con potencial inmunomodulador, como Faecalibacterium prausnitzii,
Eubacterium rectale y varias especies de bifidobacterias. También se demostré que la
composicion disbidtica de la microbiota intestinal en pacientes con COVID-19 persiste

después de la eliminacion del virus.

Estos hallazgos sugieren que la pérdida en nimero de bacterias intestinales
inmunomoduladoras contribuye a la gravedad de la enfermedad por COVID-19. Se ha
postulado que la microbiota intestinal disbidtica que persiste incluso después de la resolucion

de la enfermedad podria ser un factor en el desarrollo de sintomas persistentes y/o sindromes
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de inflamacioén multisistémica que ocurren en algunos pacientes después de la eliminacion del

virus.

La restitucion de entornos bacterianos benéficos perdidos durante la infeccion por
COVID-19 podria servir como una via novedosa para mitigar la enfermedad grave, lo que
subraya la importancia de controlar la microbiota intestinal de los pacientes durante y después

del COVID-19.

JUSTIFICACION DE LA RELEVANCIA DEL TEMA

Desde el inicio del PIMS, y en verdad desde el inicio de la pandemia ha habido en la
comunidad médica y cientifica un profundo interés en conocer mas acerca de esta entidad por
su importancia y su impacto en la salud de la poblacién a nivel mundial. Ha sido un ejemplo
como la comunidad cientifica se ha comunicado y ha actuado de forma solidaria en la

busqueda del conocimiento.

El Hospital Garrahan, centro asociado para la realizacion de este estudio y centro
pediatrico de referencia, estd preparado para abordar la complejidad que requiere esta
patologia y se encuentra actualmente involucrado y comprometido en la investigacion de esta
entidad, mediante un protocolo madre inicial que involucra multiples especialidades y

permitird conocer mas sobre la entidad, su evolucion y prondstico.

Si bien se ha visto que los pacientes evolucionan favorablemente con los tratamientos
instaurados hasta la fecha, aun hay numerosos aspectos sobre su fisiopatologia, etiologia, y

seguimiento a largo plazo que aun desconocemos.

Sabemos que la microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos,

principalmente bacterias, alojadas a lo largo del tracto intestinal, donde cumplen un efecto
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barrera frente a posibles patdgenos y, a la vez, modulan la respuesta inmunologica del
intestino. Los vinculos entre el SARS-CoV-2 y el sistema digestivo, particularmente sobre
coémo interactaa el virus con la microbiota intestinal, es un interrogante que estd comenzando
a estudiarse a nivel mundial, y plantea la necesidad e interés de examinar el rol y

comportamiento de la microbiota en la evolucion de dicha infeccion viral.

Esta nueva linea de investigacion estd focalizada en conocer la microbiota y el

microbioma intestinal de pacientes con diagnostico de PIMS y compararlo con nifios sanos.

Se trata de un trabajo original ya que no hay publicaciones a la fecha que investiguen
esos aspectos, que surgen de la necesidad de responder interrogantes que aun no conocemos;
si realmente existe una composicion diferente de microbiota intestinal en estos pacientes con
un microbioma intestinal desequilibrado (disbidtico). En este sentido, en lo que respecta al
procesamiento y andlisis de muestras de materia fecal para andlisis de microbiota y
microbioma humano, el presente proyecto propone un abordaje técnico y cientifico completo
dentro del equipo de trabajo que lidera el mismo. Dicho abordaje end-to-end contempla todos
los pasos requeridos, desde la recoleccion de muestras de materia fecal con recipientes
especialmente disefiados para tal fin, pasando por todo el procesamiento y preparacion de
bibliotecas gendmicas, hasta el post-procesamiento luego de la secuenciacion, analisis e
interpretacion de los resultados de microbiota (taxonomia y abundancias de microbios) y

microbioma (para analisis de posibles rutas metabdlicas que se estén expresando).

El resultado de esta investigacion podria mejorar la atencion de nuestros pacientes

colaborando con la generacion de conocimiento de toda la comunidad cientifica y en general.

Los resultados obtenidos a partir de este trabajo exploratorio podran demostrar el

estado de “salud” intestinal de estos pacientes PIMS y abrirdn nuevas lineas de investigacion
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que podran ahondar en profundidad los diferentes mecanismos de accién no sélo de la

microbiota sino de sus productos del metabolismo en relacion al SARS-Cov-2.

MARCO TEORICO

La microbiota intestinal humana estd formada por mas de un billon de
microorganismos en un ecosistema complejo y dindmico, que regula el sistema inmunologico
y toda nuestra fisiologia. Firmicutes y Bacteroidetes son predominantes en el intestino,
mientras que Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes predominan en el pulmén. Estos
microbios desempefian funciones muy importantes en el cuerpo, incluido el metabolismo
nutricional, el desarrollo y la modulaciéon de la inmunidad, asi como la defensa contra
patdgenos dafiinos. En el tracto gastrointestinal (TGI), la barrera epitelial protege contra la
invasion de microorganismos patégenos y ayuda a mantener la tolerancia a los antigenos
alimentarios, mientras que también puede estar asociada con funciones inmunes sistémicas y
pulmonares. Una vez dafiada la barrera, los microorganismos se trasladan al torrente
sanguineo o los pulmones y pueden inducir septicemia o sindrome de dificultad respiratoria
aguda. La interacciéon compleja entre el sistema inmunologico y la microbiota intestinal se
regulan y se apoyan mutuamente, ya que entre el 70 y el 80% de las células inmunitarias del
cuerpo estan presentes en el intestino. La disbiosis definida como cambios en la microbiota
intestinal que conducen a un desequilibrio microbiano no solo se ha relacionado
estrechamente con la patogénesis de muchas enfermedades inflamatorias, sino que también
desempefia un papel fundamental en diversas infecciones. Existe evidencia de una interaccion
entre el tracto respiratorio y el TGI, o mas precisamente, entre la microbiota intestinal y los

pulmones, y esta conexion se denomina eje intestino-pulmon.

Andlisis metagendmico de microbiota en nifios con PIMS



Los pacientes con COVID-19 sufren de diferentes manifestaciones clinicas
relacionadas al proceso inflamatorio (fiebre, tos, mialgia, fatiga y neumonia) que pueden
agravarse hasta el sindrome de dificultad respiratoria aguda o disfuncion multiorganica.
Varios estudios han demostrado presencia de sintomas gastrointestinales durante el curso de
la enfermedad como nauseas, vomitos, diarrea y dolor abdominal. Estos sintomas pueden
deberse a la infeccion directa de los enterocitos por el SARS-CoV-2 a través de un fenomeno
del eje intestino-pulmén que involucra el microbioma intestinal y pulmonar o mediante
mecanismos inmunorreguladores. Los cambios en la composicion taxondémica y la
disminucion de la diversidad y funcion de la microbiota intestinal, pueden afectar la
inmunidad pulmonar asi como la inflamacion pulmonar por si misma puede alterar la

microbiota pulmonar autoctona.

Estudios recientes plantearon la hipotesis de que las endotoxinas, los metabolitos de la
microbiota, las citoquinas y las hormonas del intestino podrian llegar al torrente sanguineo y
al nicho pulmonar, en una comunicacion bidireccional entre el intestino y el pulmoén. El estado
inmunologico del huésped esta influenciado por la microbiota intestinal y puede influir en el

grado de inmunidad a las infecciones virales, incluido el SARS-CoV-2.

Varios pacientes con COVID-19 presentaron sintomas gastrointestinales y las
manifestaciones prolongadas, principalmente la diarrea, se correlacionaron inversamente con
la disminucion de la riqueza y diversidad de la microbiota, asociada con la disregulacion
inmune y el retraso en la eliminacién del SARS-CoV-2. Se especula que la expresion del
receptor ACE-2 que requiere el SARS-CoV-2 para ingresar a las células huésped, podria estar

modulada por el microbioma intestinal.

Gu y col. en China, evaluaron la microbiota intestinal de 30 sujetos COVID-19, 24
pacientes HIN1 y 30 controles sanos. Los sujetos infectados con SARS-CoV-2 tuvieron una

disminucion en la diversidad de la microbiota intestinal en comparacién con los controles, con
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predominio de géneros oportunistas, como Actinomyces, Rothia, Streptococcus y Veillonella,
ademas de una disminucién en la abundancia relativa de microbios beneficiosos, como los

géneros de Bifidobacterium.

Como la disbiosis podria ser un factor esencial en la gravedad de la enfermedad
durante el COVID-19, es esencial mantener un intestino sano. Las dietas bajas en fibra y altas
en grasas / carbohidratos suelen ser responsables de la disbiosis intestinal, y este cambio en la
homeostasis podria ser responsable de una respuesta inmunitaria alterada. Se aconseja una
dieta sana y equilibrada, rica en cereales, cereales integrales, legumbres, frutas y verduras a
los pacientes de COVID 19 que se encuentren asintomaticos o pacientes con sintomas leves o
en cuarentena. La correlacion inversa entre el consumo de fibra dietética y los niveles séricos
de proteina C reactiva, IL-6, IL-18 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), que son fuertes

citoquinas inflamatorias, es la razon principal por la cual enfatizar este tipo de dieta.

Hay un niimero creciente de estudios que evaltan el efecto de la administracion de
probidticos / prebidticos en la reduccion de la incidencia, duracion y gravedad de las
infecciones respiratorias virales. En vista del conocimiento actual, se estd investigando la
modulacion de la microbiota como una posible terapia adyuvante para COVID-19. El
potencial uso de probidticos, microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped, esta respaldado por
estudios experimentales, metaanalisis y ensayos clinicos sobre virus de influenza, rinovirus y
virus sincicial respiratorio. Aunque los mecanismos no se han determinado en la infeccién por
SARS-CoV-2, algunas cepas probiodticas presentan propiedades antivirales en otros
coronavirus. Ademés de prevenir las infecciones de las vias respiratorias inferiores y
superiores, los probiodticos podrian ayudar en el tratamiento de la diarrea asociada con la
infeccion por SARS-CoV-2 en si misma o causada por los antibioticos utilizados para tratar

las infecciones pulmonares secundarias. La mejora de la microecologia intestinal y el proceso
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de eubiosis mediante la ingesta de probidticos puede promover un sistema inmunoldgico
regulado y prevenir una inflamacion excesiva o infecciones secundarias. Algunas cepas de
Bifidobacterium, Lactobacillus paracasei y L. rhamnosus reducen la aparicion de infecciones
respiratorias, como HINI, H3N2 y H5NI al potenciar las respuestas inmunitarias de la
vacuna. Esta mejora de las interacciones entre la microbiota y el sistema inmunolédgico de las
mucosas también podria beneficiar las respuestas inmunitarias a la vacunacion contra el virus
SARS-CoV-2. Sin embargo, aunque se plantea la hipotesis de que la disbiosis o la modulacién
de la microbiota podrian afectar potencialmente la eficacia de las vacunas COVID-19, hasta
la fecha, no existen estudios publicados sobre la relacidon entre la microbiota intestinal y

pulmonar y la vacunacion contra esta infeccion.

La microbiota intestinal sana, entonces, puede controlar la infeccién pulmonar causada
por el SARS-CoV-2 al producir una gran cantidad de células inmunes en comparacién con un
nimero menor de células inmunitarias por disbiosis de la misma. Los probioticos y prebidticos
de la dieta son los moduladores cruciales en la regulacion del entorno microbiano intestinal y
podrian ser favorables para mantener la homeostasis modificando la infeccion por SARS-
CoV-2. El proposito de los probioticos y otras formas de modular la microbiota intestinal en
COVID-19 exige mas exploraciones, particularmente ensayos clinicos controlados, doble
ciego y aleatorizados, que incluyan cohortes mas grandes en diferentes edades y cursos de

enfermedad.
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HIPOTESIS

Los nifios con PIMS tendrian un microbioma intestinal desequilibrado (disbiotico). La
identificacion de biomarcadores podrian predecir la evolucion clinica y esto resulta clave para
ayudar a priorizar a estos pacientes que necesitan un abordaje y tratamiento urgente. Por otra
parte, evaluar las muestras de hisopado de materia fecal obtenidas de pacientes pediatricos
permitira medir riqueza, diversidad y abundancia relativa de bacterias asi como analisis

metagendmico de las muestras.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar los perfiles de microbiota y microbioma fecal asociados a nifios

con PIMS respecto a nifios sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Enumerar, en forma preliminar, posibles diferentes perfiles de microbiota y
microbioma en nifios sanos y nifios con PIMS estratificando por edad y sexo.

e Comparar los perfiles de microbiota y microbioma en nifios sanos con los
asociados a nifios con PIMS a fin de estudiar las diferencias a nivel de géneros
y especies microbianas.

e Valorar los parametros clinicos y de gravedad correlacionando el fenotipo de

PIMS y la composicidn microbiana.
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METODOLOGIA

Tipo y disefio del estudio

Estudio descriptivo, prospectivo, analitico, piloto, exploratorio, de evaluacion a partir

de muestras de materia fecal.

Durante todo el estudio cada paciente s6lo deberd tomar la muestra en una oportunidad.
Si el paciente lo desea, podra solicitar una copia de los resultados de los estudios realizados,

los que seran entregados por el investigador posteriormente.

Poblacion

Se incluiran pacientes de 3 a 16 afos de edad, asistidos en el Hospital Garrahan que
cumplan con todos los criterios de inclusion y ninguno de exclusion ingresados desde el 1 de

junio de 2021 al 1 de junio de 2022.

Se tratard de una muestra consecutiva y seleccionada por conveniencia.

La poblacion de nifios sanos se tomara siguiendo el mismo grupo etario a partir de

consultorios de salud integral del nifio.

Por lo tanto, la poblacion estara integrada por dos grupos:

Grupo 1: pacientes con PIMS de 3 a 16 afios de edad

Grupo 2: pacientes control sin patologia de 3 a 16 anos de edad
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Tamaiio de la muestra

Por tratarse de un estudio de tipo piloto, con un objetivo primario netamente cientifico
y clinico y con el propdsito de obtener informacion de forma sistematizada, sin intencion de
generalizar o extrapolar resultados sino mas bien de evaluar y caracterizar la microbiota de

los pacientes PIMS, se decidié la incorporacion de 30 pacientes por grupo de estudio.

CRITERIOS DE INCLUSION

Todos los nifios que cumplan con los siguientes criterios seran considerados elegibles

para este ensayo:

1. Nifos de 3 a 16 afos de edad con diagndstico de Sindrome inflamatorio multisistémico

pediatrico - asociado temporalmente con el SARS-CoV-2 (PIMS-TS) de la OMS y CDC.

2. Consentimiento informado firmado por el padre tutor o encargado del sujeto en

estudio, el médico autorizado y un testigo independiente cuando corresponda.

3. Asentimiento informado firmado por el nifio en estudio si es mayor de 12 afios.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Los sujetos que presenten al menos uno de los siguientes criterios, no podran ser

considerados elegibles para el estudio:

1. Pacientes identificados con un diagnostico alternativo una vez realizados todos los

estudios iniciales.

2. Uso de antibidticos y/o corticoides orales entre el tltimo mes y el ingreso.
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3. Presencia de comorbilidades: asma, alergia, inmunodeficiencia primaria,
inmunodeficiencia secundaria HIV, enfermedad autoinmune, artritis idiopatica juvenil,
obesidad severa, enfermedad pulmonar crénica, cardiopatia congénita, enfermedad renal
cronica, enfermedad hepatica cronica, Trastorno neurologico crénico, enfermedad de

Kawasaki previa, enfermedades neoplasicas, anemia drepanocitica.

4. Imposibilidad de cumplir con los requerimientos del protocolo.

Discontinuacién de pacientes

El Investigador podra discontinuar la participacion en el estudio de cualquiera de los

pacientes por alguna de las siguientes razones:

1. Retiro voluntario del paciente o alguno de sus padres/tutores por cualquier razon

2. Incumplimiento de los requerimientos administrativos del protocolo

3. Recibir cualquier otro tratamiento para la enfermedad de base durante el transcurso del

presente protocolo

En el caso en que el paciente retire su consentimiento, se deberan registrar las razones

que motivaron tal decision en la historia clinica y en el FRD.

Definicidén operativa de variables de estudio v medicién de resultados:

Definicion de caso PIMS (preliminar) segin OMS:

Ninos y adolescentes entre 0 y 19 afios con Fiebre > 3 dias con DOS de los siguientes

criterios:

1. Exantema o conjuntivitis bilateral no supurativa y/o afectacion mucocutanea
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2. Hipotension o shock

3. Disfuncion miocérdica, pericarditis, valvulitis o anomalias coronarias (datos
ecocardiograficos) y/o elevacion de parametros de dafio miocardico (troponina y/o NT-Pro

BNP)

4. Coagulopatia (alteracion TP, TTPA, fibrindgeno, dimero D elevado 6X0.5 FEU (estudios

de adultos).

5. Afectacion gastrointestinal (vomitos, diarrea o dolor abdominal)

e Elevacion de PCR (>50 mg/L) y/o PCT > 1 ng/dl y/o Velocidad de Sedimentacion
(ERS)

e Ninguna otra causa microbiana evidente de inflamacion, incluida la sepsis bacteriana,
los sindromes de choque estafilocdcicos o estreptococicos.

e Evidencia de infeccion COVID-19 (RT-PCR, serologia, nexo epidemioldgico)

NOTA: Considerar este sindrome en nifios con manifestaciones de enfermedad de Kawasaki

tipica o atipica o de sindrome de shock toxico.

Definicién de caso del CDC para el Sindrome Inflamatorio multisistémico en nifios (MIS-C)

Un individuo menor de 21 afios que presenta fiebre (1), evidencia de laboratorio de inflamacion
(11) y evidencia de enfermedad clinicamente grave que requiera hospitalizacion, con afectacion
de organos multisistémicos (> 2) (cardiacos, renales, respiratorios, hematologicos,

gastrointestinales, dermatoldgicos o neuroldgicos);
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e No hay diagnosticos alternativos plausibles;
e Positivo para infeccion por SARS-CoV-2 actual o reciente mediante RT-PCR,
serologia o prueba de antigeno; o exposicion al COVID-19 dentro de las 4 semanas

anteriores al inicio de los sintomas

i Fiebre> 38,0 °C durante >24 horas, o informe de fiebre subjetiva que dura >24 horas

ii. Incluyendo, entre otros, uno o mds de los siguientes: una proteina C reactiva elevada
(PCR), velocidad de sedimentacion de eritrocitos (VSG), fibrinogeno, procalcitonina, dimero
D, ferritina, acido lactico, lactatodeshidrogenasa (LDH) o interleucina 6 (IL-6), neutrofilos

elevados, linfocitos reducidos y albumina baja

Comentarios adicionales:

e Algunas personas pueden cumplir con los criterios totales o parciales de la enfermedad
de Kawasaki, pero se deben informar si cumplen la definicion de caso para MIS-C.

e Considerar MIS-C en cualquier muerte pedidtrica con evidencia de infeccion por

SARS-CoV-2.

DEFINICION DE VARIABLES Y SU OPERACIONALIZACION

Variables demogrdficas:

e Fecha de internacion

e Fecha diagnoéstico de PIMS
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e Edad (variable cuantitativa expresada en afos)

e Sexo (variable categorica dicotdmica)

e Peso (variable cuantitativa expresada en gramos)

e Talla (variable cuantitativa expresada en centimetros)
e [IMC (variable cuantitativa)

e C(riterio de enrolamiento (serologia, PCR).

e (riterio de inclusiéon: OMS/CDC

Variables clinicas:

e Dias de fiebre al diagnostico (variable cuantitativa)
e VOmitos, diarrea, dolor abdominal, otros sintomas gastrointestinales.
e Presencia de Shock al ingreso (variable categdrica dicotomica)

e Tipo de Shock (variable categérica dicotomica)

Variables de laboratorio:

e Recuento de linfocitos y neutrofilos (variable cuantitativa)

e Valores de hemoglobina al ingreso, albumina. (variable cuantitativa)

e PCR y otros reactantes de fase aguda. (variable cuantitativa)

e Rescate de gérmenes en Coprocultivo, virologico en materia fecal (variable categorica
dicotémica)

e Serologias virales (variable categorica dicotdmica)

e Fenotipo de presentacion: alteracion de microbioma y afectacion tipo sistémica o simil

Kawasaki (variable categodrica dicotdmica)
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e Requiri6 gammaglobulina, dias de respuesta. Corticoides. Antibioticos. (variable
categorica dicotomica)
e Criterio de gravedad: dias de UCI, ARM, Inétropicos. (variables cuantitativa y

categdrica dicotdmica)

Variables Microbioma intestinal:

e Perfiles de microbiota y microbioma del paciente PIMS y comparacion con poblacion

de nifios sanos.

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

El presente estudio toma como punto de partida el hecho de que los PIMS no tienen
un tratamiento médico/farmacologico con probada eficacia. La propuesta de este trabajo
cuenta con las mejoras registradas debido a la regulacion nutricional para encontrar factores
genéticos/protedmicos de los microorganismos presentes en el intestino. A continuacion, se
detallan los aspectos metodologicos especificos en lo que respecta a recoleccion,
procesamiento y andlisis de muestras de materia fecal para analisis de microbiota y

microbioma, para cumplir con los objetivos propuestos:

Recoleccion de muestras:

Las muestras de materia fecal seran recolectadas por un adulto responsable del nifio

utilizando el kit DNA/RNA shield fecal collection tube de Zymo Research, para lo cual dicha
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persona adulta serd capacitada por el profesional de la salud que se lo proporcione. Cada
muestra contenida en el kit de recoleccion de Zymo Research podran permanecer a
temperatura ambiente sin someterlas a exposicion solar hasta ser entregada al equipo médico
que lidera el proyecto. Dicho kit inactiva, rompiendo paredes celulares de los microbios y

conserva las muestras dejandolas listas para iniciar el procesamiento de éstas.

Pre-procesamiento de muestras:

Una vez se encuentren todas las muestras recolecadas, se procedera a realizar la
purificacion del ADN para luego continuar con el armado y preparacion de bibliotecas
gendmicas. La purificacion serd realizada con el kit ZymoBIOMCS DNA MiniPrep de Zymo
Research, mientras que el armado y preparacion de bibliotecas gendmicas se realizara con el
kit Nextera DNA Flex Library Prep, siguiendo todos los pasos de acuerdo al protocolo
sugerido por Zymo Research e [llumina, respectivamente. La secuenciacion se llevara a cabo

conteniendo las muestras mezcladas en un mismo tubo en un equipo NextSeq de Illumina.

Post-procesamiento de muestras, andlisis de microbiota v microbioma:

El andlisis metagendmico de las muestras, luego del proceso de secuenciacion,
comienza con el ensamblado de las lecturas de secuencia mas cortas, para asi obtener
secuencias mas largas (contigs o scaffolds) para lo que se utilizaran herramientas como
MetaVelvet (Namiki et al., 2012) o MetaPar (Kim et al., 2013), ya que las lecturas més largas
proporcionan una anotacion de genes y una prediccion de la filogenia més precisas. Para
identificar los genes putativos de codificacion de proteinas, se realizara una busqueda en
BLASTX (Brit et al., 2001) contra una base de datos no redundante o una base de datos de

secuencias genomicas microbianas especificas para el entorno o sitio de interés. Los datos
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funcionales de las proteinas predichas se inferirdn mediante la biisqueda en bases de datos de
rutas metabolicas como KEGG (Kanehisa et al., 2004) y COG (Tatusov et al., 2003). La
estructura y composicion de la microbiota a analizar se evaluara cuantificando e interpretando
similitudes basadas en los analisis de diversidad intra e intergrupo (diversidad alfa y beta,
respectivamente). Para la diversidad alfa, se calculara la mejor cobertura y el numero de
unidades taxonémicas operativas (OTUs), asi como la cantidad de ASVs (Amplicon sequence
variant) de cada muestra utilizando Qiime2 (Bolyen et al., 2018) y el paquete Vegan de R
(Oksanen et al., 2015). La diversidad beta se evaluara utilizando distancias UniFrac
generalizadas basadas en la filogenia calculada con el paquete GUniFrac de R (Chen et al.,
2012). Las comparaciones entre grupos de individuos se realizaré utilizando la funcién adonis
(ANOVA wusando matrices de distancia) del ANOVA multivariado permutacional
(PERMANOVA) implementado en el paquete Vegan de R (Oksanen et al., 2015). Los
parametros clinicos, bioquimicos y antropométricos medidos se expresaran como media y se

utilizara el test ANOVA para comparar las diferencias entre los grupos de estudio elegidos.

CODIFICACION DE PACIENTES

A todos los pacientes se les otorgard un codigo Unico de identificacion, por el cual
seran identificados a lo largo de todo el estudio. Este codigo serd otorgado de manera

consecutiva de acuerdo a la inclusion del paciente al protocolo.

Una vez firmado el consentimiento informado, y verificado el cumplimiento de todos

los criterios de elegibilidad, se procedera a la toma de 1 muestra (hisopado).

DESCRIPCION DE LAS VISITAS DEL ESTUDIO
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Durante todo el estudio, el paciente debera cumplir con una sola visita. Durante esta
visita se llevaran a cabo todas las evaluaciones necesarias para determinar la inclusion del

paciente al estudio.

Los procedimientos a realizarse durante esta visita son:

1. Apertura de la historia clinica. El Investigador Principal o el profesional por ¢l
delegado, entrevistara a cada paciente o madre o padre, tutor o encargado segiin corresponda,
y lo interrogara sobre antecedentes que puedan confirmar o impedir su posible inclusion en el
protocolo. Se efectuard la anamnesis y la evaluacion clinica necesaria para confirmar el

diagnostico.

2. Proceso de consentimiento informado. Durante la entrevista se le explicard al
paciente/madre, padre, tutor o representante legal, el protocolo y se le dard a leer la Hoja de
Informacion para Pacientes y el Formulario de Consentimiento Informado. A los menores de
edad, pero mayores de 12 afos, se les dard un asentimiento, el que también le serd leido y
explicado. Una vez que el/la paciente/madre, padre, tutor o representante legal haya leido y
comprendido toda la informacion administrada y haya solicitado las aclaraciones necesarias,
se le solicitard que firme Consentimiento Informado y si el paciente es menor de edad, pero

mayor de 12 afios, se le pedird que firme un asentimiento.

3. Estudios complementarios. Por las caracteristicas del protocolo, dado que se trata de
un analisis ex vivo, no seran necesarios estudios complementarios pero si seran adjuntados a

la historia clinica en el caso de que se realicen para un analisis posterior.

Una vez cumplidas todas las evaluaciones mencionadas, se procederd a la toma de las
muestras de hisopado (ver seccion toma de muestras) y el paciente podré retirarse del sitio de

investigacion sin necesidad de nuevos controles ambulatorios.
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Con esta visita, finalizara el ensayo clinico. Si el paciente lo desea, podra solicitar el
resultado de los cultivos y estudios realizados, los que seran entregados por el investigador

una vez finalizados los mismos, y en una fecha pactada entre ambos.

INTERRUPCION/DISCONTINUACION DEL ESTUDIO

El estudio podra ser discontinuado cuando por razones ajenas a los Investigadores o a
los Patrocinadores no pudiera obtenerse la provision del material necesario para el estudio de

las muestras o su procesamiento.

PROCEDIMIENTO PARA RECOLECCION DE DATOS (INSTRUMENTOS Y

METODO PARA CONTROL DE CALIDAD)

Manejo de datos

Luego de completar los CRF, se entraran todos los datos a una base de datos. Se
realizard un control y validacion de datos con doble carga para asegurar la agudeza y
consistencia de los datos cargados. Toda discrepancia generada como resultado de este control
debera ser resueltas en formularios de aclaracion de datos (FAD) que deberan ser confirmados
por el investigador. Una vez que todas las dudas sean resueltas, la base de datos sera cerrada

y se realizara el analisis estadistico.
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Formulario de reporte de caso (CRF)

Todos los datos generados en el estudio deberan ser registrados en el CRF
correspondiente a cada paciente. Los datos reportados sobre el CRF deben ser consistentes
con los documentos-fuente. Cualquier discrepancia debera ser correctamente explicada. Se
abrird un CRF en todos aquellos pacientes que luego de la evaluacion inicial sean admitidos

en el protocolo.

Los CRF deberan ser completados por el personal del sitio de investigacion y con tinta
de color negro. Cualquier cambio o correccion que se realice sobre el mismo, deberé estar
inicializada y fechada por la persona que realiza el cambio, sin ocultar la informacién que
reemplaza (tachando s6lo con una linea la informacion original). Otra opcidén serd la

elaboracion de formulario en RedCap.

ANALISIS ESTADISTICO

Se presentard una estadistica descriptiva de todas las variables analizadas. La

descripcion de las variables numéricas y categoricas, seran resumidas de la siguiente manera:

e Variables numéricas: nimero de datos obtenidos (n), media, desvio estandar (DE),
minimo, maximo, media, primer cuartilo (Q1) y tercer cuartilo (Q3)-
e Variables categoricas: nimero de datos obtenidos (n), frecuencias y porcentajes. Los

datos faltantes no seran considerados para los porcentajes.

Para comparar variables continuas se utilizara una prueba t o prueba de Wilcoxon, mientras
que, para las variables no continuas o categoricas, se utilizara un test de chi-cuadrado o de

Fisher.
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