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Resumen

Una de las mayores complicaciones en neonatos pretérmino es el desarrollo de sepsis,
que esta relacionado con la disminucion de la diversidad microbiana. Siendo que la
microbiota intestinal de los recién nacidos pretérmino (RNPT) se modifica por factores
como la hospitalizacion, el uso de antibidticos, la nutricion post natal, entre otros. Esta
investigacion prospectiva longitudinal tuvo como objetivo analizar el efecto de la leche
humana y lactancia mixta sobre el desarrollo de la microbiota intestinal de neonatos <37
semanas de edad gestacional. Para lo cual, se analizaron las muestras de meconio y heces
de 23 neonatos hospitalizados en las unidades de cuidados intensivos y neonatologia,
mediante métodos de cultivos segun los protocolos del laboratorio Bioservice. Los neonatos
estuvieron distribuidos en dos grupos; el primero alimentado con leche humana (LH)
(incluy6é neonatos alimentados con leche materna exclusiva y leche humana donada) y el
segundo grupo alimentado con lactancia mixta (LM) (incluyé neonatos que tomaron leche
humana y formula para prematuro). Obteniendo como resultados que los RNPT tuvieron
prevalencia de Lactococcus en meconio y de E. coli en heces, mientras que el género mas
abundante en ambas muestras fue Lactabacillus. Ademas, los neonatos que tomaron LM
tuvieron mayor prevalencia de Bifidobacterium (p= 0,01), y mayor abundancia (>10° UFC)
de E. coli (p=0,05) que los neonatos que tomaron LH. Por otro lado, a pesar de no existir
diferencia significativa en el desarrollo de la microbiota intestinal respecto al tipo de
alimentacion, se observd una tendencia diferente; los neonatos alimentados con LH
aumentaron la abundancia de Lactococcus y Clostridium mientras disminuyeron
Lactobacillus, opuesto al grupo alimentado con LM donde aumentd la abundancia de
Lactobacillus y disminuy6 Lactococcus y Clostridium; sugiriendo una interaccion dinamica
entre el hospedador y la seleccion dietética de miembros especificos de la microbiota que

se ve alterado por la alimentacion.

Palabras clave: Microbiota intestinal, leche humana, lactancia mixta, neonato pretérmino.
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Abstract

Sepsis developed is one of the major complication in preterm infants, which is related
with microbial diversity decrease, because gut microbiota of preterm newborns (PTNB) is
modified due to factors such as hospitalization, use of antibiotics, post-natal feeding, among
others. The present longitudinal prospective research aimed to analyze the effect of
breastmilk and mixed feeding on development of infant gut microbiota, born before 37 weeks
of gestational age. For this, the meconium and feces samples of 23 newborns were
analyzed, who were hospitalized in intensive care units and neonatology, using laboratory
culture methods based on Bioservice laboratory protocols. Neonates were part of two
groups. The first one fed with human milk - HM (which included infants feb both by
exclusively breastmilk by donated human milk), and the second group fed with mixed
lactation — ML (which included who were fed by breastmilk and formula milk for premature).
The results show that PTNB had a prevalence of Lactococcus in meconium and of E. coli in
feces, while the most abundant microbiota type in both samples was Lactabacillus.
Furthermore, infants who were fed with ML showed a higher prevalence of Bifidobacterium
(p = 0.01), and higher abundance (> 106 CFU) of E. coli (p = 0.05) than neonates who were
fed with HM. On the other hand, despite not having significant difference in gut microbiota
development regarding the type of feeding, a different trend was observed. In addition,
neonates who were fed with HM increased the levels of Lactococcus and Clostridium, while
Lactobacillus decreased, contrary to the group who were fed with ML showed a
Lactobacillus increased, and Lactococcus and Clostridium decreased, suggesting a
dynamic interaction between the host and the dietary selection of specific microbiota types
which is altered by feed.

Key words: gut microbiota, human milk, mixed lactation, preterm neonate.
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Capitulo |

El problema

1. Identificacién del problema

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio nacen unos 15
millones de niflos pretérmino (<37 semanas de gestacion) (1). En 2013, de 6,3 millones de
muertes en nifios menores de 5 afios, 1,09 millones murieron por complicaciones
relacionadas con la prematuridad (2,3). Mientras, que en América Latina y México, los
nacimientos pretérmino representan aproximadamente 1% de las muertes (4). Segun el
fondo internacional de emergencia de las naciones unidas para la infancia (UNICEF), el
Peru esta ubicado en el onceavo lugar, con el 19,6% en la tasa de mortalidad infantil en

menores de cinco afios por complicaciones del nacimiento prematuro (2).

En el 2015, el Ministerio de Salud (MINSA) report6 que el 6,5% del total de nacidos vivos
en Peru fueron pretérmino, de los cuales el mayor porcentaje 86,8% nacio entre 32 a 36
semanas, 9% entre 28 a 31 semanas y el 4,2% con menos de 28 semanas (5). En el
Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé en el 2015 el 9% del total de partos
fue pretérmino; de los cuales el 16,2% de los neonatos presentaron alguna patologia y el

2,4% con peso menor a 1000 g. murieron (6).

Los recién nacidos pretérmino (RNPT) a corto o mediano plazo desarrollaran patologias
propias de la prematurez; son vulnerables a sepsis (7), hemorragia intraventricular (8),
enfermedad de membrana hialina, problemas gastrointestinales, enterocolitis necrotizante
(NEC) y malformaciones (atresia intestinal y defectos de pared abdominal), cardiopatias,
entre otras (9,10). Mientras que a largo plazo presentan mayor riesgo de sufrir algun tipo
de invalidez de por vida (1), en particular, discapacidades neuroldgicas, problemas de
lenguaje y aprendizaje (11), trastorno por déficit de atencién, dificultades socioemocionales,
deterioro sensorial, visual o auditivo, retraso mental y paralisis cerebral (12—-15), mayor
riesgo de asma alérgico, menor funcion pulmonar general y problemas de obstruccién de
las vias respiratorias (16,17). También se han reportado problemas cardiovasculares,
hipertensién arterial (18), cancer y diabetes en la edad adulta (19), y probabilidad alta de

muerte precoz en la adultez (20).
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Las complicaciones en prematuros ocasionan un incremento en la morbilidad y
mortalidad neonatal, representando un costo econémico y emocional considerable tanto
para las familias, las comunidades, y la unidad médica (14,21). De acuerdo con un reporte
de la organizacién March of Dimes de Estados Unidos un nacimiento pretérmino tiene un
impacto multimillonario en la economia; los bebés prematuros con bajo peso al nacer (BPN)
gastan 12 veces mas en costos de atencibn médica que los bebés que nacen sin
complicaciones. El parto y el cuidado del RNPT es una de las condiciones mas caras
facturadas y representa 7 de los 10 procedimientos hospitalarios individuales mejores

remunerados (22).

Una de las mayores complicaciones en neonatos pretérmino es el desarrollo de sepsis
(7,23), que esta relacionada con la disminucion de la diversidad microbiana (disbiosis) (24).
Por tanto, la microbiota intestinal o microflora (25) se considera como un érgano que se
adquiere posteriormente al nacimiento y esta formada por una gran diversidad de bacterias
(26) que tienen un gran impacto sobre la salud porque participa en el mecanismo
etiopatogenético de diversas enfermedades complejas, multifactoriales y multigénicas, asi
como las enfermedades inflamatorias, autoinmunes, neoplasicas (27) obesidad (28)(29) y
alergias (30). Por tanto, las bacterias entéricas se estiman esenciales para mantener el
entorno fisiol6gico debido a que ejerce efectos protectores, estructurales y metabdlicos en
el epitelio (31,32).

Los RNPT estan expuestos a varios factores que afectan el desarrollo de la microbiota
intestinal, como la hospitalizacién, la edad gestacional, el uso de antibidticos (33,34) la
nutricion post natal (35); siendo la alimentacion uno de los factores mas importantes en la
adquisicion y diversidad de la flora bacteriana (36). Estudios han concluido que la leche
materna es el alimento mejor tolerado y con mdltiples beneficios (37-39) por sus
componentes bioactivos como los oligosacaridos (40) que previnienen la colonizacién de
patégenos entéricos (41,42) evitando asi las infecciones (24,43), incluso cuando esta viene
de donantes (44,45), siendo asi que en Brasil la disminucién del 73% de la mortalidad
infantil se la atribuyen a los bancos de leche humana (BLH) (46,47); en comparacién con
las formulas artificiales, a las cuales se le otorgan menos beneficios e incluso se le ha
atribuido la incidencia de NEC (45,48-50). Sin embargo, Boehm et al. (51) report6é que la
mezcla de oligosacéridos (HMO) en la férmula para prematuros puede estimular el
desarrollo de una microbiota intestinal similar a los lactantes alimentados con leche

materna. Asimismo, Walker et al. (52) sefialé en su estudio que la formula que contiene
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prebidticos y probidticos puede superar un proceso de colonizacién inicial inadecuado y

ayudar a establecer un sistema inmune de la mucosa normal.

En ese sentido, se crea la necesidad de investigar el impacto que tiene el tipo de

alimentacién sobre la microbiota intestinal en neonatos pretérmino.
2. Justificacion

Por su relevancia tedrica, la investigacion realizada recopil6 informacion relevante y los
resultados aportan evidencias cientificas sobre la influencia del tipo de alimentacion sobre
la microbiota intestinal, fomentando asi nuevas investigaciones que determinen la
alimentacién mas adecuada para el RNPT que ayude a evitar complicaciones y a brindar

un tratamiento integral.

Por su relevancia metodol6gica, basados en el protocolo de recoleccion de muestras de
laboratorio, se adaptaron fichas para la toma de datos, las cuales servirdn de base para

desarrollar nuevos estudios de investigacion y mejorar los tratamientos clinicos.

Por su relevancia practica — social, la principal razén detras las complicaciones en los
RNPT es la relativa inmadurez fisiolégica y metabélica (53); por lo tanto, se ha hecho
necesario brindar un manejo integral, que ayude al desarrollo 6ptimo del prematuro. Y
puesto que la nutricion post natal fomenta la maduracién gastrointestinal y la diversidad
microbiana (35) se crea la necesidad de investigar uno de los factores mas importantes

para este desarrollo que es la alimentacion (36).

Este estudio tuvo como objetivo conocer la microbiota de los neonatos pretérmino,
aportando informacién relevante sobre el desarrollo de la microbiota intestinal, que servira
para que las instituciones puedan buscar mejorar el efecto terapéutico y por tanto una
supervivencia sostenible, disminuyendo las complicaciones de la prematuridad (54) con
bajo costo econémico y minimos efectos adversos. Como la regulacion de la composicion
de la microbiota intestinal por probiéticos y prebioticos ofrece la posibilidad de influir en el
desarrollo de la inmunidad mucosa y sistémica, ademés de prevenir y tratar algunas

enfermedades (27).

Finalmente, para que las madres y la sociedad puedan decidir la alimentacién que

conlleve a los neonatos pretermino a una mejor calidad de vida.
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3. Presuposicion filoséfica

Cada ser humano fue creado para buenas obras (Efesios 2:10), y como profesional de
salud con principios éticos cristianos y conocimientos cientificos se asume la
responsabilidad de trabajar para servir y proteger los derechos humanos, haciendo de la
ética y la moral el centro de nuestra accidén profesional. La Unicef ha declarado "No hay
causa que merezca mas alta prioridad que la proteccién y el desarrollo del nifio, de quien
dependen la supervivencia, la estabilidad y el progreso de todas las naciones y, de hecho,
de la civilizacion humana" (55). Esto nos hace reflexionar en que los nifios que son ahora
incapaces de tomar decisiones por si mismos, se convertiran en hombres y mujeres con
vidas significativas que hacen bien a sus semejantes. Por tanto, los padres y el equipo
médico responsable del neonato deben proveer toda la atencién necesaria para que estos

nifios tengan un desarrollo integral.

Los nifios son un regalo de Dios (Salmos 127:3), por ello "no puede haber una tarea mas
noble que la de dar a todos los nifios un futuro mejor" (56). Los neonatos prematuros tienen
mas complicaciones que enfrentar desde el momento en que nacen y muchos de ellos
cargan con las mismas por mucho tiempo, incluso hasta la adultez. Por ello, esta
investigacion tiene como objetivo ampliar el conocimiento e impulsar la busqueda de nuevos
tratamientos integrales que mejoren la calidad de vida de los neonatos, con la seguridad

gue Dios provee de “sabiduria, conocimiento e inteligencia” (Proverbios 2:6).
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4. Objetivos de lainvestigacién
4.1. Objetivo general

Analizar el efecto de la leche humana y lactancia mixta sobre el desarrollo de la

microbiota intestinal en neonatos pretérmino de un hospital de tercer nivel. Lima, 2017.
4.2. Objetivos especificos
Describir la prevalencia y abundancia de la microbiota intestinal en muestras del primer

meconio y heces de neonatos pretérmino de un hospital de tercer nivel. Lima, 2017.

Relacionar la concentracion de la microbiota intestinal en muestras de heces de
neonatos pretérmino que recibieron Leche Humana y Lactancia Mixta de un hospital de

tercer nivel. Lima, 2017.

Comparar concentracion de la microbiota intestinal en muestras de meconio y heces de
los neonatos alimentados con leche humana y lactancia mixta de un hospital de tercer nivel.
Lima, 2017.
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Capitulo 1l

Marco tedrico

1. Marco teodrico

1.1. Neonato pretérmino o prematuro
1.1.1. Definicion

Un neonato pretérmino o prematuro se considera a un bebé nacido vivo antes de cumplir
37 semanas de gestacion (1).

1.1.2. Clasificacion
Los nifios prematuros se dividen en subcategorias en funcién de la edad gestacional:
Prematuros extremos (<28 semanas)
Muy prematuros (28 a <32 semanas)
Prematuros moderados a tardios (32 a <37 semanas) (1,57)
1.1.3. Etiologia

El nacimiento prematuro es un sindrome con una variedad de causas que se pueden

clasificar en dos subtipos amplios:

a) Nacimiento prematuro espontaneo que se puede presentar de dos maneras: 1)
Trabajo de parto pretérmino con membranas intactas (espontaneo), 2) Trabajo de parto

pretérmino con ruptura prematura de membranas (RPM).
b) Parto pretérmino iatrogénico por causas maternas o fetales (58).

En Latinoamérica, el 70% de los partos pretérmino son espontaneos; el 16-21%, por
RPM, y el 11-15%, por indicaciones meédicas fetales o maternas. Mientras que en los
Estados Unidos, el 40-45% son espontaneos; el 25-40%, por RPM, y el 30-35%, de forma
iatrogénica (58).

El nacimiento prematuro espontaneo es un proceso multifactorial, que resulta de la

interaccion de factores que causan que el Gtero cambie de inactividad a contracciones

21



activas y al nacimiento antes de las 37 semanas completas de gestacion. Los precursores

del nacimiento prematuro espontaneo varian segun la edad gestacional (57).

La historia materna de partos prematuros es un fuerte factor de riesgo y probablemente
se deba a la interaccion de factores de riesgo genéticos, epigenéticos y ambientales.
Muchos factores maternos se han asociado con un mayor riesgo de parto prematuro
espontaneo, incluida la edad materna joven o avanzada, intervalos cortos entre embarazos

y bajo indice de masa corporal materna (57)

Una de las principales causas es la infeccion, tanto la local uterina (responsable de la
mayoria de los partos pretérmino antes de las 28 semanas) como la sistémica; siendo las
infecciones del tracto urinario, la malaria, la vaginosis bacteriana, el VIH y la sifilis las
asociadas con un aumento en la tasa de mortalidad en los mismos. También estan: el estrés
materno, la trombosis uteroplacentaria y las lesiones intrauterinas vasculares asociadas
con sufrimiento fetal o hemorragia decidual, la sobredistension intrauterina y la insuficiencia
placentaria. Es frecuente que se combinen factores y que ocurra un parto prematuro por
infeccién en la madre y abruptio placentae. El tabaquismo y el consumo excesivo de alcohol,
asi como la enfermedad periodontal también se han asociado con un mayor riesgo de parto
prematuro (1,57-59).

Por otro lado, el parto pretérmino iatrogénico ocurre cuando el parto es iniciado por
intervencion médica a causa de complicaciones para la madre y/o el feto. Este es
programado principalmente por preeclampsia e hipertensién gestacional, diabetes mellitus,
hipertiroidismo materno, enfermedad pulmonar restrictiva, nefropatia materna, asma,
enfermedad cardiaca materna, lupus. Ademas, la enfermedad materna limita el flujo
uteroplacentario; por tanto, se afecta el aporte de nutrientes y oxigeno para el feto,
provocando restriccion del crecimiento intrauterino. Otros factores de riesgo son la

desnutricion materna, la obesidad o la historia anterior de parto pretérmino (58).

En general, se considera que los partos prematuros (PP), por debajo de las 32 semanas,
se deben a infeccion/ inflamacién; mientras que los de 33 a 37 semanas estdn mas

relacionados con sobredistension intrauterina y estrés (58).
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Figura 1: Procesos y mediadores posibles del nacimiento prematuro (19)
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1.1.4. Fisiologia del neonato pretérmino

En el neonato pretérmino, el desarrollo intrauterino no ha sido completo, por lo cual,
fisiolégicamente, es diferente a un neonato a término. Los lactantes con bajo peso al nacer
(BPN) tienen varios problemas clinicos en el primer periodo neonatal, que dependen del
entorno intrauterino, el grado de prematurez, los traumatismos relacionados con el parto y

la funcion de los sistemas organicos inmaduros o sometidos a estrés (60).

Los lactantes prematuros tienen un alto riesgo de sufrir un deficiente estado nutricional
por causa de los bajos depdsitos de nutrientes (porque los nutrientes fetales se almacenan
durante los 3 ultimos meses de gestacion), la inmadurez fisiolégica, la enfermedad (que
puede interferir con el tratamiento y las necesidades nutricionales) y las demandas de
nutrientes requeridas para el crecimiento. En el neonato pretérmino de 1000 g., las grasas
constituyen el 1 % del peso corporal total a diferencia del neonato a término (3500 g.) donde

el 16% aproximadamente corresponde a las grasas (60).

Las complicaciones respiratorias asociadas a la prematuridad mas frecuentes son: El
sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) causado por deficiencia de surfactante; la
displasia broncopulmonar (DBP) o enfermedad pulmonar crénica, que se presenta
comunmente como una complicacion tardia en los neonatos con muy bajo peso al nacer
(MBPN) y que se define como la dependencia de oxigeno a las 36 semanas de EG; y la

apnea del prematuro (61).

Figura 2. Principales problemas de salud asociados a la prematuridad
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CAP, Conducto Arterioso Persistente; DBP, Displasia Broncopulmonar; NEC, enterocolitis

necrotizante; SDRA, Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (61).
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Por otro lado, entre las complicaciones cardiovasculares, la hipotension sistémica, la
hemorragia intraventricular (HIV) y el CAP que consiste en la permanencia de la
comunicacion entre la arteria pulmonar y aorta después del nacimiento. En el feto, tiene la
funcién de reducir el flujo de sangre a los pulmones todavia no funcionales. El CAP afecta
al 30% de los RNPT, ocasionando un aumento de la circulacién pulmonar y disminucién de
la sistémica, causando SDRA, apnea, e inclusive fallo cardiaco. El tratamiento para esta
patologia con inhibidores de la ciclooxigenasa puede llevar a la alteracién de las plaquetas

aumentando el riesgo de HIV. (61).

Figura 3. Anatomia y fisiologia del corazén en el periodo fetal

Arterlas

Umbilicales Arterias en

el Cuerpo

Anatomia y fisiologia del corazén en el periodo fetal (izquierda) y en el neonatal (derecha). CA:

Conducto arterioso; FO: Foramen oval (61).

Fuente: Moles L. Adquisicion y modulacion de la microbiota gastrointestinal de nifios prematuros.
Universidad Complutense de Madrid; 2015.

1.2. Nutricion en el neonato pretérmino

En el recién nacido pretérmino (RNPT), es importante el soporte nutricional que aporte
los nutrientes necesarios que favorezcan el ritmo de crecimiento y la composicién corporal
similares a las de un feto normal, a la misma edad gestacional. Asimismo, también dar inicio
a nutriciéon temprana, ya que esta ayudara a que la masa corporal y densidad 6sea sean
adecuadas, ademas de optimizar el neurodesarrollo y prevenir complicaciones colaborando

asi con una buena salud en la adultez (62,63).

El manejo nutricional depende de las diferencias funcionales segun el peso y la edad

gestacional:
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* RNPT de 24-28 semanas de EG con un peso <1.000 g, o de extremo bajo peso. Se
inicia con soporte nutricional parenteral y luego se administrar nutricion enteral (NE)

lentamente progresiva segun la evolucion clinica.

* RNPT de 28-32 semanas de EG con un peso de 1.000-1.500 g, o de muy bajo peso.
Comunmente precisan nutricion parenteral (NP), pero rapidamente permiten la transicién a
la NE.

* RNPT de 32-35 semanas de EG con un peso de 1.500-2.000 g, o de bajo peso. Se
puede comenzar directamente con NE si no presentan complicaciones clinicas (64).

Por otro lado, para dar inicio al manejo nutricional es importante conocer los tres

periodos de crecimiento en el RNPT, que son:

Transicion: desde el nacimiento hasta los siete dias de edad. Aqui el objetivo principal
debe ser el de prevenir la aparicion de deficiencias nutricionales y el catabolismo de

sustratos.

Crecimiento estable: desde la estabilizacion hasta el alta. El crecimiento y la retencién

de nutrientes es semejante a los que se alcanzan en el Utero (+ 15 g/kg/dia).

Posalta: el aporte nutricional debe ser adecuado para que el crecimiento “recuperacional’
se logre (catch-up growth); esto es, alcanzar el mismo crecimiento que un nifio nacido a
término (RNAT) (65). Ademas, este crecimiento compensatorio debe producirse de masa
magra y no de masa grasa ya que esta asociada con alteraciones metabdlicas, tomado

hasta los 3 a 5 afios de vida (62).

De acuerdo al periodo de crecimiento el aporte nutricional se puede realizar en diferentes

etapas:
Etapa inicial: se proporciona nutricion parenteral y nutricion enteral minima (NEM).

Etapa intermedia: el aporte es enteral con leche humana fortificada (LHF) y/o leche de

férmula para prematuros (FPP).
Etapa post alta: la cual implica alimentacion por succion, pecho, LHF y FPP (62).

Se define como aporte enteral minimo, hasta 24 mi/kg/dia, comenzando desde los
primeros cuatro dias hasta la semana de vida. La incorporacion precoz del aporte enteral
favorece el crecimiento de los RNPT, acorta el tiempo de nutricion parenteral, disminuye

los dias de internaciéon y no aumenta la incidencia de enterocolitis necrotizante (ECN),
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ademas de promover la funcion tréfica al enterocito, genera un estimulo neuroendocrino y

es beneficiosa para el prematuro (62).
1.3. Lactancia materna

La lactancia materna es un acto natural y un comportamiento que se aprende (66). La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Academia Americana de Pediatria (AAP) y el
Comité de Lactancia de la Asociacién Espafiola de Pediatria recomiendan la lactancia
materna exclusiva durante los 6 primeros meses de vida y luego continuarla

complementando con otros alimentos hasta los 2 afios 0 mas (67).
1.3.1. Leche materna

La leche materna o humana (LH) es una secrecién de la glandula mamaria (68),
considerada un producto vivo de gran complejidad biol6gica, activamente protectora e

inmunomoduladora que estimula el desarrollo adecuado del lactante (69).
1.3.2. Composicion

La LH es un sistema que se estructura en tres fases: emulsion-glébulos de grasa,

suspensién-micelas de caseina y solucién-constituyentes hidrosolubles (70).

La fraccién emulsion corresponde a la fase lipidica de la leche humana, en la cual se
concentran las grasas, los acidos grasos libres, las vitaminas y constituyentes liposolubles.
Mientras que la fraccion de suspension corresponde a la fase donde las proteinas
plasmaticas caseinas y casi el total del calcio y fésforo se encuentran en forma de micelas,
su principal funcién es nutricional (crecimiento estructural-celular). Por ultimo, la fraccion de
solucién corresponde a la fase constituida por sustancias hidrosolubles; como algunas
vitaminas, minerales, carbohidratos, proteinas, enzimas y hormonas; fraccion también

considerada como suero de la leche (70).

Las principales variaciones en la composicion de la leche humana afectan a una u otra
de estas fracciones o fases. De hecho, al inicio el lactante recibe una leche compuesta
principalmente por constituyentes hidrosolubles mientras que el aumento del contenido
energético de la leche al final de la toma, es atribuido al incremento de la concentracion de
lipidos, es la consecuencia del predominio de la fraccion emulsién en la fase del vaciamiento
de la mama. De esta forma, a lo largo de una toma completa, el lactante recibe un producto
dinamico y variable, con caracteristicas distintas y ajustadas al momento especifico en que

se encuentra (69,70).

La leche humana contiene:
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1.3.2.1. Macronutrientes

Agua: El 88% de la leche materna estd compuesta, por agua; permitiéndole al recién

nacido mantener un perfecto equilibrio hidroelectrolitico (71).

Lipidos: Tiene aproximadamente 3.5 g de grasa en 100 ml de leche, esto representa el
40% de las calorias proveniente de las grasa (71). Ademas contiene acidos grasos
poliinsaturados de cada larga (acido docosahexanoico: DHA y acido araquidénico: AA);

importantes en el desarrollo neurolégico del nifio (72).

Las concentraciones de grasa aumentan, en el calostro desde 2g/100ml hasta 4 o
4,59/100ml a los 15 dias post-parto (71).

Hidratos de carbono: contiene 7 g en 100 ml; es la segunda fuente del aporte energético,
y el principal carbohidrato de la leche humana es el disacérido lactosa (72) que representa
el 90% y favorece la proliferacién de la flora aciddfila, mientras que el 10% restante esta

constituido por diferentes oligosacaridos cuya composicion no se conoce exactamente (73).

Proteinas: se encuentra en forma de caseina, contiene un equilibrio de aminoéacidos
adecuada para el lactante. Su concentracion es 0.9 g por 100 ml menor que la leche animal,
aparte estdn sus proteinas solubles en suero (72): alfa-lactoalbimina, lactoferrina,
seroalbumina, beta-lactoglobulinas, inmunoglobulinas, glicoproteinas, lisozimas, enzimas,

moduladores del crecimiento, hormonas (73).

La alfa-lactoalbumina tiene un papel importante en la sintesis de la lactosa y es fuente
de aminoacidos esenciales como triptéfano, lisina y cistina. Asi también, la lactoferrina tiene
accioén bacteriostatica sobre microorganismo como el E.coli, y contribuye a la absorcion del

hierro y protege al lactante contra la deficiencia de hierro (73).
1.3.2.2.Componentes bioactivos

La IgA es la principal inmunoglobulina en la leche materna y su funcién es proteger la
glandula mamaria asi como las mucosas del lactante. La proporciobn se modifica
progresivamente desde calostro hasta llegar al nivel que se mantendra en la leche madura
(1740 mg/100ml de IgA y 43 mg/100ml de 1gG; 100mg/100ml IgA y 4 mg/100ml de 1gG

respectivamente) (74).

Lisozima: es una enzima y se encuentra en altas concentraciones, tiene propiedades
anti-inflamatorias y ayuda a la mantencién de la flora intestinal del lactante por su efecto

bacteriolitico contra la enterobacterias y bacterias gram positivas (73,75).
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Lactoferrina: Tiene accidn bacteriostatica sobre gérmenes ferro-dependientes como E.
coli y contribuye a la absorcion del hierro en el intestino. En lactantes la terapia de hierro
puede saturar los receptores para la lactoferrina e inhibir su funcion bacteriostéatica (75).

Nucledtidos: son compuestos que pertenecen a la fraccién nitrogenada no proteica de la
leche materna que constituye entre el 18-30% del nitr6geno total, un papel clave en
numerosos procesos bioquimicos y fisiolégicos, tales como procesos de transferencia de
energia, precursores de la sintesis de acidos nucleicos (ADN y ARN) y son claves en la
sintesis de carbohidratos, lipidos y proteinas. También acttan sobre el sistema inmunitario,

metabolismo lipidico y funcionalidad hepética (40).
1.3.2.3.Vitaminas y minerales

La absorcion de vitaminas liposolubles en el lactante esta relacionada con la variabilidad
de la concentracion de la grasa presente en la leche. De hecho, el calostro tiene el doble
de vitamina A que la leche madura. Su predecesor es el betacaroteno que actla como
antioxidante (71). Ocurre lo mismo con la vitamina K que es mayor en el calostro, y es
después de 2 semanas que se establece la provisién de vitamina K por la flora intestinal
(71).

Los minerales y elementos traza que aporta la leche materna tiene una alta
biodisponibilidad (73).

1.3.3. Beneficios

Ayuda a mejorar la regulacién metabdlica, favorece un mejor desarrollo emocional e
intelectual (vinculo madre — hijo) (76), previene infecciones gastrointestinales como diarreas
y NEC, otitis media, dermatitis atopia, mayor proteccion inmunolégica (enfermedad celiaca,
Crohn), menor riesgo de sensibilidad alérgica, condiciona una menor incidencia de
enfermedades crénicas no transmisibles (diabetes mellitus), enfermedades respiratorias,

algunos canceres (77).
1.3.4. Microbioma de la leche humana

La microbiota de la leche humana, como cualquier otro nicho ecoldgico en el microbioma
humano, no se considera un entorno aislado, sino una red de comunidades

interrelacionadas (78).

La transmisién de cepas bacterianas de madre a hijo a través de la lactancia materna se
ha demostrado, sin embargo, los mecanismos exactos por los cuales las bacterias llegan a
la glandula mamaria no estan claros. Inicialmente se creia en la hipotesis de “la
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contaminacion” que propone que la presencia de bacterias en la leche materna es el
resultado de un intercambio con bacterias de la piel de la madre o la cavidad bucal del
lactante; los neonatos adquieren bacterias del intestino materno y la microbiota vaginal
durante el parto y transfieren estas bacterias de la boca a la piel del seno. El intercambio
de bacterias de la boca del bebé a la glandula mamaria podria verse facilitado por un cierto

grado de flujo retrégrado en los conductos mamarios durante la succion (78).

Por otro lado, las bacterias pueden aislarse del calostro antes que el bebé nazca,
surgiendo la hipétesis de la "migracion activa". Se ha demostrado que las CD pueden abrir
las uniones estrechas entre las células epiteliales intestinales y penetrar en el epitelio
intestinal con sus dendritas, permitiendo el paso a las bacterias comensales directamente
desde la luz intestinal sin dafiar la integridad de la barrera epitelial. También, los macr6fagos
son esenciales para la diseminacion extra intestinal de bacterias no invasivas. Asimismo, la
capa de células M especializadas de los parches de Peyer y los foliculos linfoides
muestrean bacterias comensales, después de lo cual las CD residentes recogen las
bacterias y las transportan a los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM). Por lo tanto, una
vez dentro de las CD, las bacterias intestinales podrian propagarse a otros lugares debido
a la circulaciéon de células inmunitarias dentro del sistema linfoide asociado a la mucosa.
Las células estimuladas con antigeno migran de la mucosa intestinal para colonizar las
superficies mucosas distantes, como las de las vias respiratorias y genitourinarias, las

glandulas salivales, lagrimales, la glandula mamaria y el lactante (78,79).

Figura 4. Teoria de migracion activa
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Por otro lado, los cambios hormonales vy fisiolégicos durante el embarazo y la lactancia
pueden proporcionar las condiciones adecuadas para que las células inmunitarias
transporten bacterias al GLM. El aumento de la linfa y el suministro de sangre a la glandula
mamaria y la liberacion de oxitocina, que causa la contraccion de las células mioepiteliales,
también puede facilitar la presencia de bacterias enddgenas en la leche materna. Ademas,
la progesterona desempefia un papel inhibidor de la respuesta inmune y ayuda a la
dilatacién de los conductos lacteos. Las gonadotropinas, como la hormona estimulante del
foliculo (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la gonadotropina coriénica humana (hCG),
también pueden modular las respuestas inmunitarias. Asimismo, las hormonas lactdgenas
son responsables de la regulacion de la migracion masiva de células inmunes hacia la
glandula mamaria. La prolactina estimula el incremento en el transporte transcelular a
través de la alteracion de la Claudina. Del mismo modo, el cultivo de células epiteliales de
la gldndula mamaria en presencia de hormonas del embarazo indujo la produccion de
citoquinas inflamatorias, promoviendo el reclutamiento y la adhesion de células innatas. Los
procesos inflamatorios son necesarios para la remodelacion tisular y la angiogénesis y son

esenciales para el desarrollo normal de la glandula mamaria (78).

Finalmente, se ha encontrado que el ADN bacteriano en la leche humana, las muestras
fecales maternas, las heces infantiles y las células mononucleares maternas de sangre
periférica fue la misma, lo que sugiere que las bacterias se translocan a través de la

circulacion sanguinea (78).

Figura 5. Establecimiento del microbioma de la leche humana
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Los cambios fisiol6égicos durante y después del embarazo facilitan la migracién de bacterias a la
glandula mamaria. (A) Los cambios hormonales que ocurren en este periodo pueden influir en la
permeabilidad intestinal, lo que podria facilitar la captacion bacteriana. (B) A través del flujo
retrogrado, la microbiota cutanea de la madre y la microbiota oral del bebé pueden contribuir al
establecimiento del microbioma de la leche materna. (C) Las bacterias del tracto intestinal materno
pueden ser captadas por diferentes células inmunitarias. La migracién masiva de células
inmunitarias a las glandulas mamarias podria proporcionar otra ruta posible para alterar el
microbioma de la leche humana (78).

Fuente: Jeurink P V., van Bergenhenegouwen J, Jiménez E, Knippels LMJ, Fernandez L, Garssen J, et al.
Human milk: A source of more life than we imagine. Benef Microbes. 2013;4(1):17-30.

1.4. Leche humana pasteurizada

La Organizacion Mundial de la Salud y la Unicef (39) recomiendan para nifios
prematuros o enfermaos, cuando no es posible brindar leche materna de la propia madre, la
alimentacién con leche humana donada, la cual se somete a pasteurizacion para reducir
los contaminantes bacteriol6gicos y virales (80), influyendo en sus propiedades bioactivas
con menos beneficios que la leche cruda (81,82). Sin embargo, no hay evidencia clinica de
beneficios de la leche cruda comparada con pasteurizada (83—-85), pero si la leche de
donante tiene ventajas documentadas en comparacion con la formula (44). Siendo asi que
incluso el Brasil atribuye a los BLH, la disminucion del 73% en la mortalidad infantil (46),
alcanzando asi la meta fijada en los objetivos de desarrollo del milenio: reducir en dos

tercios la mortalidad de menores de cinco afos entre 1990 y 2015 (47).
1.4.1. Cambios en la leche humana pasteurizada

Existen factores diferentes a la pasteurizacion que afectan la leche humana donada
(LHD) en formas clinicamente significativas, incluyendo la madurez de la glandula mamaria
(LME pretérmino versus LHP a término), etapa de lactancia para la cual la LHD reemplaza
a LME (p. Ej., LHD madura reemplazando el calostro de la LME y leche transicional), ciclos
de congelacion-descongelacion que son inherentes al almacenamiento y procesamiento de
LHD (86).
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Tabla 1. Componentes de la LHD que se ven afectados por la pasteurizacion.

Componente
Proteinas bioactivas:

*Inmunoglobulinas
*Citocinas protectoras
y quimiocinas
*Membrana del
glébulo graso de la
leche

Factores de
crecimiento:

*Factor de crecimiento
epidérmico

*Factor de crecimiento
transformante

*Factor de crecimiento
vascular endotelial
*Factor de crecimiento
similar alainsulina-1
*Eritropoyetina

Macronutrientes:

*Proteina
*Lactosa
*Lipido

Hormonas
metabdlicas:

*Leptina
*Adiponectina

Funcién

*Antiinflamatorio
*Antiinfeccioso

*Proteccion de barrera intestinal
*Epigenético
*Inmunomodulacion

*Puede tener un papel en la
programacion inmune temprana

*Funcién sinérgica para promover
el crecimiento, la maduracion y la
proteccién del tracto
gastrointestinal

*Puede ser especialmente
importante para los bebés muy
prematuros que tuvieron menos
ingestion de liquido amnidtico
*Potencial de absorcion a través
de vias paracelulares abiertas en
el epitelio intestinal temprano
después del nacimiento

*Papel especulado en el
crecimiento y proteccion de
6rganos especificos

*Proporcionar sustrato para el
crecimiento y desarrollo

*Los lipidos de la leche materna
madura son los més variables y
los méas propensos a las
deficiencias iatrogénicas en el
entorno de UCIN.

*Regulacion metabdlica
*Puede tener un papel en la
programacion de nutricion
temprana
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LHP

*Inferior a la leche madura debido
a la congelacién y pasteurizacion
*Poca o0 ninguna bioactividad en
algunos componentes

*La congelacién-descongelacion
altera la estructura de la
membrana de glébulos grasos
*Las transferencias multiples y la
manipulaciéon dan como resultado
la adherencia de los lipidos no
homogeneizados a las superficies
del recipiente.

*Reducido con la pasteurizacién
*La bioactividad varia con el factor
de crecimiento; algunos son
erradicados, y algunos se
conservan

*Mdltiples ciclos de congelacion-
descongelacién y cambios en los
envases reducen los lipidos
*Todas las enzimas digestivas
transmitidas por la leche humana
se reducen significativamente
(amilasas y proteasas) se
destruyen (lipasas) con la
pasteurizacion, lo que reduce la
biodisponibilidad

Reducciones significativas con la
pasteurizacion que son aditivas al
declive longitudinal



Microbioma

*Importante para la colonizacién
temprana del intestino

*Puede estar vinculado a
oligosacéridos de la leche
materna individuales para sustrato
prebidtico Destruido con pasteurizacion
*Puede tener un papel en la
programacion inmune y nutricional
temprana

*Puede tener un papel en la
neuroproteccion

*Bacterias
comensales
transmitidas por leche
materna que no son
contaminantes de la
piel

*Muy especifico para
la madre individual

Oligosacaridos
Azlcares complejos
sin valor nutricional

*3er soluto més alto *Prebidtico

en leche materna *Antimicrobiano

mayor que la *Antiadherente .

(may ] a . - ) *Preservado en gran medida con
proteina) Modulacion de las células . o
. . . L . almacenamiento y pasteurizacion
> 200 identificados en epiteliales e inmunes

LM *Papel potencial en el

*Variabilidad neurodesarrollo

individual marcada en
cantidad y tipo

CD14 soluble

Receptor de Facilita la diafonia entre 88% de reduccién con
reconocimiento de enterocitos bacterianos en el pasteurizacion y ciclos de
patrones intestino inmaduro congelacion-descongelacién

Fuente: Meier P-P, Patel A-L, Esquerra-Zwiers A. Donor Human Milk Update: Evidence, Mechanisms and
Priorities for Research and Practice. J Pediatr. 2017;180:15-21.

1.5. Férmulas

Los organismos internacionales que elaboran las normas de composicién de las formulas
infantiles y cuyos requerimientos en nutrientes deben cumplirse son: el Comité de Nutricion
de la Sociedad Europea de Gastroenterologia y Nutricién Pediatrica (ESPGAN), el Comité
de Nutricion de la Academia Americana de Pediatria (AAP) y el Comité Cientifico para la

Alimentacion de la Comision de las Comunidades Europeas (CEE) (87).
15.1. Formulas para prematuros (FPP)

Estas formulas estan creadas para recién nacidos pretérmino con un peso menor a 2.500
gramos, y no existe un periodo de administracibn maxima pero se acepta que sea
suministrado hasta que la edad corregida alcance las 38 semanas de gestacion, o el peso
del nifio supere los 2.000-2.500 gramos con parametros bioquimicos (fosfatasa alcalina y
albumina) normales (87).
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Las FPP tienen mayor contenido proteico que las férmulas estandar y tienen un aporte
de aminoacidos similar al de la leche humana ya que la relacion caseina/seroproteina es
40/60 y esta es la Unica proteina utilizable por el recién nacido, debido a que su capacidad
para metabolizar aminoacidos esta limitada por la inactividad de ciertas enzimas a nivel
hepatico (87).

La cantidad de lactosa se suele sustituir hasta en un 50% del aporte por polimeros de
glucosa, para asi reducir su carga debido a la deficiencia y vulnerabilidad de lactasa
intestinal. Por otro lado, los lipidos son afiadidos en una mezcla de grasas vegetales,
triglicéridos de cadena media (TCM) y grasa lactea. Se recomienda una relacion
linoleico/linolénico (L/LN) entre 5y 15, y complementar con 4cidos grasos poliinsaturados
de cadena larga (LCPUFA) (87) principalmente n-6 (acido araquidénico) y n-3 (acido
docosahexanoico), ya que en el recién nacido prematuro se consideran esenciales por la
inmadurez del sistema enzimético de las desaturasas y enlongasas; ademas de ser
componentes estructurales de las membranas, en los fosfolipidos del sistema nervioso

central y en los fotorreceptores de la retina (88)

En las FPP, es mas elevado el contenido de electrdlitos, calcio y fésforo que en las
formulas de inicio. Se sigue evaluando la necesidad de afiadir taurina, carnitina, colina,

inositol y colesterol (87).

Para cubrir los requerimientos del neonato prematuro, se realiza una reconstitucion de
las formulas hasta alcanzar una densidad calérica mas elevada que en las formulas de
inicio (65-85 versus 64-72 Kcal/100ml), lo cual es una ventaja ya que la capacidad gastrica
de los bebés es pequefia y el tiempo de crecimiento prolongado. Es por esta concentracion

de los nutrientes que la osmolaridad oscila entre 280-300 mOsm/kg de agua (87).

La leche de la propia madre se considera la alimentacion mas adecuada para el nifio
prematuro, por sus ventajas inmunoldégicas, nutricionales y psicolégicas, aunque pasadas
4 semanas postparto su composicion es similar a la leche humana del nifio a término y seria
insuficiente el aporte de proteinas, calcio, fésforo, vitamina D y sodio, sobre todo en

neonatos menores de 1,5 kg (87).
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Tabla 2. Composicién de la formula para prematuro y leche materna.
FPP liquida

FPP Enfamil de Fortificante de Calostro Leche
(Enfamil) 24 keal LH (Enfamil) madura
4 Viales + 100ml
ggrpi?\?og Por 100 ml de leche Por 100ml 158%
materna

Valor energético, kcal 2103 82 97 58 70
Valor energético, kJ 503 343 420
Carbohidratos, g 52 8,8 8,5 5371 7,31
Proteinas, g 14 2,7 3,8 2,3 0,9
Grasas totales, g 27 4,1 5,8 2,9 4,2
Colesterol, mg 25 5,8 0,46
Sodio, mg 185 57 55 48 15
Vitamina A, pg RE 676 330 360 89 47
Vitamina D, ug 8,75 6 4,9 - 0,004
Vitamina E, mg a-TE 3 34 4,1* 1,28 0,315
Vitamina C, mg 80 16 20 0.044 0,040
Acido félico, pg 130 32 34 - 5,2
Vitamina B1, mg 1 0,13 193 t 0,015 0,016
Vitamina B2, mg 1 0,24 290 25 35
Niacina, mg EN 5 3,2 3,9 0,75 0,2
Vitamina B6, mg 0,3 0,12 146 £ 0,012 0,028
Vitamina B12, ug 15 0,2 0,66 200 26
Biotina, pg 25 3,2 3,9 0,1 0,6
%‘do pantotenico, 4,25 0,97 1150 0,183 0,225
Vitamina K, ug 40 7,3 7.8 0,23 0,21
Colina, mg 120 20
Calcio, mg 600 134 141 23 28
Fosforo, mg 330 73 79 14 15
Yodo, pug 105 20 12 7
Hierro, mg 9 15 1,8 0,045 0,040
Magnesio, mg 40 7,3 51 3,4 3,0
Zinc, mg 5 1,2 1,3 0,540 0,166
Cobre, pg 600 97 98 46 35
Manganeso, mcg 0,08 51 10 - 0,4-15
Potasio, mg 525 80 96 74 58
Cloruro, mg 390 86 86 91 40
Selenio, ug 14 41
Taurina, mg 30 4,9 - - 8

(*) Leche materna recolectada de madres prematuras; (1) pg; (1) lactosa; (**) pg/dl.

Fuente: Elaboracion propia. Compilacién de:(89) Vademécum Enfabebé. Mead Johnson. 2017. (90) 2Aguilar

Cordero MJ. Lactancia materna. la edicion. Madrid, Espafia: Elsevier Science; 2005.p.54. (91) 3
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Bianchi-Codo CR, Caldas JP de S-, Alves-Peixoto RR, Lacerda-Sanches V, Guiraldelo TC, Cadore S,
et al. Electrolyte and mineral composition of term donor human milk before and after pasteurization and
of raw milk of preterm mothers. Rev Paul Pediatr. 2018;36(2):1-7. (92) 4 Aguayo J, Arena J, Diaz-Gémez
M, Gomez A, Hernandez-Aguilar MT, Landa L, et al. Lactancia materna: guia para profesionales. Comité
de Lactancia Materna de la Asociacién Espafiola de Pediatria. 2004. 1-442 p. 5(93) MINSAL, UNICEF.
La leche humana, composicién, beneficios y comparacién con la leche de vaca. 1995;1-30.

1.6. Microbiota
1.6.1. Definiciones
1.6.1.1. Microbiota

La microbiota intestinal es la comunidad de microorganismos vivos que habitan en el
tubo digestivo y es necesaria para el 6ptimo crecimiento corporal, el desarrollo de la
inmunidad y la nutricién (94). Ademas, coloniza el intestino al nacimiento y permanece alli
durante toda la vida del individuo. Siendo aproximadamente el ileon distal y el colon
colonizados por 10'2-10* bacterias (94,95).

1.6.1.2. Probidtico y Prebiético

Los probidticos son los microorganismos vivos que le otorgan salud al huésped (25) y
los prebidticos son los oligosacaridos no digeribles que estimulan el crecimiento de
bacterias sanas, son alimentos funcionales conocidos por mediar las respuestas inmunes

y modular las poblaciones microbianas en el intestino (96).

Para que los probiéticos ejerzan su efecto, no siempre colonizan el tracto intestinal;
siendo asi que algunos se vuelven parte de la microbiota intestinal pero otros no. Los
probidticos no colonizadores ejercen indirectamente sus efectos de manera transitoria,

remodelando o influenciando la comunidad microbiana existente (97).
1.6.2. Adquisicion y desarrollo de la microbiota

La microbiota estd compuesta por una variedad y complejidad bacteriana; siendo que
cada una asume una funcién individual (26), este ecosistema incluye a numerosos

microorganismos necesarios para el mantenimiento de la homeostasis (98).

La composicion inicial de la microbiota se determina desde el nacimiento y depende
principalmente de dos factores: el tipo de parto y la alimentacion, aunque en las unidades
de cuidados intensivos neonatales, es influenciada por la terapia antibiética prolongada,

nutricién parenteral, alimentacion oral retardada e intubacién (99). En el parto natural, el
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neonato adquiere su microbiota inicial de la vagina (100) y las heces de sus madres (101),
mientras que en los nacidos por cesérea al no estar expuestos a la microbiota materna

tienen una colonizacion intestinal tardia (102).

Ademas, que el genotipo del huésped representa un factor indeterminado cuando se
intenta mostrar la transmision vertical de los microbios de los padres a los hijos debido a
gue se ha sugerido que este también afecta la composicién y funcién de la comunidad
bacteriana en el intestino. Asi lo demuestra un estudio realizado en gemelos monocig6ticos
adultos, hermanos y sus parejas matrimoniales, el cual mostr6 similitudes entre las
comunidades microbianas intestinales de gemelos monocigéticos mientras que sus
compafieros conyugales a pesar que viven en el mismo ambiente y que tienen habitos
alimentarios comparables, mostraron baja similitud que no era significativa; asimismo, en
gemelos dicig6ticos y hermanos su microbiota era tan similar entre si como la microbiota

de gemelos monocigéticos, a pesar de un menor nivel de genética del huésped (103).

Por otro lado, los microbios del ambiente, los orales y cutaneos de la madre seran
transferidos mecanicamente al recién nacido mediante varios procesos incluyendo el

amamantamiento, los besos y los cuidados (104).

El desarrollo de la microbiota intestinal en los nifios se puede dividir en cuatro fases

separadas (36):
12 fase: alrededor de la 12-22 semana de vida.
22 fase: periodo restante de alimentacién a pecho exclusivamente.

32 fase: tiempo entre el comienzo de la alimentacién complementaria y del cese de la

alimentacién a pecho.

42 fase: periodo de conversion de los patrones de microbiota adulta empezando tras la

finalizacion del destete.
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Figura 6. Cambios de la flora intestinal desde el nacimiento hasta la vejez (36)
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Fuente: Pérez D, Lopez G, Periago M, Ros G. Evolucién de la microbiota intestinal en lactantes: efecto de
la leche materna. Aliment Nutr y Salud. 2003;10(4):100-7.

Inicialmente el neonato es colonizado por bacterias aerobias y anaerobias facultativas
como la de E. coli, Streptococcus , Staphylococcus y otras enterobacterias que son las
responsables consumo gradual de oxigeno que lleva a un ambiente favorable para el
establecimiento de géneros anaerobios estrictos como Bacteroides, Bifidobacterium y
Clostridium en los primeros dias (4-7 dias) seguidos por especies Veillonella, Eubacterium
y Ruminococcus y alrededor del afio las especies anaerobias se expandiran y superaran
en namero a las bacterias facultativas hacia un perfil microbiano adulto, caracterizado por
la preponderancia de Bacteroides y Firmicutes, comun ocurrencia de Verrucomicrobiay

muy baja abundancia de Proteobacteria y bacterias aerobias gram negativas (105-107).
1.6.3. Factores que influyen en el desarrollo de la microbiota
Factores intrinsecos

1. Edad gestacional.- Es la principal causa de dificultad de implantacién de
Bifidobacterium, mientras que las enterobacterias y bacteroides colonizan facilmente el
colon (26,108).

Factores extrinsecos

2. Tipo de parto.- En neonatos nacidos por cesarea se retarda la colonizaciéon por
Bacteroides, Bifidobacterium y E.coli, a diferencia de los nacidos por parto vaginal
(26,94,109,110). Asimismo, segun un estudio realizado por Goedert los adultos nacidos por

cesarea parecen tener una composicioén claramente diferente de su microbiana fecal, este
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estudio desconoce si esta distincion se adquirié durante el nacimiento y si afecta el riesgo

de enfermedad durante la edad adulta (111).

3. Tipo de alimentacién.- Los recién nacidos alimentados con formulas infantiles ricas en

oligosacaridos aumentan sus colonias de Bifidobacterias (26,94,109).

4. Condiciones de higiene.- Malas condiciones se relacionan con colonizacion temprana

por Enterobacterias (26).

5. Antibioterapia.- La exposicion temprana a este tipo de farmacos altera la microflora
intestinal (26).

1.6.4. Anatomia de la Barrera intestinal

La mucosa intestinal comprende una capa de células epiteliales columnares polarizadas
y una region subepitelial que contiene la laAmina propia, el sistema nervioso entérico, el tejido
conectivo y las capas musculares. El epitelio incluye enterocitos, células Goblet (que
sintetizan y liberan mucina), células de Paneth (que sintetizan péptidos antimicrobianos),
células enterocromafines (que producen hormonas y otras sustancias) y células madre
intestinales. Por encima de la barrera epitelial se encuentra la capa de moco sin agitar, que
contiene glicocalix; esta capa, a su vez, subyace a la capa de moco agitado, que contiene
microbiota, IgA secretora, mucinas y péptidos antimicrobianos. Los linfocitos intraepiteliales
estan por encima de la membrana basal, subyacente a la union estrecha. La lamina propia
incluye un tejido linfoide difuso formado por macréfagos, células dendriticas, células
plasméticas, linfocitos de la lamina propia y, en ocasiones, neutréfilos, y un tejido linfoide
estructurado formado por los parches de Peyer, que contienen células M, células
dendriticas y linfocitos (112).
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Figura 7. Anatomia y componentes de la barrera intestinal
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SNC: Sistema nervioso central; ENS: Sistema nervioso entérico; IS: Sistema inmunoldgico; CEl:
Células epiteliales intestinales; ISC: Células madre intestinales; ECC: Células enterocromafines;

slgA: IgA secretora (112).
1.6.5. Comunicacion huésped-flora en la superficie de la mucosa.

La defensa del huésped necesita distinguir los organismos comensales de los patégenos

y presentar una regulacion precisa de las respuestas posteriores (31).

El epitelio intestinal forma una barrera selectiva, que favorece la absorcion de nutrientes,
regula los movimientos de iones y agua, y limita el contacto del huésped con la carga
intraluminal masiva de antigenos y microbios en la dieta (113). Por tanto, el epitelio
intestinal proporciona la primera linea de defensa mediada por tres tipos principales de
células inmunosensoriales. Primero, los enterocitos de la superficie sirven como sensores
aferentes de peligro dentro del microambiente luminal al secretar quimiocinas y citoquinas
gue dirigen respuestas inmunes innatas y adaptativas. En segundo lugar, las células M que
recubren los foliculos linfaticos toman muestras del microambiente y transportan los
antigenos luminales a las células dendriticas adyacentes y otras células presentadoras de
antigenos (CPA). En tercer lugar, las células dendriticas (DC) intestinales pueden
muestrear directamente los contenidos intestinales mediante las dendritas que se extienden

entre los enterocitos de la superficie sin interrumpir las uniones estrechas. Las DC pueden
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ingerir y retener bacterias comensales vivas y viajar al ganglio linfatico mesentérico, donde
son inducidas las respuestas inmunes a las bacterias comensales. Por lo tanto, el ganglio
linfatico mesentérico impide el acceso de bacterias comensales al medio interno. La
capacidad de las células inmunosensoriales para discriminar las bacterias patdgenas de las
comensales estd mediada, en parte, por dos sistemas principales de receptores de
reconocimiento de patrones del hospedador (PRR): la familia de los receptores tipo Toll
(TLR) y el dominio de oligomerizacion de unién a nucleotidos / dominio de reclutamiento de
caspasa isoformas (NOD / CARD). Los TLR y las proteinas NOD son expresadas por los
enterocitos de la superficie y células dendriticas en los intestinos. Estos PRR tienen un
papel fundamental en la activacion de las células inmunitarias en respuesta a patrones
moleculares asociados con microbios especificos, volviéndose crucial para la comunicacién

bacteriano-huésped. (31).

Muchos ligandos PRR son expresados por bacterias comensales, pero el intestino sano
no provoca respuestas inflamatorias a estas bacterias. A la inversa, algunas bacterias
comensales ejercen efectos protectores al atenuar las respuestas proinflamatorias

inducidas por diversas bacterias enteropatégenas (31).

Figura 8. Deteccion inmunosensorial de bacterias intestinales
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Los enterocitos de superficie secretan muchos mediadores inmunitarios en respuesta a los

antigenos, incluidos los péptidos antibacterianos, la inmunoglobulina A (IgA) y las quimiocinas. Las
células epiteliales especializadas, denominadas células M, transportan y suministran antigenos a
las células presentadoras de antigenos, que posteriormente procesan los antigenos y los

presentan a las células T virgenes. Las células dendriticas presentadoras de antigenos (DC, por
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sus siglas en inglés) también analizan y muestrean el microentorno de la mucosa. Los receptores
de reconocimiento de patrones (PRR) expresados por las DC y los enterocitos median la deteccion
de antigenos bacterianos, y las DC modulan la capacidad de respuesta inmune o la tolerancia al

promover células T efectoras o reguladoras (31).

En el intestino normal, la translocacion es minima o nula, y el sistema inmunitario
intestinal se encuentra en un estado de tolerancia, sin signos de inflamacién. A la inversa,
cuando la barrera de la mucosa falla, aumenta la translocacién de moléculas /
microorganismos de la luz, con una estimulacién de las células inmunitarias residentes,
disbiosis y alteraciones en la reparacion y permeabilidad epitelial. Esto crea un desequilibrio
gue en Ultima instancia puede dar lugar a una reaccion inflamatoria manifiesta. El equilibrio
puede restablecerse mediante la estimulacion de los elementos de la funcion de barrera o
mediante la inhibicién de la cascada inflamatoria secundaria (114).

Figura 9. Funcionamiento de la barrera mucosa
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Diagrama que muestra el funcionamiento de la barrera mucosa en condiciones homeostaticas

(izquierda) y en el contexto de la disfuncién de la barrera (derecha) (114).

1.6.6. Papel fisiolégico y capacidad metabdlica de la microbiota
intestinal.

La flora intestinal degrada los restos no digeribles de la dieta (como: almidon, celulosa,
hemicelulosa, inulina, oligosacaridos), dando lugar a acidos grasos de cadena corta (acido
acético, butirico y propionico, etanol y acido lactico); todos ellos contribuyen a acidificar el

colon proximal y ciego (pH 55 — 5,9), a la vez favorecen la absorcion de otros
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oligoelementos tales como: hierro, calcio, magnesio y mejorando la biodisponibilidad del

zinc, cobre y fosforo (98).

Butirato: es utilizado como fuente de energia por el colonocito, siendo que a la vez
contribuye al trofismo, regulando la diferenciacion celular y disminuyendo el riesgo de

cancer (98).
Acetato: se utiliza para la sintesis de colesterol y la lipogénesis en el higado (98).

Propionato: actia como inhibidor competitivo del transporte del acetato hacia el interior
de los hepatocitos (98).

El acetato y propionato intervienen en el metabolismo hepatico de la glucosa, reduciendo

la glucosa post prandial y la respuesta insulinica (98)

Figura 10. Contribuciones de la microbiota intestinal a la fisiologia del huésped

Bifidobacierium spo,

Cestrictium spp.

T Bactercidetas Gm-PG Conjugation of
B, fragilis (PSA) GrrrLPS linaleic acd

Ceallular immunity - Xenobiotics metabolism } Cxalate
AP N . tlga Mutrition , -
Lymphoid organoganasis Drug disposition axcration
Mucosal immunity

Immunocompetence t Iap Lipid
Tolerance a.v:lx'll-:.v' metabalism

ﬁ'—-

Laciobacilus spp. B. thefaictaomicron B. imfantis

Mormalization of
HP4, sirass response

Pirislalss
Glycoaylation

Anglogenasis

GIT surface maturation
GIT functional maluralion

?

Los diferentes componentes de la microbiota intestinal pueden afectar muchos aspectos del
desarrollo normal del hospedador. En gris se muestran miembros de la microbiota, con sus
componentes o productos de su metabolismo. En blanco se muestran sus efectos sobre el

huésped a nivel celular o de 6rgano. Las elipsis negras representan los fenotipos del hospedador
afectados. Solo se muestran algunos ejemplos de miembros / componentes microbianos que

contribuyen a un fenotipo dado. AMP, péptidos antimicrobianos; DC, células dendriticas; Gm, Gram
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negativa; HPA, hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal; lap, fosfatasa alcalina intestinal; PG,

peptidoglicano; PSA, polisacarido A (115).

Fuente: Sekirov |, Russell SL, Antunes LCM, Finlay BB. Gut Microbiota in Health and Disease. Physiol
Rev. 2010;90:859-904.

1.6.7. Implicaciones de la microbiota intestinal en la salud.
1.6.7.1.Enterocolitis necrotizante (NEC).

La enterocolitis necrotizante (NEC) es un trastorno inflamatorio que afecta a los
prematuros (116) en especial a los menores de 33 semanas de edad gestacional (117) y
peso menor de 1.500g (118). Se caracteriza por una necrosis de la mucosa y/o de las
capas mas profundas a nivel intestinal, en las zonas del ileon terminal y con menos

frecuencia en el colon e intestino delgado proximal (119).

La NEC es una de las urgencias gastrointestinales mas frecuente en UCI (120). Y la tasa
de mortalidad es alta de 20 a 30%, y aproximadamente un 50% para los lactantes que

tienen que recurrir a cirugia (118).

Los factores que predisponen la NEC (121) son: la tendencia genética, la inmadurez
intestinal, el desequilibrio en el tono microvascular, una fuerte probabilidad de colonizacion
microbiana anormal en el intestino y una mucosa intestinal altamente inmunorreactiva,

siendo el principal factor de riesgo la mala colonizacién intestinal (116).

Estudios han demostrado las posibles bacterias colonizadoras y originadoras de NEC
entre las cuales estan: Enterobacter, E. coli, (122) Klebsiella (123), Serratia marcescens, S
faecalis, Veillonella spp, Propionibacterium spp, Candida spp y E. cloacae (124), sin
embargo en un estudio mas reciente predominé Clostridium perfringens y Bacteroides dorei.
Pero se obtiene informacién limitada sobre la composicidon de la microbiota ya que estos

estudios analizaron las heces, pero no el sitio afectado (pared intestinal) (116).

Por otro lado, Hulzebos et al., encontraron que niveles altos de sales biliares en las heces
estan presentes en neonatos que desarrollan NEC en comparacion a los lactantes sanos,
pero se necesitan mas estudios para que este sea un marcador bioquimico predictivo de
NEC (125).

Varios estudios se han realizado para buscar formas de prevencion y tratamiento frente
ala NEC (121,126). Schanler et.al., concluyeron que la leche materna y la leche donada de
banco ofrecen mas ventajas como una menor estancia hospitalaria e incidencia a
infecciones que las formulas artificiales para prematuros (127); Lin et al., demuestra en su
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estudio que los prematuros con extremo bajo peso al nacer, alimentados con lactancia
materna exclusiva o probiéticos orales (Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium infantis),
disminuyen el riesgo de padecer NEC (127); Wu et.al., demostraron en ratas prematuras

gue la especie Bifidobacterium adolescentis previene NEC (128).
1.6.8. Microbiota gastrointestinal.

Mas del 99% de la microflora intestinal esta compuesta por bacterias que mantienen una
relacion de simbiosis con el ser humano y se dividen en cuatro phyla, que en neonatos
sanos en las 2 primeras semanas de vida se encuentras distribuidos de la siguiente manera:
Firmicutes (45%), Bacteroidetes (7%), Proteobacterias (46%) y Actinobacterias (2%)
(26,94,109).

Tabla 3. Clasificacién de las bacterias encontradas en la microbiota.

Phyla Familia Géneros Especies
Lactococcus lactis
Lactococcus Lactococcus lactis subsp.
Cremoris
Streptococcaceae Streptococcus bovis
Streptococcus intermedius
Streptococcus

Streptococcus mitis
Streptococcus viridans

Lactobacillaceae

Firmicutes

Lactobacillus

L. gasseri
L. plantarum
L. salivarius

L. antri
L. fermentum
L. gastricus
L. johnsonii
L. lactis
L. mucosae
L. oris

L. reuteri

L. vaginalis

Clostridium leptum

Clostridiaceae Clostridium Clostridium orbiscindens
Clostridium difficile
Staphylococcaceae Staphylococcus S. epidermidis
Eubacteriaceae Eubacterium
Peptococcaceae Peptococcus
E. faecalis
Enterococcaceae Enterococcus .
E. faecium
Veillonellaceae Veillonella

Lacnospiraceae

Ruminococcaceae

Ruminococcus

Ruminococcus obeum
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B. animalis
B. bifidum
B. breve
B. catenulatum
B. dentium
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium B. gallicum
Actinobacterias B. infantis
B. longum
B. pseudocatenulatum
B. pseudolongum
B. thermophilum

Propionibacteriaceae Propionibacterium

Micrococcaceae Micrococcus
L E. Coli
Escherichia ..
E. fergusonii
. K. oxytoca
Klebsiella Y .
K. pneumoniae
Y. bercovieri
) Yersinia Y. frederiksenii
Enterobacteriaceae .
Y. rohdei
Proteobacterias . S. marcescens
Serratia . .
S. liguefaciens
E. aerogenes
Enterobacter 9
E. cloacae
Citrobacter C. freundii
P. aeruginosa
Pseudomonadaceae Pseudomonas 9 .
P. stutzeri
Pasteurellaceae Haemophilus
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides B. fragilis

Fuente: Elaboracion propia. Compilacién de diferentes autores: Moles L, Gomez M, Heilig H, Bustos G,
Fuentes S, Vos W De, et al. Bacterial Diversity in Meconium of Preterm Neonates and Evolution of Their Fecal
Microbiota during the First Month of Life. PLoS One. 2013;8(6):1-13. 2Itani T, Ayoub C, Melki I, Rousseau C.
Anaerobe Establishment and development of the intestinal microbiota of preterm infants in a Lebanese tertiary
hospital. Anaerobe. 2017;43:4-14. (129) Fan W, Huo G, Li X, Yang L, Duan C, Wang T, et al. Diversity of the
intestinal microbiota in different patterns of feeding infants by lllumina high-throughput sequencing. World J
Microbiol Biotechnol. 2013;29(12):2365-72.

1.6.8.1.Lactobacillus.

Los Lactobacillus pertenecen al grupo de las bacterias del &cido lactico (LAB) y
representan las bacterias mas estudiadas como los principales microorganismos

probidéticos (130).
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Estos microorganismos por lo general se encuentran en el intestino delgado y la vagina
del ser humano, algunas de estas bacterias son consideradas beneficas debido a que

producen vitamina K, lactasas (130) y sustancias antimicrobianas (131).

Ademas, algunas especies de este genero mejoran el estado clinico e inmunolégico de
los pacientes afectados por la dermatitis atdpica moderada / grave y asma. Esta cepa
especifica no sélo fue capaz de conducir un aumento significativo en la respuesta T-helper,
sino también para modular positivamente la composicion de la microbiota intestinal
(130,132-135).

1.6.8.2.Bifidobacterium.

Son bacterias Gram positivas, anaerdbicas, no esporuladas, normalmente ramificadas,
encontrandose en el tracto gastrointestinal humano, la cavidad oral, el tracto genitourinario
femenino y la vagiha. Son uno de los pocos organismos residentes del tracto
gastrointestinal estéril de los recién nacidos. Se han identificado mas de 30 especies
diferentes de Bifidobacterium y pueden considerarse como bacterias no patégenas;
ademas, se han utilizado terapéuticamente en forma de probiéticos debido a sus posibles
efectos beneficiosos. Sin embargo, hay varios informes de casos que describen especies
de Bifidobacterium causando peritonitis, infecciones del tracto urinario, infecciones

pulmonares, artritis prostética conjunta séptica, bacteriemia y sepsis (136).
1.6.8.3.Lactococcus.

Lactococcus es un anaerobio facultativo grampositivo con un metabolismo fermentativo
gue puede usar diferentes azlcares para producir principalmente acido L- lactico. Se han
examinado los efectos del oxigeno con Lactococcus lactis y la oxigenacion de los cultivos
da como resultado un estado redox alterado y una mayor actividad oxidasa de NADH; como
consecuencia, la fermentacion de azlcar se desplaza hacia fermentacién mixta, y acido

acético, acido formico, CO », etanol y acetoina, asi como el 4cido lactico (137).

Por otro lado, Huynh y Li reportaron en 2015 que L. lactis acelera de manera efectiva la
migracion celular por medio de la expresion dual y la secrecion del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor 3 del trébol (TFF3) que puede ayudar a tratar el dafio intestinal
y la inflamacién (138). Se demostré que un aislado de L. lactis produce nisina, una
bacteriocina de amplio espectro utilizada en la industria alimentaria para prevenir patégenos
bacterianos y deterioro (139), ademas mostré una fuerte actividad inhibitoria

contra S. aureus (140).
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Del mismo modo, Wang et al. (141), realizaron un estudio que tuvo como objetivo
construir y expresar EGF en porcinos (pEGF) y utilizar L. lactis (LL) como vehiculo para
producir y administrar pEGF. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es importante en la
regulacion de la proliferacion celular, la diferenciacion, la supervivencia y la apoptosis. LL-
pEGF aument6 la altura de las vellosidades en el duodeno, yeyuno e ileon (P <0.05),
también disminuy6 Escherichia coli y los recuentos de enterococos en el ileon y aumentd
Lactobacillus en el ileon y el ciego (P <0.05). Asimismo, la administracion intragastrica de
L. lactis secretora de IL-10 causo6 una reduccion del 50% en la colitis en ratones tratados

con dextrano sulfato de sodio y previno la aparicion de colitis en ratones (142).
1.6.8.4. Staphylococcus.

Son cocos redondos grampositivos aislados, en parejas, cadenas cortas v,
frecuentemente en racimos irregulares y se caracterizan por ser aerobio y anaerobio
facultativos, capaz de fermentar la glucosa en anaerobiosis. Forman parte de la flora normal
del organismo humano, encontrandose en la mucosa nasal, cavidad oral, intestino grueso,
y en la piel. Crecen en medios con elevada concentracion de sal (7.5%), en agar sangre

originando colonias de 1-3 mm de diametro.

El género Staphylococcus tiene aproximadamente 30 especies, de las cuales son tres
las que se destacan mas y son de relevancia clinica: S. aureus, S. epidermidis y S.
saprophyticus, ya que son los principales patdgenos gque producen infecciones tanto a nivel

hospitalario como en comunidad (143).
1.6.8.5.Escherichia.

Dentro de este género se encuentran las siguientes especies: E. coli, E coli inactiva,
E.hermannii (clasificada como entérico grupo 11 del CDC), E. vulneris (clasificada como
entérico grupo 1 del CDC), E. fergusonii (clasificada como entérico grupo 10 del CDC)
y E. blattae (144).

La sepsis de inicio temprano son causadas por E. coli, y las infecciones por E. coli

resistentes a antibiéticos son mayores en neonatos prematuros (145).
1.6.8.6. Clostridium.

Clostridium es un género bacteriano compuesto de alrededor de 100 especies. Las
especies clostridiales mas notables son las que causan enfermedades humanas y
animales. En particular la Clostridium difficile, que es responsable de la enfermedad

asociada a Clostridium difficile. En los Estados Unidos y Europa, la C. difficile fue
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responsable de casi medio millén de infecciones y 29.000 muertes en 2011. Las opciones
de tratamiento son siendo limitadas. Ademas, la aparicion de cepas resistentes a los
antibiéticos actualmente utilizados ha llevado a los Centros para el Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC) a incluir la C. difficile como una de las principales "Amenazas de

resistencia a los antibiéticos en los Estados Unidos en 2013" (146).

Clostridium difficile es un bacilo gram positivo, anaerobio estricto, capaz de formar
esporas que le permiten su supervivencia en aguas, suelos y en ambientes hospitalarios,
donde puede permanecer hasta afos. Inicialmente, fue descrito en 1935 como un agente
normal de la microbiota intestinal de recién nacidos sanos. Actualmente, se considera el
principal agente causal de diarrea nosocomial asociada al tratamiento con antibi6ticos,
donde ademas de la diarrea, puede causar colitis sesudomembranosa (CSM), enfermedad
atribuida, en la mayoria de los casos, a C. difficile, e incluso complicaciones como la colitis
fulminante, todas ellas englobadas en el término de enfermedades asociadas a C.
difficile (EACD) (147).

1.7. Técnicas de estudio de la microbiota intestinal

El método mas clasico, sencillo y econémico para analizar la microbiota intestinal es el
aislamiento de las bacterias en medios de cultivo para su posterior identificacién, mediante
el estudio de sus caracteristicas fenotipicas y pruebas bioquimicas (148). Pero debido a
gue una gran cantidad de las bacterias entéricas no pueden cultivarse ex vivo mediante
técnicas estandar, actualmente la identificacion de diversas especies se esta trabajando
mediante métodos moleculares (97), como los basados en variaciones de la PCR
(Polymerase Chain Reaction, Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para analizar tanto

ADN (Acido Desoxirribonucléico) como ARN (Acido Ribonucléico).
1.7.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Las enzimas ADN polimerasas pueden sintetizar la cadena complementaria de una
secuencia de ADN por medio de una mezcla de trifosfatos de desoxinucleétidos (ANTP) y
una secuencia de doble cadena corta (cebado). La sintesis se dirige de 5 'a 3' desde la
region de cebado. En la PCR, las secuencias de ADN de doble cadena se producen
selectivamente agregando un gran exceso de oligonucleotidos de ADN especificos al ADN,
bajo condiciones apropiadas. Estos cebadores oligonucleotidicos generalmente estan

hechos para tener una longitud de 20 a 25 bases (149).

En la practica, dos cebadores oligonucleotidicos especificos se sintetizan y se agregan
al ADN de manera que sitian la region de interés, siendo el cebador 1 una copia de la
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cadena codificante y el cebador 2 una copia de la cadena no codificante. Una vez que se
han agregado los cebadores, su union al ADN (recocido) se logra al fundir el ADN de doble
cadena a 94 ° C y enfriar la mezcla a 40-55 ° C. La adicién de la enzima polimerasa en este
punto conducira a la sintesis de cadenas de ADN complementarias a lo largo de las cadenas
codificantes originales y no codificantes de los sitios de unién del cebador. Si el proceso se
repite, es decir, se funde a 94 ° C y luego se enfria ciclicamente, entonces el area de ADN
entre los dos cebadores se amplificarda logaritmicamente porque las cadenas recién

sintetizadas se convierten en moldes para los cebadores en exceso (149).

Ademas, originalmente se utilizé la enzima polimerasa de Escherichia coli (ADN
polimerasa | del fragmento Klenow), pero esta enzima se destruye a la temperatura de
fusion de 94 ° C, lo que requiere la adiciéon de enzima nueva para cada ciclo. La introduccién
de una enzima polimerasa de ADN termoestable de Thermus aquaticus (Taq) que puede
sobrevivir a la incubacién prolongada a 94 ° C, y que es mas activa a aproximadamente 70
°C, elimino la necesidad de agregar polimerasa en cada ciclo. Esto también significa que a
la temperatura relativamente alta (70 ° C) de la etapa de sintesis o extensién, los cebadores
tenderan a hibridar especificamente con su secuencia complementaria, reduciendo asi la
amplificacion de areas no especificas. Por esta razon, actualmente PCR se lleva a cabo
utilizando la polimerasa Taq. Los tiempos de incubacién para la etapa de desnaturalizacion
o fusion, la etapa de reasociacion o recocido y la etapa de extension son del orden de dos
a tres minutos, y se utilizan mas de 30 ciclos. Pero los tiempos pueden aumentar a mayor

longitud de la secuencia de ADN a amplificar (149).

Después de la PCR, la muestra de ADN se analiza mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE), donde se observa una banda Unica predominante equivalente en
longitud a la distancia entre los extremos 5 'de los cebadores oligonucleétidos después de

tefiir con bromuro de etidio y examinar el gel bajo luz ultravioleta (149).

Tabla 4. Cebadores utilizados para gPCR de acuerdo al objetivo microbiano

Objetivo . Gen

) . Primer secuencia 5'-3 L Ref.
microbiano objetivo
Akkermansia F: CAGCACGTGAAGGTGGGGAC R: 16S Collado et al.
CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT (2007)
A:gpgt?&%n obium - F: GGGTTGAGAGACCGACC R: 16S Matsuki et al.
golﬁnse”ap CGGRGCTTCTTCTGCAGG (2004)
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Objetivo
microbiano

Bacteroides

grupo Bacteroides -
Prevotella -
Porphiromonas

Bifidobacterium

Clostridia

IV Clostridium
leptum -
Faecalibacterium
prausnitzii

Clostridia
XIVa Blautia
coccoides -
Eubacterium
rectale

Clostridium difficile

Clostridium
perfringens

Desulfovibrio

Enterobacteriaceae

Enterococcaceae

Klebsiella
pneumoniae

Primer secuencia 5'-3'

F: GAGAGGAAGGTCCCCCAC R:
CGCKACTTGGCTGGTTCAG

F: GATTCTGGCTCAGGATGAACGC
R: CTGATAGGACGCGACCCCAT

F:
TTAACACAATAAGTWATCCACCTG
G R: ACCTTCCTCCGTTTTGTCAAC

F: CGGTACCTGACTAAGAAGC R:
AGTTTYATTCTTGCGAACG

F:
TTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA
R: CCATCCTGTACTGGCTCACCT

F: ATGCAAGTCGAGCGAKG R:
TATGCGGTATTAATCTYCCTTT

F:
CCGTAGATATCTGGAGGAACATCA
R:
ACATCTAGCATCCATCGTTTACAG
C

F:
TGCCGTAACTTCGGGAGAAGGCA
R: TCAAGGACCAGTGTTCAGTGTC

F:
CCCATCAGAAGGGGATAACACTT
R: ACCGCGGGTCCATCCATC

F: ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT
R:
TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC
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Gen

objetivo

16S

16S

16S

16S

16S

16S

16S

23S

16S

16-23S

Ref.

Peso
Echarri et al.
(2011)

Gueimonde et
al.
(2004)

Ramirez-
Farias et al.
(2009)

Rinttila et al.
(2004)

Rinttila et al.
(2004)

Rinttila et al.
(2004)

Fite et al.
(2004)

Matsuda et al.
(2007)

Matsuda et al.
(2007)

Liu et al.
(2008)



Objetivo Gen

) . Primer secuencia 5'-3' . Ref.
microbiano objetivo
Lactobacillus F: AGCAGTAGGGAATCTTCCA Peso
grupo Lactobacillus R: 16S Echarri et al.
-Weissella CATGGAGTTCCACTGTCCTC (2011)
Shigella F: ACCATGCTCGCAGAGAAACT R: inah Lin et al.
9 TACGCTTCAGTACAGCATGC P (2010)
. F: ACGGTCTTGCTGTCACTTATAR: Matsuda et al.
Estafilococo TACACATATGTTCTTCCCTAATAA 165 (2007)
F: GCGATTGATGGTGATACGGTT
Staphylococcus R: Nuc Fang y Hedin
aureus AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC u (2003)
F: i
Estreptococo GTACAGTTGCTTCAGGACGTATC tuf F;ggzd GBEL
R: ACGTTCGATTTCATCACGTTG ( )
F:
CGTGGGAAACCTACCTCTTAGCAG Arboleya et
Weissella R: 16S al.
GACCATCTCTTAGTGATAGCAGAA (2012)
CCAT

Fuente: Arboleya S, Binetti A, Salazar N, Fernandez N, Solis G, Hernandez-Barranco A, et al.
Establishment and development of intestinal microbiota in preterm neonates. FEMS Microbiol Ecol.
2012;79(3):763-72.

1.7.2. Electroforesis en gel de gradiente de desnaturalizacion y

electroforesis en gel con gradiente de temperatura.

La electroforesis desnaturalizante en gel de gradiente (DGGE) y la electroforesis en gel
con gradiente de temperatura (TGGE) son formas de electroforesis en gel que utilizan un
gradiente quimico o un gradiente de temperatura para separar las muestras a medida que
se desplazan a través de un gel de acrilamida. Tanto la DGGE como TGGE, pueden separar
fragmentos de ADN de la misma longitud, pero con secuencias diferentes. La separacion
se basa en la movilidad electroforética reducida de las moléculas de ADN de doble cadena

parcialmente fundidas en geles de poliacrilamida que contienen un gradiente lineal de
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desnaturalizante de ADN (una mezcla de formamida y urea) en el caso de DGGE o un

gradiente de temperatura lineal en el caso de TGGE (150).

Los dominios de fusion, es decir, los tramos de pares de bases con temperaturas de
fusion idénticas (Tm), conducen a la fusion de fragmentos de ADN dentro de dominios
discretos. Una vez que un dominio con la Tm mas baja alcanza su Tm en una posicion
particular en el gel de desnaturalizaciéon o gradiente de temperatura, y ese segmento de la
doble hélice de ADN pasa al ADN monocatenario fundido, la migracion de la molécula de
ADN practicamente se detendrd. Las variaciones de secuencia dentro de estos dominios
de fusion provocan que las temperaturas de fusion varien, y las moléculas con diferentes
secuencias dejardn de migrar en diferentes posiciones en el gel de desnaturalizacion o
gradiente de temperatura, por lo que se separaran. Las bandas de ADN en los perfiles
DGGE y TGGE se pueden visualizar utilizando bromuro de etidio, SYBR Green | o tincién
con plata (150,151).

Figura 11. Secuenciacién automatica en geles desnaturalizantes (148)

Electroforesis vertical en
Gel de acrilamida Autorradio gr afia resultante

Peine para insertar
Ias muestras

T

JGAATTGECGG
GAATTGGCG

Cristal &2
rasero

Gel de Cristal
menos de B fromal
un mifimetro
de espesor

Fuente: Hernandez N. Diversidad genética de la mitocondria intestinal de Thorectes lusitanicus. Universidad
Complutense de Madrid; 2014.

1.7.3. Pirosecuenciacion.

Es un método de secuenciacion de ADN que se basa en la deteccion de la liberacion de
pirofosfato al mismo tiempo que la incorporacion de nucleétidos. EI ADN se amplifica dentro
de gotas de agua en una solucién de aceite (PCR en emulsién), y cada gota contiene una
Unica plantilla de ADN unida a un solo corddn recubierto con un cebador. La maquina de
secuenciacién contiene muchos pocillos de volimenes picolitros, cada uno con enzimas de
secuenciaciébn y un anico cordén. La secuencia del ADN monocatenario puede
determinarse por la luz emitida tras la incorporacién del nucle6tido complementario; porque
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solo uno de cuatro de los posibles nucleétidos A/ T/ C / G puede complementar el molde
de ADN. La técnica usa luciferasa para generar luz para la deteccion de los nucle6tidos

individuales, y los datos combinados se usan para generar la secuencia de plantilla (150).

El método tiene una limitacion en la longitud de las lecturas de ADN individuales que es
de 300-500 nucledtidos aproximadamente, mas corta que la de 800-1000 que se puede
obtener usando la secuenciacion de Sanger. Esto puede dificultar el proceso de ensamblaje
del genoma, particularmente para secuencias que contienen una gran cantidad de ADN
repetitivo (150).

Figura 12. Representacion de la Pirosecuenciacién (150)
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Durante la reaccion el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa | sustrae moléculas de
pirofosfato inorganico (PPi), para la adicidn de un nucle6tido a una cadena sencilla de ADN. La
segunda reaccién, que catalizada por la ATP sulfurilasa, produce ATP usando el PPi liberado en la
reaccion anterior. El ATP se convierte en una sefial luminométrica por accion de la luciferasa, que
se detecta sélo cuando el par de bases esta formado con el ADN molde y es proporcional al
namero de bases incorporado. Finalmente, las bases que se han unido y el ATP no usado se
degradan por la accién de la enzima apirasa (152).

Fuente: Griffin H, Griffin A, editors. DNA Sequencing protocols. Totowa, New Jersey: Human Press; 1993.
386 p.
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1.7.4. Secuencia de lllumina.

La secuenciacion de lllumina se basa en la incorporacion de terminadores de colorantes
reversibles que permiten la identificacion de bases Unicas a medida que se incorporan a las
cadenas de ADN. Las moléculas de ADN se unen primero a los cebadores en un
portaobjetos y se amplifican para que se formen grupos locales. Se afiaden los cuatro tipos
(A / T/ C/ G)de nucledtidos de terminacién reversibles, y cada nucleétido se marca
fluorescentemente con un color diferente y se une a un grupo de bloqueo. Los cuatro
nucledtidos compiten entonces por sitios de uniéon en el ADN molde a secuenciar, y las
moléculas no incorporadas se eliminan por lavado. Después de cada sintesis, se aplica un
laser para eliminar el grupo de bloqueo y la sonda. A continuacién, se vuelve visible un color
fluorescente detectable especifico de una de las cuatro bases, lo que permite la
identificacion de la secuencia e inicia el comienzo del siguiente ciclo. El proceso se repite

hasta que toda la molécula de ADN se secuencia (150).

Esta técnica ofrece algunas ventajas sobre los métodos de secuenciacion tradicionales
como la secuenciacion de Sanger. La naturaleza automatizada de la secuenciacién de
Illumina hace posible secuenciar multiples hilos a la vez y obtener datos de secuencia reales
rapidamente. Ademas, este método solo utiliza la ADN polimerasa en contraste con las

enzimas multiples y costosas requeridas por la pirosecuenciacion (150).

Figura 13. Representacion de la secuenciaciéon de lllumina
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Fuente: Zhou X, Li Y, editors. Techniques for Oral Microbiology. In: Atlas of Oral Microbiology. Elsevier
Inc.; 2015. p. 15-40.
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1.7.5. Secuenciacién del gen 16S rRNA.

Existen tres tipos de rARNs procaridticos que se definen por su grado Sverberg o S,
refiriéndose al ratio de sedimentacioén y son 5S, 16S y 23S cuyas secuencias poseen 120,
1550 y 3300 nucledtidos, aproximadamente. Al analizarlos se concluy6 que la secuencia
del 5S es muy corta y la del 23S demasiado larga, lo cual limitaba la posibilidad de poder

caracterizar taxonémicamente las bacterias (148).

Porello, el gen 16S rARN es el que se analiza en este método, porque brinda informacion
de la clasificacion taxonOmica sin requerir aislamiento ni cultivo. Forma parte de la
subunidad inferior del ribosoma procariético y consiste en 9 regiones altamente

conservadas (C1-C9) y 9 regiones variables a lo largo del dominio (V1-V9) (148).

Figura 14. Estructura del gen 16S rARN
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Se observa que la longitud del gen es de 1542 pares de bases divididas en segmentos variables

y conservados.

Fuente: Hernandez N. Diversidad genética de la mitocondria intestinal de Thorectes lusitanicus. Universidad
Complutense de Madrid; 2014.

La estructura formada por genes conservados y variables con diferentes ratios de evolucién
no permite la transferencia lateral de genes. Para obtener la relacion evolutiva de las
bacterias primero se debe determinar la secuencia de nucleétidos y establecer las
comparaciones, siendo el grado de similitud entre las secuencias de los 16S rARN de dos

bacterias lo que indica su relacion evolutiva.

Para la identificacion de bacterias se necesita de bases de datos como Ribosomal Database

Project (RDP), Greengenes y BLAST que estan en continua expansion (148).
1.7.6. Hibridacion fluorescente in situ (FISH).

FISH detecta secuencias de &cido nucleico mediante membranas celulares marcadas
fluorescentemente e hibridan especificamente con ARNr intracelular dentro de la célula

intacta sin alterar la morfologia o la integridad de la célula (151).
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1.7.7. Secuenciacién Sanger.

El método de Sanger implica la sintesis de una cadena de ADN a partir de una plantilla
monocatenaria mediante una ADN polimerasa. EI método depende de que los
didesoxinucle6tidos (ddNTP) se incorporan a la cadena en crecimiento de la misma manera
gue los desoxinucle6tidos convencionales (ANTP). Sin embargo, los ddNTP difieren de los
dNTP porque carecen del grupo 3'-OH necesario para el alargamiento de la cadena.
Cuando se incorpora un ddNTP en la nueva cadena, la ausencia del grupo hidroxilo evita
la formacién de un enlace fosfodiéster con el dNTP subsiguiente y el alargamiento de la
cadena termina en esa posicion. Al usar la relacion correcta de los cuatro dNTP
convencionales y uno de los cuatro ddNTP en una reaccion con la ADN polimerasa, se

produce una poblacion de cadenas de polinucleétidos de diferentes longitudes (152).

La sintesis se inicia en la posicion en la que un cebador de oligonucleétidos se hibrida
con la plantilla, y cada cadena se termina en una base especifica (ya sea A, C, Go T,
dependiendo de qué ddNTP se us0). Al usar los cuatro ddNTP diferentes en cuatro
reacciones separadas, se puede obtener la informacion completa de la secuencia. Uno de
los dANTP suele estar marcado radiactivamente de modo que la informacion obtenida
mediante la electroforesis de las cuatro reacciones en las pistas adyacentes de un gel de

poliacrilamida pueda visualizarse en una autorradiografia (152).

El método original utilizé el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa | para sintetizar
las nuevas cadenas en las reacciones de secuenciacion, y esta enzima todavia se usa en
la actualidad. Otras enzimas como Sequenase, T7 polimerasa y Tag (Thermus aquaticus)
polimerasa también se usan ampliamente. Cada enzima tiene sus propias propiedades y
cualidades particulares, y la eleccion de la polimerasa dependera del tipo de plantilla y de

la estrategia de secuenciacion empleada (152).
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Figura 15. Representacion esquematica de la secuenciacién de Sanger.
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Se observa la incorporacion de los nucleétidos y la accién de la ADN polimerasa en el proceso
(148).

Fuente: Hernandez N. Diversidad genética de la mitocondria intestinal de Thorectes lusitanicus. Universidad
Complutense de Madrid; 2014.

1.7.8. Microarrays.

El microarray o chip es una tecnologia que en un solo portaobjetos de cristal o superficie
de silicona puede detectar simultAineamente cientos de genes. Esta técnica es usada en
analisis de expresion de genes y su identificacion, recientemente se usa para la exploracion
de la diversidad de una comunidad especifica y su ambiente. En este caso, se usan

secuencias especificas para microorganismos de diferentes taxones (148).
1.7.9. Método de cultivo.

El cultivo de bacterias normalmente requiere de un medio con abundantes nutrientes
metabdlicos, que por lo general comprende el agar, una fuente de carbono, y un hidrolizado
acido o una fuente de material biol6gico sometida a degradacion enzimatica (p. €j., caseina)
(153).

Para distinguir entre diversas bacterias de una muestra clinica que contiene numerosos
microorganismos, incluidos patégenos potenciales y flora microbiana residente se pueden
utilizar medios no selectivos y selectivos. Los medios no selectivos son importantes para

aislar bacterias desconocidas en una muestra; por ejemplo: el agar sangre y agar chocolate.
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Mientras que los medios selectivos eliminan (o reducen) el nimero de bacterias irrelevantes
en las muestras, estos medios incorporan una sustancia que inhibe de manera selectiva el
crecimiento de las bacterias irrelevantes; por ejemplos el agar MacConkey (contiene bilis),
gue selecciona Enterobacteriaceae y el agar sangre CNA (contiene colistina y acido

nalidixico) que selecciona estafilococos y estreptococos (153).

Al cultivarse, algunas bacterias producen pigmentos caracteristicos y otras se distinguen
con base en su complemento de enzimas extracelulares, pero la identificacion bioquimica
es importante para clasificar a los microorganismos patdgenos; por ejemplo, la prueba de
la oxidasa, que utliza un aceptor artificial de electrones, para diferenciar a los
microorganismos con base en la presencia 0 ausencia del citocromo C que es una enzima
respiratoria, cuya ausencia diferencia a las Enterobacteriaceae de otros bacilos

gramnegativos (153).
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2. Antecedentes

Un estudio realizado por Parra et al., en Espafia en el 2018, con el objetivo de determinar
el impacto de la LHP en la microbiota intestinal de neonatos pretérmino que se encontraban
en UCIN. El estudio fue de cohorte, observacional y prospectivo. Y participaron 69 neonatos
con < 32 semanas de gestacion y con un peso al nacer 1,500 g., que fueron clasificaron
en tres grupos segun la alimentacion que recibiéo LME, LHP o férmula infantil. De los cuales
se tomaron muestras fecales cuando se logro la alimentacién enteral completa (definida
como 2150 cc / kg / dia). Se analiz6 mediante secuenciacion del gen 16S rRNA para
determinar la composicion de la microbiota intestinal. Donde tuvieron como resultado que
los bebés prematuros alimentados con LME tenian una presencia significativamente mayor
de Bifidobacteriaceae y menor de Staphylococcaceae, Clostridiaceae y Pasteurellaceae
qgue los que recibieron LHP. Mientras que el perfil microbiano de los bebes que tomaron
formula fue diferente a los observados en LME. Siendo asi que los bebés prematuros
alimentados con LHP mostraron perfiles microbianos mas cercanos a de LME. Ademas,
analisis metagendémicos inferidos mostraron una mayor presencia del
género Bifidobacterium en el grupo de LME que se relacion6 con el enriquecimiento en la
ruta de biosintesis y metabolismo de Glycan que no se identificé en el grupo de LHP ni el
de férmula. Y concluyeron, que la LHP favorece un microbioma intestinal mas similar al de
LME que la formula a pesar de las diferencias entre LME y LHP. Lo cual puede tener
posibles efectos beneficiosos a largo plazo sobre la funcionalidad intestinal, el sistema

inmunitario y las actividades metabdlicas (154).

Otro estudio realizado por Itani et al., y publicado en el 2017, tuvieron como objetivo
determinar la composicién y dinamica de la microbiota intestinal durante el primer mes de
vida para RNPT (n= 66) y RNT (n= 17) en el Libano. Para lo cual recogieron muestras
fecales semanalmente y se analizaron mediante PCR cuantitativa (q-PCR) y electroforesis
en gel con gradiente de temperatura temporal (TTGE). Y observaron diferencias en el
establecimiento y la composicion de la microbiota intestinal entre los dos grupos. La g-PCR
mostr6 que la microbiota de los RNPT estaba mas altamente colonizada por
Staphylococcus que la de los RNT en las primeras tres semanas de vida; mientras que los
RNT estaban mas altamente colonizados por los Clostridium clusters | y XI. En un mes de
vida, las RNPT fueron colonizadas principalmente por anaerobios facultativos y algunos
anaerobios estrictos, como Clostridium cluster | y Bifidobacterium. El tipo de alimentacion y
los tratamientos con antibidticos afectaron significativamente la colonizacion intestinal.

TTGE revel6 baja diversidad de especies en ambos grupos y alta variabilidad interindividual
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en RNPT. Sus hallazgos muestran que los RNPT tienen alterada la colonizacién intestinal
con una mayor incidencia de patégenos potenciales (Enterobacter, Clostridium sp) que los
RNT (155).

Cong et al. realizaron, en 2017, un estudio exploratorio prospectivo en una UCIN de nivel
IV del Connecticut Children's Medical Center, en dos sitios ubicados en Hartford y
Farmington, donde participaron treinta y tres bebés prematuros estables nacidos entre las
28 a 32 SG y seguidos durante los primeros 30 dias de vida con el proposito de explorar el
efecto de los tipos de alimentacion sobre la colonizacion microbiana intestinal de los recién
nacidos prematuros en la unidad de cuidados intensivos neonatales. Para ello, usaron la
informacién de alimentacién diaria para clasificar a los bebés en seis grupos (LME, LHP,
FPP, LME + LHP, LME + FPP y LHP + FPP) durante los dias postnatales 0-10, 11-20y 21-
30. Se recogieron muestras de heces diariamente. EI ADN extraido de las heces se uso
para secuenciar el gen 16S rRNA. Donde se obtuvo como resultados que los bebés
prematuros alimentados con LME (al menos 70% de la dieta total) tuvieron mayor
abundancia de Clostridiales, Lactobacillales y Bacillales en comparacién con los bebés en
otros grupos de alimentacién, mientras que los bebés alimentados principalmente con LHP
o FPP tenian una gran abundancia de Enterobacteriales en comparacion con los bebés
alimentados con LME. Después de controlar el sexo, la edad postnatal, el peso y la edad
gestacional al nacer, la diversidad del microbioma intestinal aumento con el tiempo y fue
constantemente mayor en los lactantes alimentados con LME en comparacion con los

lactantes con otros tipos de alimentacién (p <.01) (156).

Asimismo, Cong et al., en el 2016, realizaron un estudio prospectivo longitudinal con el
objetivo de explorar los patrones del microbioma intestinal en recién nacidos prematuros
durante los primeros 30 dias de vida en la unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN)
e investigar posibles factores relacionados con el desarrollo del microbioma intestinal del
lactante. Se recolectdé un total de 378 muestras de 29 lactantes prematuros estables
sanos. EI ADN extraido de las heces se uso para secuenciar la region V4 del gen 16S rRNA.
Donde se obtuvo como resultado que Proteobacteria fue el phylum mas abundante,
representando el 54.3% de las lecturas totales. El resultado mostré un cambio en los
patrones de aumento de Clostridium y Bacteroides, y la disminucion
de Staphylococcus y Haemophilus a lo largo del tiempo durante los primeros afios de
vida. La alfa-diversidad aumentdé significativamente a diario en los recién nacidos
prematuros después del nacimiento y los modelos lineales de efectos mixtos mostraron que

los dias posnatales, el tipo de alimentacién y el sexo se asociaron con la diversidad a, p
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<0,05-0,01. Se encontr6 que los bebés varones comienzan con una baja diversidad a,
mientras que las mujeres tienden a tener una mayor diversidad poco después del
nacimiento. Los bebés de sexo femenino tenian mas probabilidades de tener una mayor
abundancia de Clostridiates, y una menor abundancia de Enterobacteriales que los
hombres durante la vida temprana. Los bebés alimentados con leche materna propia (LME)
tenian una mayor diversidad del microbioma intestinal y una abundancia significativamente
mayor en Clostridiales y Lactobacillales que los lactantes no alimentados con LME. En
conclusion, la edad posnatal, el sexo y el tipo de alimentacion infantil contribuyen
significativamente al desarrollo dinamico del microbioma intestinal en los recién nacidos

prematuros (157).

Por otro lado, Gregory et al., publicaron en el 2016 un estudio que tuvo el propdsito de
establecer la influencia de las exposiciones nutricionales en el microbioma intestinal en una
cohorte de recién nacidos prematuros a temprana edad. Donde se analizaron 199 muestras
de 30 RNPT (<32 semanas) durante los primeros 60 dias después del nacimiento, mostro
gue el microbioma intestinal estaba influenciado por el tiempo postnatal (p <0.001,R? =
0.13), peso al nacer (p <0.001, R2 = 0.08) y nutricién (p <0.001, R2 = 0.21). Los bebés
gue fueron alimentados con leche materna tuvieron una mayor diversidad bacteriana inicial
y una adquisicion de diversidad mas gradual en comparacion con los lactantes que
recibieron férmula infantil. El microbioma de los bebés alimentados con leche materna fue
mas similar independientemente del peso al nacer (p= 0.049), en contraste con el
microbioma de los bebés alimentados con férmula infantil, que se agruparon de forma
diferente segun el peso al nacer (p <0.001). Al ajustar las diferencias en la madurez
intestinal, se observé una sucesion ordenada de filotipos microbianos en los lactantes
alimentados con leche materna, que parecian estar alterados en los alimentados con
férmula infantil. La suplementacién con leche humana donante pasteurizada fue
parcialmente exitosa en la promociéon de un microbioma mas similar a los lactantes
alimentados con leche materna y en moderados incrementos rapidos en la diversidad
bacteriana (158).

Por otra parte, un estudio realizado por Ardissone, et al., en EEUU en el 2014, donde se
analiz6 el microbioma en el meconio con el fin de sugerir mecanismos subyacentes que
pueden contribuir al nacimiento prematuro. Tomaron muestras de meconio de 52 lactantes
de 23 a 41 semanas de edad gestacional, de las cuales se extrajo el ADN y se analiz6 16S
rRNA. Y los taxones de microbios resultantes se correlacionaron con las variables clinicas

y también se compararon con estudios previos de liquido amniético y otros nichos de
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microbiomas humanos. Dando como resultado que aproximadamente el 61.1% de las
lecturas secuenciadas correspondieron a géneros que se han informado en el liquido
amniético. La edad gestacional tuvo la mayor influencia sobre la estructura de la comunidad
microbiana (R= 0.161; p= 0. 029); asimismo, el modo de parto (cesarea versus parto
vaginal) tuvo un efecto (R= 0.100; p= 0.044). Mientras que Enterobacter, Enterococcus,
Lactobacillus, Photorhabdus y Tannerella, se correlacionaron negativamente con la edad
gestacional y se ha informado que incitan a las respuestas inflamatorias, lo que sugiere un
papel causante en el nacimiento prematuro. Y concluyeron que esto proporciona la primera
evidencia que apoya la hipotesis de que el microbioma intestinal fetal derivado del liquido
amnidtico tragado puede estar implicado en la respuesta inflamatoria que conduce al

nacimiento prematuro (159).

Otro estudio realizado por Drell et al., en Estonia y publicado en el 2014, investigaron el
desarrollo de la microbiota intestinal en recién nacidos criticamente enfermos de muy bajo
peso al nacer, donde realizaron el analisis de las comunidades bacterianas mediante la
secuenciacién especifica del gen 16S rRNA y pirosecuenciacion, en muestras de heces de
50 neonatos con peso menor a 1200 g, se encontraban en UCIN. Las muestras fueron
analizadas a la edad de una semana, un mes y dos meses. Los resultados indicaron que la
diversidad de la microbiota intestinal en los RNPT en la primera semana de vida fue baja,
pero aumenté significativamente durante los dos meses. En la microbiota intestinal,
prevalecieron las bacterias anaerobias facultativas (Staphylococcus
spp. Y Enterobacteriaceae) y carecian de colonizacidn con bacterias conocidas por
proporcionar resistencia contra los patégenos (Bacteroides,
Bifidobacterium y Lactobacillus) a lo largo del estudio. Mientras que la colonizacion
de Escherichia coliy Veillionella no cultivada se correlaciondé positivamente con la
madurez. Y los bebés nacidos de madres con corioamnionitis tenian una diversidad
bacteriana significativamente mayor que aquellos que no la tenian. Asimismo, concluyeron
gue una alta prevalencia y abundancia de bacterias potencialmente patdgenas con baja
prevalencia y abundancia de bacterias que proporcionan resistencia a la colonizacion,
puede conducir a un alto riesgo de infeccion a través de la translocacién microbiana del
intestino (160).

Ademas, Moles et al., en el 2013, publicaron en Espafia un estudio con el objetivo de
caracterizar la microbiota de muestras de meconio y fecales obtenidas durante las primeras
3 semanas de vida de 14 donantes, utilizando técnicas de cultivo y moleculares, incluyendo

el analisis DGGE y el chip humano intestinal (HITChip) de 16S amplicones de rRNA. Donde
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se detectaron diferencias interindividuales en los perfiles de microbiota, pero la microbiota
de meconio fue peculiar y distinta a la de las muestras fecales. Los principales grupos de
bacterias detectados en el meconio fueron Bacilos y otros Firmicutes, mientras que los
Proteobacterias se identificaron en las muestras fecales. La técnica de cultivo mostré que
Staphylococcus predominé en meconio y que Enterococcus, junto con bacterias
Gramnegativas como Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Klebsiella pneumoniae y
Serratia marcescens fueron mas abundante en muestras fecales. Ademas, los resultados
de HITChip mostraron la prevalencia de bacterias relacionadas con las muestras de
meconio Lactobacillus plantarum y Streptococcus mitisin, mientras que las relacionadas con
Enterococcus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Yersinia se clasificaron en las
heces de la tercera semana. Concluyendo que el meconio liberado espontaneamente de
neonatos prematuros contiene una microbiota especifica que difiere de la de las heces
obtenidas después de la primera semana de vida. Y que la presencia de Serratia esta
fuertemente asociada con un mayor grado de inmadurez y otros parametros relacionados

con el hospital, incluyendo la antibioticoterapia y ventilacion mecanica (161).

Asimismo, Madan et al., realizaron en Estados Unidos en el 2012 un estudio de tipo
prospectivo longitudinal, donde investigo la colonizacién microbiana intestinal en neonatos
prematuros como predictor de la sepsis neonatal. Para ello se recogieron muestras de
heces semanalmente y se extrajo el ADN y se amplifico la region hipervariable V6 del rRNA
16S, seguido por pirosequenciacién de alto rendimiento, comparando sujetos con sepsis y
sin la misma. Seis recién nacidos fueron de 24-27 semanas de gestacion al nacer y se
analizaron 18 muestras. Dos sujetos no tuvieron sepsis durante el periodo de estudio, dos
desarrollaron septicemia positiva tardia y dos presentaron inflamacién sistémica negativa.
Los resultados indicaron que el meconio no era estéril y tenia predominio de Lactobacillus,
Staphylococcus y Enterobacterias. Y que los nifios que desarrollaron sepsis comenzaron la
vida con baja diversidad microbiana, y adquirieron un predominio de Staphylococcus,
mientras que los bebés sanos tuvieron mas diversidad y predominio de Clostridium,
Klebsiella y Veillonella. Los autores concluyeron que los antibiéticos empiricos y
prolongados reducen la diversidad microbiana y promueven una microbiota que esta

asociada con la sepsis neonatal (23).

De igual manera Jacquot, et al.,, en Francia en el 2011 llevaron a cabo un estudio
prospectivo cuyo objetivo fue determinar las caracteristicas clinicas basales que influyen en
la dinamica de la flora intestinal bacteriana en lactantes prematuros y la relacion entre la

dinamica de la flora intestinal y la evolucion clinica. En el cual participaron 29 RNPT a los
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cuales se les recogieron datos sobre crecimiento, tolerancia digestiva, nutriciébn y uso de
antibioticos. Las muestras de heces fueron recogidas entre los 3 y 56 dias de vida y se
identificd el microbioma con huellas moleculares directas. Obteniendo como resultados que
la media del peso corporal (rango intercuartilico) y la edad gestacional al nacer fueron 950
g (760-1060 g) y 27 semanas (27-29 semanas), respectivamente. La puntuacion de la
diversidad (numero de unidades taxonOmicas operacionales) aumenté 0.45
unidades/semana (P <0.0001) con los estafilococos como el grupo principal mientras que
la bifidobacteria estuvo pobremente representada. La edad gestacional (=28 semanas) y
el parto por cesarea se correlacionaron de forma independiente con mejores puntuaciones
de diversidad durante el seguimiento (p <0,05). La puntuacion de diversidad de 6 semanas
se correlacion6 inversamente con la duracién de la antibioterapia (p = 0,0184) y la
alimentacién parenteral (p = 0,013). La dinamica de la microflora se asocié con el perfil de
tolerancia digestiva y el incremento de peso se dio con el aumento de la puntuacion de
diversidad (P = 0.0428) (162).

También, Rouge et al., en el 2010, estudiaron diferentes métodos para investigar la
dinamica de la microbiota intestinal en RNPT. Para el cual participaron diez bebés
prematuros con una edad gestacional media de 29 semanas y un peso promedio al nacer
de 1233 g. Durante su estadia en una UCIN se recolectaron muestras fecales
semanalmente y se evalud la colonizacion bacteriana usando técnicas de cultivo
convencionales y métodos de biologia molecular (cromatografia liquida de alta resolucién
desnaturalizante (dHPLC), electroforesis en gel con gradiente de temperatura temporal
(TTGE) y la secuenciacion de bibliotecas de genes de ARNr). Los resultados indicaron que
el tracto gastrointestinal de los bebés nacidos con menos de 33 semanas, tiene una baja
biodiversidad de bacterias principalmente las cultivables. Finalmente, el dHPLC
proporciond mejoras importantes sobre los métodos de toma de huellas dactilares basados
en gel como el TTGE (163).

Por otro lado, Martinez et.al., publicaron en el 2008 una investigacion que tuvo como
objetivo determinar el efecto de los fructooligosacaridos (FOS) sobre la poblacion de
bacterias fecales especialmente sobre las bacterias consideradas benéficas, utilizando
como inoculo las heces de un neonato amamantado. Y realizaron fermentaciones
anaerobias y microaerobias en lote, utilizando glucosa y fructooligosacaridos (FOS) como
sustrato, con el fin de conocer su efecto sobre la microbiota intestinal. Se cuantificaron los
siguientes grupos bacterianos en medios selectivos: Lactobacillus, Bifidobacterium,
Clostridium, Streptococcus, Staphylococcus y Enterobacterium. Los resultados mostraron
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gue en condiciones anaerobias la poblacion de Bifidobacterium se incrementé con la adicion
de los FOS. Mientras que con glucosa se promovio la proliferacién de Lactobacillus tanto
en anaerobiosis y microaerobiosis (164).

Finalmente, Boehm et al., publicaron, en el 2004, un estudio en donde analizaron el
efecto prebidtico de la mezcla de oligosacaridos en formulas infantiles, la cual se probé en
neonatos prematuros y a término al medir la flora fecal utilizando platinado y técnicas de
hibridacion fluorescente in situ. El efecto de los oligosacaridos sobre el metabolismo
bacteriano se estudié midiendo la produccion de acidos grasos de cadena corta in vitro y el
patrén de &cidos grasos de cadena corta en las heces de un grupo de recién nacidos a
término. Los resultados indicaron que la mezcla de oligosacaridos aumenta
significativamente el nimero de bifidobacterias y reduce el nimero de patdégenos en bebés
a término. Mientras, que en neonatos prematuros cuando se compara con un grupo de
lactantes alimentados con una formula no suplementada. Usando una concentracion de 0.8
g de oligosacaridos / 100 ml de férmula, la cantidad de bifidobacterias es similar a la tipica
de los bebés amamantados. In vitro, los acidos grasos de cadena corta producidos por la
mezcla de oligosacaridos fueron similares a los producidos por la fraccién de oligosacaridos
de leche humana. En ensayos clinicos, el patrén de &cidos grasos de cadena corta fecales
en lactantes alimentados con la mezcla de oligosacaridos fue similar al de los lactantes
amamantados, pero fue significativamente diferente del de un grupo de lactantes
alimentados con una férmula no suplementada. Ademas, el pH fecal fue significativamente
mayor en el grupo alimentado con una féormula no suplementada que en los grupos
alimentados con leche materna o con una formula suplementada. Por tanto, concluyeron
gue la mezcla prebiotica estudiada puede estimular el desarrollo de una flora microbiana
similar a la de los lactantes alimentados con leche materna. Sobre esta evidencia, se puede
sugerir que los prebiéticos pueden desempefiar un papel como modulador del desarrollo

postnatal del sistema inmune (51).
3. Definicién de términos

Phila: término taxondmico utilizado para clasificar organismos en grupos con otras

propiedades similares (165).

Enterotipo: término utilizado para dividir a los humanos en grupos basandose en las

bacterias intestinales que presentan (165).
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Microbiota: Comunidad de microorganismos vivos residentes en un nicho ecoldgico
determinado (94).

Microbioma: Conjunto formado por los microorganismos, sus genes y sus metabolitos
(94).

Microbioma humano: Microorganismos, genes y metabolitos del cuerpo humano: tracto

gastrointestinal, genitourinario, tracto respiratorio y piel (94).
Metatranscriptomica: Estudio del ARN total transcrito (94).

Disbiosis: Alteraciones de la microbiota intestinal, en que uno 0 mas microorganismos
potencialmente perjudiciales son predominantes en la poblacién microbiana intestinal y la

respuesta adversa del hospedero a estos cambios (94).

Simbiosis: Interaccion bioldgica que se refiere a la relacion estrecha y persistente entre
organismos de distintas especies. La interaccion biolégica puede ser: mutualista, cuando
ambos miembros obtienen beneficio; comensal, cuando uno de los miembros de la
simbiosis obtiene beneficio sin generar perjuicio al otro, y parasitaria, cuando uno de los

miembros de la simbiosis obtiene beneficio en detrimento del otro (166).

Lactancia materna exclusiva (LME): La lactancia exclusivamente materna consiste en
dar al lactante Unicamente leche materna: no se le dan otros liquidos ni sélidos, ni siquiera
agua, exceptuando la administracion de vitaminas, minerales o medicamentos en forma de

gotas o jarabes (66).

Calostro: Es una secrecion de la glandula mamaria amarillenta y de turbidez y viscosidad
variables que se empieza a producir aun antes del parto (167) y dura entre cinco (168) a

siete dias post parto (90).

Leche de transicién: Es la que se produce desde el séptimo dia es decir entre el calostro

y la leche madura y su composicion cambia hasta el dia 15 post parto (75).

Leche madura: Se considera a partir de los 15 dias post parto, y puede variar entre
diferentes madres, entre ambas mamas, entre lactadas, durante una misma mamada y en

las distintas etapas de la lactancia (75).

Meconio: Es la primera secrecion intestinal del recién nacido, representa material
ingerido o secretado por el tracto gastrointestinal (TGI) durante la vida fetal, incluido el

liquido amnidtico, las células epiteliales y el moco (169).
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Capitulo llI

Materiales y métodos

1. Lugar de ejecucion

El desarrollo de este estudio se llevé a cabo en el Hospital Nacional Docente Madre-
Nifio San Bartolomé y la recoleccion de datos fue en un periodo de 8 meses (abril-
diciembre) del 2017, en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN) y en la unidad

de Neonatologia del mismo hospital.
2. Poblacion y muestra

2.1. Poblacién

La poblacién estuvo conformada por 54 neonatos pretérmino nacidos en el periodo de

recoleccién de datos.
2.2. Muestra

La muestra estuvo conformada 23 neonatos pretérmino (<37ss) que nacieron en los
meses de abril a noviembre, los cuales fueron divididos en dos grupos de acuerdo al tipo

de alimentacién que recibié hasta el momento del segundo analisis:

a. Grupo de estudio A: n=11 nifios pretérmino que recibieron leche humana ya
sea de su propia madre o donada.

b. Grupo de estudio B: n=12 nifios pretérmino que reciben lactancia mixta.

2.3. Criterios de inclusion y exclusién
2.3.1. Criterios de inclusion
Neonatos pretérmino menores a 37 semanas.
Neonatos nacidos por parto espontdneo o cesarea.
Bebés que se realizaron los dos analisis (meconio y heces).
Neonatos cuyas madres firmaron el consentimiento informado.
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2.3.2. Criterios de exclusion
Neonatos pretérmino que desarrollaron ileo séptico o enterocolitis necrotizante (NEC).
Neonatos pretérmino con VIH.

Neonatos pretérmino con malformaciones (gastroquisis, atresias) o enfermedades

metabolicas.

Figura 16. Flujograma de la Muestra

Poblacién Neonatos <37 SG
N=54

31 neonatos excluidos: no
tuvieron los 2 andlisis
(meconio y heces),
desarrollaron ileo séptico o
NEC.

Tamario de la muestra
n=23

Neonatos alimentados con
LH

n=11

Neonatos alimentados con
LM

n=12

SG= Semanas de Gestacion; LH= Leche Humana; LM=Lactancia Mixta, NEC= Enterocolitis Necrotizante.

Fuente: Elaboracion propia

70




2.4. Caracteristicas de los participantes

Las caracteristicas demograficas y clinicas de la muestra se describen a continuacion

en las tablas:

Tabla 5. Caracteristicas demograficas de los neonatos pretérmino (n=23).

Variables N %
Muy prematuros 4 17,39
Edad gestacional
g Prematuros n?oderados a 19 82.61
tardios
Extremadamente bajo 2 8,70
Peso al nacer Muy bajo 7 30,43
Bajo 9 39,13
Normal 5 21,74
AEG 10 43,48
Estatura
PEG 13 56,52
Perimetro cefalico (cm)* 29.09 + 3.53
Femenino 14 60,87
Sexo .

Masculino 9 39,13
, Espontaneo 3 13,04

Tipo de parto i
Cesarea 20 86,96

Edad de la madre (afios)* 33.48+11.74

Primaria 5 21,74
Educaciéon de la madre Secundaria 6 26,09
Superior 12 52,17
. No 5 21,74

Infecciones de la madre -
Si 18 78,26

*Datos presentados como media + desviacion estandar

Los 23 bebés pretérmino incluidos en este estudio el 82% tenian una edad gestacional
gue los clasificaba como prematuros moderados a tardios (32 a <37 semanas) y solo el 4%
fueron muy prematuros (28 a <32 semanas). El 39,13% presenté bajo peso al nacer,
seguido de muy bajo y normal 30,43 y 21,74% respectivamente, siendo solo el 8,70% los
nacidos con bajo peso extremo y el 56,52% fue PEG. El promedio del PC al nacimiento fue
de 29.09 cm con un DE + 3.53.

Por otro lado, el 86,96% (n=20) de los nifios nacieron por ceséarea, la edad promedio de
las madres fue de 33,48 afios con una DE £ 11.74. Y el 78,26% de las madres tuvieron

algun tipo de infeccién durante la gestacion.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los neonatos pretérmino (n=23)

Variables
. L LH
Alimentacion
LM
. L, <24 horas
Inicio de nutricién enteral
>24 horas
. L ORAL
Via de nutricién enteral
SOG
Tiempo de nutricion parenteral (dias)*
. No
Transfusién i
Si
o , . No
Ventilacion mecanica S
i
. . . No
Presencia de infecciones =
i
No
Recibi6 antibioticos S
i

Peso final (kg)*
Estancia hospitalaria (dias)*

*Datos presentados como media + desviacion estandar

N %
11 47,83
12 52,17
9 39,13
14 60,87
10 43,48
13 56,52
13.09 + 14.39
15 65,22
8 34,78
4 17,39
19 82,61
10 43,48
13 56,52
10 43,48
13 56,52
2151.26 + 767.84
27.70 + 25.22

El 60,87% de los bebés fueron alimentados después de las 24 horas de nacido, el 53%

de los bebés usaron SOG (Sonda orogastrica), y fueron distribuidos en 2 grupos de acuerdo

al tipo de alimentacion que recibieron hasta el momento de la segunda muestra, los

alimentados con leche humana ya sea de su propia madre o donada (LH) fueron el 47,83%

(n=11) y con formula de pretérmino mas leche humana (LM) el 52,17% (n=12).

El 82,61% de los bebés necesitaron ventilacibn mecanica, y el 56, 52% de los heonatos

recibié antibioticos por presencia o riesgo de enfermedad infecciosa. El 34,78% de los

bebes recibié algun tipo de transfusién. El promedio de dias que recibieron nutricién

parenteral fue de 13.09 con un DE * 14.39.
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Tabla 7. Descripcién de la poblaciéon segun variables clinicas

Variables

Nutricién parenteral

Terapia Antibiotica

Transfusiones

Soporte ventilatorio

Edad gestacional

Los neonatos que pertenecieron al grupo de LH tuvieron una edad gestacional en
promedio menor 32,36 (x 2.98) que los que tomaron LM 34.25 (+ 1.48), y el grupo de LH
tuvo en promedio mas dias de NP (18,45), antibidticos (11,09), transfusiones (1,73), soporte
ventilatorio (20,90) que los neonatos en el grupo de LM (8,17; 3,92; 0,42; 2,17 dias

respectivamente).
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Alimentacion

LH

LM

LH

LM

LH

LM

LH

LM

LH

LM

Promedio + DE

18.45 +19.08

8.17 £5.29

11.09 +15.21

3.92+4.25

1.73+1.90

0.42+1.44

20.90 + 20.12

217 +255

32.36 £2.98

34.25+1.48



3. Tipo de estudio y disefio

Este estudio de disefio no experimental, de tipo descriptivo - correlacional porque midio
el grado de asociacion entre las diferentes variables, mediante herramientas estadisticas
de correlacion (170), y de periodo y secuencia prospectivo longitudinal ya que se recogieron

los datos de la muestra en dos diferentes momentos a lo largo del tiempo.
4. Formulacién de la hipétesis

4.1. Hipétesis del investigador

Hi: Existe diferencia significativa en el efecto de la leche Humana y lactancia Mixta sobre

el desarrollo la microbiota intestinal en neonatos pretérmino. Lima, 2017.

Ho: No existe diferencia significativa en el efecto de la leche humana y lactancia mixta

sobre el desarrollo de la microbiota intestinal en neonatos pretérmino. Lima, 2017.
4.2. Hipétesis especificas

H1. Existe relacion significativa entre el tipo de alimentacion y las bacterias en muestras

de heces de los neonatos pretérmino de un hospital de tercer nivel. Lima, 2017.

Ho. No existe relacion significativa entre el tipo de alimentacion y las bacterias en

muestras de heces de los neonatos pretérmino de un hospital de tercer nivel. Lima, 2017.

H». Existen cambios significativos en la microbiota del meconio y heces de los bebés
alimentados con Leche Humana y Lactancia Mixta de un hospital de tercer nivel. Lima,
2017.

Ho. No existen cambios significativos en la microbiota del meconio y heces de los bebés
alimentados con Leche Humana y Lactancia Mixta de un hospital de tercer nivel. Lima,
2017.

5. ldentificacion de variables

5.1. Tipo de alimentacién
-Leche humana

-Lactancia mixta
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5.2. Microbiota

Bacterias consideradas benéficas

-Lactococcus spp.
-Bifidobacterium spp.
-Lactobacillus spp.

Bacterias potencialmete patégenas

-Staphylococcus spp.
-Escherichia Coli

-Clostridium spp.
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6. Matriz de consistenciay operacionalizacién de variables

Matriz de la operacionalizacion de las variables LH, LM y microbiota intestinal

Variable

Leche
Humana
(LH)

Lactancia
Mixta (L M)

Microbiota
intestinal

Definicién conceptual

Es un fluido vivo que se
adapta a los requerimientos
nutricionales e
inmunolégicos del nifio a
medida que este crece y se
desarrolla (75).

Es la alimentacién con leche
humana y leche artificial.

La microbiota intestinal es la
comunidad de
microorganismos vivos que
habitan en el tubo digestivo.
(94)

Indicadores

Prescripcion
médica del tipo de
alimentacion

Prescripcion
médica del tipo de
alimentacion

Cultivo de
meconio y heces
Unidades

formadoras de

colonia (ufc) de las
especies:

Lactococcus spp,
Bifidobacterium

spp,

Lactobacillus spp,
Staphylococcus

Spp,

Escherichia Coli,
Clostridium spp.

Ausencia: no
concentracion
Presencia:

Menor: < 10% UFC
Mayor: > 6 = 108
UFC
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Tipo de
Variable

Cualitativo

Cualitativo

Cuantitativo
(Abundancia)

Cualitativo
(Prevalencia)

Instrumento

Historia
Clinica

Historia
Clinica

- UFC/ml = N°
UFC x 10* x
10

-Camaras de
cultvo  para
anaerobiosis y
Agua
peptonada,
agar Baird
Parker, agar
MacConkey,
agar MRS, agar
leche o agar
Rogosa.

-Microscopio.

-Camara de
cultivo
anaerobio.



7. Instrumentos de recoleccion de datos

Para el registro de datos se crearon fichas que organizaron la informacion, entre las
cuales estuvo la historia clinica (Anexo 2), y tuvo el objetivo de registrar las caracteristicas
sociodemogréficas, datos pre y peri natales; como el peso al nacer, longitud, edad
gestacional, tipo de alimentacion, uso de nutriciébn parenteral, uso de antibiéticos, etc.
También, se utilizé otra ficha para anotar la fecha de recoleccion del primer meconio (Anexo
3), donde se registro la fecha y hora de recoleccion. Por ultimo, otra ficha de recoleccién de
heces (Anexo 4), la cual se utiliz6 para codificar y registrar la fecha y hora de la recoleccion
de la muestra de heces separando a los neonatos en el grupo que pertenecieron de acuerdo

al tipo de alimentacién recibida.
8. Técnica de recolecciéon de datos

8.1. Consentimiento informado

Este proyecto fue previamente aprobado por el comité de ética de la Universidad

Peruana Unién, y del Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé.

Las muestras e informacién clinica se obtuvieron después que los tutores legales de los

bebés aceptaron participar del estudio (ver anexo 1).
8.2. Historia clinica

Para el llenado de la ficha clinica, la madre fue entrevistada para obtener los datos
sociodemogréficos pre y peri natales. Mientras que los datos correspondientes al estado de

salud del neonato se recolectaron de la historia clinica hospitalaria (ver anexo 2).
8.3. Primera fase: cultivo de meconio para analisis de la microbiota

El primer andlisis se realiz6 cuando el bebé se encontraba en su incubadora en UCIN o
en cuidados intermedios de Neonatologia, el meconio fue recolectado del pafal del bebé
en frascos estériles con la ayuda de hisopos estériles, desde las primeras horas del
nacimiento hasta el quinto dia. Cada muestra fue codificada y registrada con la fecha y hora

de la recoleccion (ver anexo 3).

La conservacién y el transporte al laboratorio de microbiologia de Bioservice se realizo
manteniendo las muestras a 5°C, para la respectiva blsqueda y aislamiento de bacterias
en Baird Parker para Staphylococcus, agar MacConkey para Enterobacteriaceae, en Man

Rogosa y Sharpe para Bifidobacterium y Lactobacillus y agar TSC para Clostridium.
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La identificacién presuntiva de las colonias en los agares se realiz6 mediante evaluacion
macroscopica, microscopica y pruebas bioquimicas. Luego para el recuento de las colonias
cada placa se multiplico por el factor de dilucion y factor de volumen sembrado (UFC/ml =

N° UFC x 10* x 10), para al final reportar el nimero de colonias/ml (UFC/ml).
8.4. Segunda fase: segundo cultivo para analisis de la microbiota

Para el segundo analisis la muestra fue tomada del pafial del bebé, en promedio el dia
30 (x 10 dias), en frascos estériles con la ayuda de hisopos estériles y registrados y
codificados de acuerdo al tipo de alimentacion que recibieron (ver anexo 4). Luego fue
transportada en las mismas condiciones que la primera muestra hacia el laboratorio de

microbiologia de Bioservice, para seguir el mismo proceso del primer cultivo descrito en el

punto 7.3.
Figura 17: Flujograma de proceso de recoleccion de datos.

Muestras Muestras de . . »
meconio heces Pafial del neonato Espatulas estériles Frasco estéril

<bdiasde | |30+ 10 dias

vida - devida
Codificado
5°C « Transporte + Laboratorio de microbiologia de Bioservice
Agar Baird Parker Agar MacConkey Agar Man Rogosa y Sharpe Agar TSC
Staphylococcus Enterobacteriaceae Bifidobacterium, Lactobacillus y Lactococcus Clostridium.

joo

Presencia
Ausencia Y

+ Prevalencia Abundancia

Es el porcentsje de muestras en las que se Concentracion de UFC de cada género
detectd un género bacteriano particular presente en las muestras

Fuente: Elaboracion propia

8.5. Evaluacién de los resultados

La microbiota intestinal se estudié mediante la prevalencia y abundancia de los géneros
Lactococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus, Staphylococcus, Clostridium y Escherichia.
Donde la abundancia fue medida por la concentracion de UFC de cada género presente en
los diferentes tipos de alimentacion, mientras que la prevalencia es el porcentaje de

muestras en las que se detectd un género bacteriano particular.
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9. Procesamiento y analisis de datos

La base de datos fue digitada en el programa Microsoft Excel y, posteriormente, fue

exportada al paquete estadistico STATA version 13 para los analisis correspondientes.

En el cual se elaboraron tablas descriptivas con las variables sociodemograficas y
clinicas de los neonatos. Donde se mastraron frecuencias para las variables de naturaleza
cualitativa mientras que para las variables de naturaleza cuantitativa se mostraron medias
y desviaciones estandar. Y se elabor6 un grafico de barras para mostrar las

concentraciones de las cepas de la microbiota en meconio y heces.

Por otro lado, las concentraciones de la microbiota en meconio y heces fueron
categorizadas segun puntos de corte, siendo “ausente” cuando no hubo concentracion,
“menor” cuando la concentracion fue menor a 10 UFC y “mayor” cuando la concentracién
era mayor o igual a 10° UFC. De esta manera se pudo obtener variables cualitativas que se

expresaron en frecuencias en una tabla descriptiva.

Siendo asi, para el andlisis estadistico inferencial, se aplicé la prueba Exacta de Fisher
relacionando los distintos tipos de cepas de microbiota en meconio y heces con el tipo de
alimentacién y las distintas variables cualitativas del estudio. En el caso de las variables
cuantitativas, la prueba elegida fue ANOVA de una via previa evaluacion del supuesto de

normalidad y homocedasticidad.

También se ejecutd una comparacion de las concentraciones de las cepas de microbiota
en meconio y heces de acuerdo al tipo de alimentacion recibida mediante la prueba t de

student para datos pareados.

Por ultimo, para todos los analisis estadisticos se considerd un nivel de confianza del
95% Yy un nivel se significancia del 5% por lo que todo valor de p menor o igual a 0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
10. Consideraciones éticas

Esta investigacion tuvo en consideracion los principios éticos bésicos establecidos en la
norma internacional en el informe de Belmont (171) y por los derechos del nifio (CDN,
1989) (172).

Los RNPT fueron sujetos de investigacion porque las técnicas utilizadas no presentaban

ningun riesgo. Ademas, se le explicé a la madre la importancia e impacto del estudio,
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respetando la decisién de su participacion. Toda la informacion recolectada quedé para uso
del investigador, de esa manera se aseguroé la proteccion de los derechos y la dignidad,

tanto de las madres como de los neonatos.

Asimismo, el estudio de la microbiota intestinal se ha realizado antes, alcanzando
hallazgos cientificos sin reportarse ningun riesgo. El conocimiento que se pretendié aqui no
se puede producir por otro medio que no sea el andlisis directo de las muestras de heces,

pero fue totalmente seguro para el neonato y la madre.

Por ultimo, los datos fueron recolectados cuando se tuvo la autorizacion: del
representante legal de la institucién investigadora (Universidad Peruana Unidn) y de la
institucién donde se realiz6 la investigacion (Hospital San Bartolomé), el Consentimiento
Informado de los representantes legales de los participantes y la aprobacion del proyecto

por parte del Comité de Etica e Investigacion de la institucion.
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Capitulo IV

Resultados y discusion

1. Resultados

Tabla 8. Prevalencia de géneros en muestras de meconio (n=23)

MECONIO
VARIABLES*
N %
Ausente 7 41,18
Lactococcus spp. Menor 3 17,65
Mayor 7 41,18
Ausente 22 95,65
Bifidobacterium spp. Menor 0 0,00
Mayor 1 4,35
Ausente 18 78,26
Lactobacillus spp. Menor 0 0,00
Mayor 5 21,74
Ausente 16 69,57
Staphylococcus spp. Menor 2 8,70
Mayor 5 21,74
Ausente 20 95,24
Clostridium spp. Menor 0 0,00
Mayor 3 4,76
Ausente 19 82,61
Escherichia coli Menor 3 13,04
Mayor 1 4,35

6 6
*AUSENTE: sin UFC; MENOR: UFC menor a 10 ; MAYOR: UFC mayor a 10

Los Lactococcus fueron los géneros predominantes en meconio encontrandose en el
58,83% de las muestras, de las cuales el 41,18% tuvieron mas de un millon de UFC.
Seguida por los Staphylococcus y Lactobacillus que se presentaron en el 30,4 y 21,74% de
las muestras, y en ambos géneros el 21,74% tuvo un recuento mayor de un millén de UFC.
Mientras que las bifidobacterium estuvieron ausentes el 95,65%, Clostridium en el 95,24%

y E. colien el 82,61% de las muestras.
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Tabla 9. Prevalencia de géneros en muestras de heces (n=23)

HECES
VARIABLES*
N %
Ausente 16 76,19
Lactococcus spp. Menor 0 0
Mayor 5 23,81
Ausente 12 52,17
Bifidobacterium spp. Menor 4 17,39
Mayor 7 30,43
Ausente 10 43,48
Lactobacillus spp. Menor 1 4,35
Mayor 12 52,17
Ausente 11 47,83
Staphylococcus spp. Menor 6 26,09
Mayor 6 26,09
Ausente 16 69,57
Clostridium spp. Menor 4 17,39
Mayor 3 13,04
Ausente 8 34,78
Escherichia coli Menor 9 39,13
Mayor 6 26,09

6 6
*AUSENTE: sin UFC; MENOR: UFC menor a 10 ; MAYOR: UFC mayor a 10

En el 23,81% de las muestras hubo presencia de Lactococcus, mientras que el 56,52%
(n=13) tuvieron presencia de Lactobacillus de los cuales 12 tuvieron un recuento bacteriano
mayor de un milldn. Por otro lado, el 52,18% de las muestras de heces presentaron
Staphylococcus, el 65,22% Escherichia coli y el 30,43% Clostridium. En cuanto a las
Bifidobacterium el 47,83% de las muestras tuvieron presencia de este género y en la

mayoria observé un recuento mayor a un millon de UFC.
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Figura 18. Abundancia de los géneros de la microbiota intestinal (UFC*10°).
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La concentracion del género Lactobacillus fue el mas abundante tanto en las heces como
el meconio de los neonatos, y también se pudo observar un aumento del meconio a heces.
Los géneros de Staphylococcus y Lactococcus también se encontraron abundantemente
en el meconio, los cuales disminuyeron en las muestras de heces, por otro lado, en la heces
se aumento la concentracion de Bifidobacterium y E coli mientras que Clostridium disminuyé

levemente.
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Tabla 10. Relacién entre los géneros y tipos de alimentacién en heces

VARIABLES
Géneros Alimentacion
- LH
actococcus spp.
pp LM
Bifidobacterium LH
Spp. LM
Lactobacill LA
actobacillus spp.
pp LM
Staphylococcus LH
Spp. LM
Clostridi LA
ostridium spp.
pp LM
o ) LH
Escherichia coli
LM

6 6
*AUSENTE: sin UFC; MENOR: UFC menor a 10 ; MAYOR: UFC mayor a 10

En esta tabla se demuestra que existe correlacion estadisticamente significativa entre

Bifidobacterium y E. Coli con respecto al tipo de alimentacion, mientras que Lactococcus,

Ausente
8 (80.00)
8 (72.73)
9(81.82)
3 (25.00)
7 (63.64)
3 (25.00)
4 (36.36)
7 (58.33)
7 (63.64)
9 (75.00)
3(27.27)
5 (41.67)

HECES
Menor
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)

4 (33.33)
0 (0.00)
1(8.33)
4 (36.36)
2 (16.67)
2(18.18)
2 (16.67)
7 (63.64)
2 (16.67)

Lactobacillus, Staphylococcus y Clostridium no tienen correlacion.

Ademads, se puede observar que el 75% de los neonatos alimentados LM presentaron
Bifidobacterium spp., y Lactobacillus spp en heces, mientras que las muestras de LH solo
tuvieron una prevalencia del 18,18% y 36,36%, respectivamente. Por otro lado, la
prevalencia de E. coli en las heces del grupo LH fue del 72,73% pero su abundancia fue

menor de un millon de UFC a diferencia de los que recibieron LM, donde el 58,34% de las

Mayor
2 (20.00)
3(27.27)
2 (18.18)
5 (41.67)
4 (36.36)
8 (66.67)
3(27.27)
3 (25.00)
2 (18.18)
1(8.33)

1 (9.09)
5 (41.67)

muestras tuvieron E. coli pero su concentracion fue mayor de un millon.
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Tabla 11. Cambios en la abundancia de los géneros de la microbiota intestinal

Géneros Alimentacion
LH
Lactococcus spp.
LM
LH
Bifidobacterium spp.
LM
bacill -
Lactobacillus spp.
LM
v LH
Staphylococcus spp.
LM
| r LH
Clostridium spp.
LM
LH
Escherichia coli
LM

Valores correspondientes a heces y meconio estan descritos en concentraciones; P representa la significancia; D la diferencia.

Esta tabla muestra la comparacion de las concentraciones (UFC) de los distintos géneros
de la microbiota intestinal en meconio y heces segregados segun el tipo de alimentacion
que recibieron los neonatos. Los resultados indican que a pesar de haber una diferencia

entre las concentraciones de los géneros en las muestras de meconio y heces no es

significativa.

Meconio
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1.18
11.56
2
0
9.09
13.25
13.78
5.23
0
3.2
0
0.37

Heces
2.75
0.94
4.73
9.29
5.65
21.6
5.06
4.67
1.15

0.6
1.51
10.94

P
0.59
0.17
0.55
0.19
0.76
0.56
0.44
0.92
0.18
0.45
0.32
0.14

D
-1.57
10.61
-2.73
-9.29

3.45
-8.35
8.71
0.57
-1.15
2.6
-1.51
-10.58

> PP > — > > >



2. Discusion

Para el andlisis de la microbiota intestinal (Ml), se utilizaron métodos de cultivos, tanto para
describir la Ml en muestras de meconio y el desarrollo en heces, en dos grupos de neonatos

prematuros, alimentados con LH (n=11) y LM (n=12).

El 82% de la poblacion total tuvieron una edad gestacional entre 32 a <37 semanas y solo
el 4% tuvieron entre 28 a <32 semanas. Ademas, el 86,96% (n=20) de los nifios nacieron
por ceséarea. Y el 56,52% recibié profilaxis antibidtica, siendo asi que las caracteristicas
clinicas y demograficas reportan que los neonatos han sido expuestos a factores que

influyen en la composicion de la microbiota intestinal (104).

Una de las limitaciones del estudio, incluyen el tamafio de muestra pequefio; por lo tanto,
la inferencia con respecto a la causalidad es limitada. Sin embargo, se han encontrado
relaciones significativas entre la microbiota intestinal y el tipo de alimentacion. En general,
se pudo describir mejor los géneros encontrados en muestras de meconio y heces, ademas,
su relacion con el tipo de alimentacion. Todos los estudios con los que se discuten los
resultados fueron realizados por técnicas moleculares y solo Moles et al., utiliz6 dos

técnicas (cultivo y molecular).

Entre las bacterias encontradas en el meconio predomind el género Lactococcus
(58,52%) seguido de Staphylococcus (30,43%) y Lactobacillus (21,74%). Especies
similares encontré6 Moles et al., en Espafia (2013) (161) reportando que el género
predominante fue Staphylococcus en el 50% de las muestras; asimismo, Drell et al., en
Estonia (2014) (160), describié6 una prevalencia del 70%. Este predominio de la familia
Staphylococcaceae en la Ml de los recién nacidos. Adlerberth et al., lo ha relacionado con
una mejor condicion higiénica durante el parto (173), mientras que lItani et al., (155) lo
relacioné con el parto por cesarea y la edad gestacional siendo que los neonatos <33 ss de
EG tienen mayor prevalencia de Staphylococcus (p=0,036). Ademas, Stoll et al. ha
considerado que la abundancia elevada de Staphylococcus puede aumentar el riesgo de
adquirir infecciones por estafilococos coagulasa negativo, puesto que los neonatos
prematuros son mas vulnerables (174). Aunque, Drell hizo una correlacion entre una mayor
abundancia del género Staphylococcus y la edad gestacional en neonatos de EBPN
concluyendo que el riesgo de adquirir estas infecciones a través de la colonizacién por
Staphylococcus es maximo en la primera semana de vida (160). Ademés, segun Gosalbes
et al., la Ml del meconio puede estar agrupada en dos tipos diferentes de acuerdo a la

diversidad bacteriana, riqgueza y composicion, Ml menos diversa y dominada por bacterias
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entéricas se asocia significativamente con un historial de eccema atépico en la madre (P =
0.038), mientras que si es dominada por bacterias acido lacticas est4d asociado

significativamente con problemas respiratorios en el lactante (P = 0.040) (169).

Por otro lado, los resultados del estudio reportaron que en las heces, el género mas
prevalente fue Escherichia coli (65,2%) seguido de Lactobacillus (56,52%) v
Staphylococcus (52,17%). Resultados similares encontr6 Moles et al., (161) donde la
prevalencia fue de Enterococcus (93%) seguida de E. Coli (71,4%) y Staphylococcus (50%).
Las diferencias entre los resultados pueden atribuirse a la metodologia de los estudios,
siendo que Moles utilizé6 mas recursos y medios de cultivos ademas del método molecular
por lo cual pudo describir todas las bacterias presentes en la Ml, mientras que en este
estudio se cultivaron una limitada cantidad de géneros bacterianos. En contraste, Drell et
al. (160), encontr6 mayor prevalencia de Enterococcus (aprox. 80%) Staphylococcus
(aprox. 65%) y Escherichia (aprox. 40%). Lo que puede estar relacionado, segun Jimenez
et al., con el tipo de alimentacion, evidenciando que los bebés alimentados con leche
materna tuvieron mayor prevalencia de Staphylococcus Epidermis, especificamente; a
diferencia de los alimentados con férmula para prematuro (175). Al mismo tiempo, en el
presente estudio el 47,83% de las muestras de heces fueron colonizadas por
Bifidobacterium spp., prevalencia mayor a la reportada por Moles et al., (<10%) y Jacquot,
et al., (11%) quienes reportaron pocos neonatos colonizados por este género (162); tales
resultados pueden atribuirse segun Jacquot a la edad gestacional, sefialando que la
diversidad bacteriana aumenta mas lentamente en neonatos extremadamente prematuros
(EG <28 semanas) que en lactantes prematuros moderados (EG > 28 semanas).
Resultados de los estudios que pueden ser contrastados con los de esta investigacion
donde el 82,61% de los neonatos nacieron con una EG >32 semanas, por tanto,
desarrollaron mayor prevalencia y abundancia de Bifidobacterium, lo que proporciona
resistencia a la colonizacion patdgena (162). Por dltimo, el género Lactobacillus fue el mas
abundante en ambas muestras de meconio y heces. Resultados que difieren con Drell et
al., (160) donde el género més abundante en meconio fue Staphylococcus y en heces
Escherichia / Shigella. Estas diferencias halladas se pueden atribuir al pais de origen,
puesto que la microbiota intestinal puede variar significativamente entre paises de bajos

ingresos y de altos ingresos (176-178).

La relacion entre el tipo de alimentacion y Ml en heces determiné que los neonatos

alimentados con leche mixta tuvieron mayor prevalencia y abundancia significativa de
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Bifidobacterium (p= 0,01) y Escherichia Coli (p = 0,05) que los alimentados con leche
humana. Resultados similares encontraron Cong et al., ( 2017) (156), donde los neonatos
alimentados con LM (LME + FPP) adquirieron la mayor abundancia de Bifidobacteriales
durante los primeros 30 dias de vida. Asimismo, Gregory et al. (158) obtuvo mayor
abundancia de Enterobacteriales y Bifidobacteriales en neonatos mayores de tres semanas
postnatales que tomaron FPP. Opuesto a los resultados encontrados por Parra et al. (154),
donde los nifios alimentados con LME obtuvieron mayor abundancia significativa
de Bifidobacterium (p= 0.027) y no significativo de Enterobacteriaceae no clasificados, en
comparacion con el grupo LHP. Este resultado puede variar debido a que Parra, en su
estudio, tomo las muestras de heces cuando los bebés alcanzaron la alimentacion enteral
completa (=150 cc/ kg / dia); en este sentido, Sakata corrobora que la demora del desarrollo
de la flora bifidobacteriana parece estar relacionada con la baja ingesta de leche en bebés
de MBPN (179), con la diferencia que este estudio considero6 los dias de vida. También
puede estar relacionado a la edad gestacional, como hace referencia Butel et al. (180), que
tiene un impacto significativo en la colonizacién por bifidobacterias (p= <0.05), ocurriendo
en nifios mayores de 32.9 semanas de EG (p =<0.05), siendo asi que en nuestro estudio
los bebes alimentados con LH tenian una edad gestacional de 32.36 (+ 2.98) mientras que
el grupo LM tuvieron una EG de 34.25 semanas (x 1.48). Asi mismo, Gregory sugiere que
la EG (0 la madurez intestinal) tuvo tanta influencia sobre la diversidad del microbioma como
cualquier régimen dietético (158). Del mismo modo, Penders asocié el uso de antibidticos
con una disminucion del niamero de Bifidobacterium y Bacteroides (104), pudiéndose
atribuir también en este estudio, porque los neonatos del grupo LH estuvieron mas
expuestos al uso de antibiéticos (11.09 dias en promedio) que los del grupo LM (3,92 dias
en promedio). Por dltimo, Claud et al., (116) mencionan que el aumento en la concentracion
de Proteobacteria en la composicidn de la microbiota intestinal en neonatos prematuros se
ha relacionado con la NEC. Y segun Zhou et al., (181) Escherichia / Shigella mostraron un
patron creciente antes del inicio de la enfermedad, lo que puede llevarnos a inferir que los
neonatos alimentados con férmula estdn mas expuestos a NEC como se ha sugerido antes
(45,48-50).

Finalmente, no se observaron cambios estadisticamente significativos en el desarrollo
de todos los géneros estudiados desde la primera muestra de meconio (<5 dias) a la
segunda de heces a los 30 dias (+10) para ninguno de los dos grupos de alimentacion. A
diferencia, Drell et al. (160), que encontrd en su estudio que la prevalencia y abundancia de

Escherichia, aumento significativamente (P = 0.04 y P < 0.01, respectivamente) entre una
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semana y un mes de edad. Siendo el aumento de la prevalencia de 17% a 41%, valores
gue presentan una similitud al de este estudio donde la prevalencia aumento de 17% a
65%. También encontr6 que la abundancia de Staphylococcaceae (el género mas
abundante perteneciente a esta familia fue Staphylococcus) disminuyo significativamente
(P <0.001), a diferencia de este estudio; donde la abundancia de este género también
disminuyo pero no se muestra significativo, pudiendo estar relacionado con la poblacién de
estudio (n=50) comparado con la de este estudio (h=23), que ademas estuvo subdividida

en grupos de estudio (LH y LM).

Por otro lado, se pudo observar una tendencia diferente en la MI de acuerdo al tipo de
alimentacién. Los del grupo de LH aumentaron la abundancia (UFC) de Lactococcus y
Clostridium, mientras que Lactobacillus disminuyeron al contrario del grupo LM, donde
aumenté el numero de UFC de Lactobacillus y disminuy6 Lactococcus y Clostridium. Similar
alo reportado por Gregory (158), donde los grupos LME y LHP tuvieron aumento mas rapido
de Clostridiales en comparacién con el grupo FPP; sugiriendo una interaccion dindmica
entre el hospedador y la seleccién dietética de miembros especificos del microbioma que

se ve alterado por la alimentacién.

Los resultados indican que el tipo de alimentacion tuvo un efecto significativo sobre los
conteos bacterianos y la composicion de la microbiota fecal, siendo la E. coli la especies
mas prevalente, adquiriendo una menor abundancia en los nifios alimentados con LH que
los alimentados con LM. En general, el andlisis del meconio y las heces de los bebés
prematuros revelaron baja diversidad de géneros y alta variabilidad interindividual, descrito
anteriormente (160,161). Asimismo, la identificacion y caracterizacion de estos organismos
y su interaccion con el huésped deberian conducir a nuevas investigaciones que amplien
el efecto del tipo de alimentacion sobre la MI. Y nuevas terapias que ayuden a disminuir los
patégenos asociados con la sepsis y la NEC que lleve a una homeostasis de la Ml
(182,183).
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Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

En el meconio predominaron las bacterias del acido lactico. Siendo Lactococcus spp. el
género prevalente en un 58,83% de las muestras analizadas y Lactobacillus spp. el mas
abundante (11 x 106 UFC).

En cuanto a la prevalencia de los géneros en heces, se evidencié que E. Coli fue
predominante en un 65,22% de las muestras analizadas, seguido de Lactobacillus spp.,
56,52%. Al mismo tiempo que, el género mas abundante fue Lactobacillus spp. (14 x 10°
UFC).

Con respecto a las muestras de heces en neonatos pretérmino relacionadas con el tipo

de alimentacion:

Los neonatos alimentados con lactancia mixta tuvieron una microbiota intestinal con
mayor prevalencia y abundancia significativa de Bifidobacterium spp., (p=0,01) y E. Coli
(p=0,05).

Los neonatos alimentados con leche humana tuvieron una microbiota intestinal con un

menor desarrollo de bacterias entéricas, siendo la Eschericha Coli (p=0,05).
Por tanto, el tipo de alimentacion si influye sobre el desarrollo de la microbiota intestinal.
La concentracion de la microbiota intestinal en muestras de meconio a heces de los
neonatos alimentados con leche humana y lactancia mixta no fue significativo.

Recomendaciones

La mayor restriccion de este estudio fue la limitada cantidad de géneros estudiados; por
lo tanto, se debe considerar para estudios posteriores ampliar la busqueda mediante los

métodos moleculares complementando con el de cultivo.

También considerar incluir mayor nimero de muestra en los diferentes grados de

prematuridad (extremo, moderado y tardio).
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Los grupos de estudios no se tuvieron en su pureza total, para lo cual se recomienda

realizar estudios controlados aleatoriamente.
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Anexos

Anexo 1: Consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Efecto de la leche humana y lactancia mixta sobre el desarrollo de la microbiota intestinal
en neonatos pretérmino de un hospital de tercer nivel. Lima, 2017,

Propésito y procedimientos

El objetivo de este estudio es: Determinar el efecto de laleche humanay lactancia mixta
sobre el desarrollo de la microbiota intestinal en neonatos pretérmino de un hospital
de tercer nivel. Este proyecto esta siendo realizado por Jehovanna Lissette Flores de
Valgas Velez, bajo la supervision de la Licenciada Natali Huzco Rutti docente de la
Universidad Peruana Union.

Tipo de Intervencién de Investigacion

Esta investigacién incluird recoleccién de muestras de heces en dos tiempos diferentes (al
nacimiento y a los 30 dias de nacido).

Seleccién de participantes

Participan todos los neonatos pretérmino (<37 semanas) nacidos en el Hospital Nacional
Docente Madre-Nifio San Bartolomé.

Riesgos

No hay ningun riesgo fisico, quimico, biolégico y psicolégico; asociado con esta
investigacion.

Beneficios

Este estudio aportara con informacion relevante sobre el efecto del tipo de alimentaciéon
sobre el desarrollo de una microbiota intestinal. Llevando en el futuro a nuevos estudios en
beneficio de los neonatos pretérmino.

Participacion voluntaria

La participacion en este estudio es completamente voluntaria y se conserva el derecho ante
una respuesta negativa.

Duracion

La investigacion durara 30 dias/ o 1 mes. Durante ese tiempo, sera necesario que venga al
hospital 2 dias en dos ocasiones diferentes, por 20 min.

107



Confidencialidad

La informacion que recojamos para este proyecto de investigacion se mantendra
confidencial. La informacién acerca del paciente que se recogera durante la investigacion
sera puesta fuera de alcance y nadie sino los investigadores tendran acceso a verla.
Cualquier informacion acerca del paciente tendr& un nimero en vez de su nombre y
solamente los investigadores sabran cuél es su nimero.

Preguntas e informacion
Este proyecto no tiene ningln costo econdémico para el paciente en estudio.

En caso de preguntas acerca de mi consentimiento o acerca del estudio puedo
comunicarme con:

Jehovanna L. Flores De
Valgas V.

Direccion: Nafia, Km 109.
Carretera Central

Institucidon: Universidad Peruana
Union

Teléfono: 972 473 587

e-mail; lissflores@upeu.edu.pe

Yo identificada (0)
con N° de DNI a los __ dias del mes de , 2017. He leido el
consentimiento y mis preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Como prueba de
mi consentimiento voluntario para participar en este estudio, firmo a continuacion.

Firma
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Anexo 2: Historia Clinica (184).

HISTORIA CLINICA N° 00__

DATOS DE LA MADRE

ANTECEDENTES
Historia Clinica Hospitalaria Peso Prekgé Talla cm Familiares /
i personales
_ kg |s1 O O  Diabetes O
Domicilio ETNIA no O O Hipertensiod
Nivel socioeconémico | O O Preclampsi&d
Teléfono E]anca O | Estudios O  Eclampsiad
Fecha de nacimiento ...... [ loooiii... Edad I Zgra O Primaria O O Céncer O
DNI nalgena— | secundaria m] Ora 0O
o Mestiza O ) ;
Estado civil Otra O Umver&daCl
Casada__ Uni6n estable_ Soltera__ Otro__ Ninguno O Otra
] OBSTETRICOS Infecciones maternas
DURANTE LA GESTACION Partos L] | durante la gestacion
Fuma Act. FumaPas. Drogas  Alcohol Ceséreas 1 semana
SI NO SI NO SI NO Sl NO Gestas Previas L1 semana ____
o O O o0 O O O O Abortos L1
Violencia Nacidos muertos [ Ingesta
SI NO Muerto 1°ss L1 S::e NO Fsollaul)\lso
(OXNe) Muertos >de 1° ss
Nacidos vivos (- o O SIS
DATOS DEL RECIEN NACIDO | Historia Clinica Hospitalaria
Elzcc::ri]riigﬁto [...0 Perimetro Cefalico INICIO D E PARTO ; .
A Espontaneo O Cesareald Inducido ™
Hora: cm Causa:
SEXO A MmO '
Edad Gestacional Estancia
=Y = o O NUTRICION Hospitalaria
ESTIMADA O CAPURROO E?;g”tera' si0 Nono I\Nﬂﬁﬁ ”\I/('E'ENT% Antibiéticos si_ no_
o . yutip Esteroides si_ no_
Inici6 dias de vida Unico O )
Peso al nacer g. Cual:
Longitud al nacer cm. Tiempo:

Puntaje APGAR (min)

Inicio de Alimentacion

TIPO DE ALIMENTACION

Transfusiones

10 Enteral . st N
e Dias de vida ::ggﬂg '\H/ljrtﬁ;?]g Exclusiva g ¢Cuantas?
NUTRICION Pasteurizada Ventilaciéon
Enfermedades Infecciosas Enteral siO NoO F6rmula. Infantil O Mecanica
Neonatales: Nasogastrica SIO NoO Lactancia Materna Mixta O sid NoO
Oral s NoO Dias
Dias Diasdevida
Leche Materna Formula Leche Humana

Numero de tomas
Volumen

Pasteurizada

% de dilucion Numero de tomas

Numero de tomas

Volumen
Volumen

Seguimiento:
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Anexo 3: Primera fase, recoleccion del primer meconio.

PRIMERA FASE: LISTA DE RECOLECCION DEL PRIMER MECONIO PARA CULTIVO
MICROBIOLOGICO

NO

Apellidos y
Nombres del
Neonato

Peso
(Kg)

Fecha

Hora

N° de
deposicién

Nombre y
apellidos de la
madre

Observaciones*

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

*Uso de antibiéticos, medicamentos, hora de la toma, etc.
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Anexo 4: Seleccién de grupos de estudio.

SEGUNDA FASE: CODIFICACION Y RECOLECCION DE HECES.

Cédigo

Apellidos y nombres del neonato

Peso
(Kg)

Fecha

Hora

Observaciones

GRUPO DE ESTUDIO A

LME

LMEO1

LMEO2

LMEO3

LMEO4

LMEOS

LMEO6

LMEO7

GRUPO DE ESTUDIO B

LHP

LHPO1

LHPO2

LHPO3

LHPO4

LHPO5

LHPO6

LHPO7

GRUPO DE ESTUDIO C

FI

Fl01

Fl02

FI03

F104

FI105

F106

Fl07

GRUPO DE ESTUDIO D

LMM

LMMO1

LMMO2

LMMO3

LMMO4

LMMO5

LMMO6

LMMO7
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Anexo 5: Solicitud de la escuela profesional de nutricion.

Facultad de Ciencias de la Salud

7,
“u, N
10y Tag T RE

UNA [NSTITUCION ADVENTISTA

Nafia, 26 de Enero de 2017

Doctor

EDGARDO VASQUEZ PEREZ

Director

Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé
Presente.-

Estimado doctor Vésquez:

Reciba usted un cordial saludo a nombre de la Escuela Profesional de Nutricion Humana de la
Facultad de Ciencias de la Salud y el sincero deseo de mucho éxito en la delicada responsabilidad
que viene desempefiando.

Como es de su conocimiento, nuestros bachilleres PRISCILA EUGENIA GUTIERREZ
VELASCO y JEHOVANNA LISSETTE FLORES DE VALGAS VELEZ, presentaron su
proyecto de investigacion, titulado: “Efecto del tipo de la leche materna, leche humana
pasteurizada, férmula infantil y lactancia mixta sobre la microbiota intestinal en neonatos pre
término de un hospital de tercer nivel, 20177, en la institucion que usted dignamente dirige.

Para la cual solicitamos autorizacion para la recoleccién de datos de la tesis en mencion la cual
fue aprobada y revisada por los dictaminadores asignados por la Escuela Profesional de Nutricion
Humana de la Universidad Peruana Unién.

Segura de contar con su gentil ayuda en la preparacion profesional de nuestros alumnos, hago
propicia la oportunidad para hacerle llegar las muestras de mi especial estima y consideracion.

ST )
2SN
5 & w & .
g
& =
a Z nda Flores
[ale)
L
BN P NUTRICION HUMANA

L
A“’.\v

RTOLOME"
UMENTARIO

FONADOMANI “SAt
UNIDAD DE TRAMITE DO

s EHPE-

26 ENE. 2017

AN
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Anexo 6: Aprobacion del comité de ética del Hospital.

""" “.W‘.
& I ) o

*ARD DEL BUEN SERVICIO AL CIUDADAND"

Lima, 12 de abell de 2017

JEHOVANNA LISSETTE FLORES DE VALGAS VELEZ
Investigadon Principal
Brasente. -

Exp. N* 0127617

Tenemos of agrado de dingirnos a usted para saludarle cordiaimente y en atencion & su
solictud de revisidn y aprobacidn del Prayecto de Investigacion titulado:

"EFECTO DE LA LECHE MATERNA, LECHE MUMANA PASTEURIZADA, FORMULA

INFANTIL Y LACTANCIA MIXTA SOBRE LA MICROBIONTA INTESTINAL EN LOS
mmm-ﬁmmooeuumtm.nenmmm7

Al respecto &= nforma o Sguentn:
* Las observaciones han sido levantades corractamente.
* B planteamiento def estudio y la metodologa, inchayendo el andlisis estadistico
Propuesto para la evaluacion de los resultados 50N apropiados para el proyecta,
Conclusién:

B proyecto con ExpN®01276-17, Es aprobado por o Comeé de Etica Irstitucional e
Investicacion ce manerm xpedita.

Nos es propicia e cportundad para renovar los sentimientos de nuestra mayor
consideracion.

Atentamente.

m«mWIM

o: EDY \'tra n.ovou
Diaies de A 4 0 Demwen

S e
.o
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Anexo 7: Memorando de autorizacion para ingreso a UCIN.

Hospital Nockesal Malre N o Servido de Culdagos

SAN BARTOLOMIY Criticos del Necanto

" Ao dal Buen Senviole af Catadane ™

MEMORANDO N°® 033.2017 JSCCN . HONADOMANI. S8

A : MED, WILREDO INGAR ARMLIO.

Jefe del Servicio de Neonatologia.
ASUNTO : Proyecto de Investigacion del Banco de Leche
REFERENCIA MEMORANDO N2 017-2017-JSNEG-LAHONADOMANLSB
FECHA Uma, 17 de Abril 2017

Reciza mediante |a presante mi sslodo cordial, visto al documento de [a refaranca e otama el
permiso covvespondients para s realicacon del estudio que sera ejecutads con personal propio
teniendo en cuenta lo capacdad de aforo del servicio vy cumphendo cor las normas da bloseguridad
pertinentes; sin mtarfens an &l normal decanollo de las actindades esistennates

Sin otro parvcolar, me despado de usted

Atentamentes,

Lt e ) MaA

ud
NOSADOM AN “TAM b g Ny
Yeraos o Calladon L4 Tef Woteeth
CILSD HUANTATA

NGy e e v oina
M) MI51 T L

Oavvgos
e Antha
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Anexo 8: Modelo de resultados de Laboratorio.

LABORATORIO PREMIO A LA [} LABORATORIO
| BIOSERVICE ) TRAYECTORIA EN | [ BIOSERVICE
\ 7 EMPRESA PERUANA A4 ELSERVICIODELA ] GANADOR DEL PREMIQ™ &

L\ QUE POSEE ) \ MEDICINA ) \ SINACYT A LA
WcuaTro PATENTES ()Y Q VETERINARIA / Q INNOVACION
07( DE INVENCIGN 1| [/ UNMSM 7 WM INNOTEC PERY)
) L) 74 Y 2011 g > ) zoné’ )
La gota de calidad :

INFORME DE ENSAYO N° BIO-2584-17

EMPRESA: LISSETTE FLORES DE VALGAS VELEZ
N° FICHA: 1023-17
DATOS DE LA MUESTRA:
Muestra Codigo Muestra | Fecha de toma | Hora de toma | Cant. Muestra
Heces de BB — LMMO7 1023-001 26/06/2017 12:05 1
Heces de BB — LMMO08 1023-002 26/06/2017 12:40 1

TIPO DE ENSAYO: Analisis Microbiolégico.
FECHA DE RECEPCION: 27-06-17
FECHA DE ANALISIS: 28-06-17
FECHA DE EMISION: 06-07-17

RESULTADOS

Identificacién Cédigo de Anilisis Microbioldgicos (UFC/g) ]
Muestra /Cliente | Muestra | E.coli | Bifidob jum sp | Lactobacillussp | L cus sp phyl us ap | Clostridium sp
Heces de BB — 5
LMMO7 1023-001 | <10 24 x10° 15 x 10 <10 92 x 10* <10
Heces de BB -
- 4 4 g 1 29 x 108 10
LMMO8 1023-002 <10 0 x 10° 30x 10 <10 x 10 <

Nota: < 10 =0 UFC/g

Nota:

1.- El informe de Ensayo solo es vélido para los items ensayados y la cantidad recibida.

- Prohibido la reproduccién total o parcial del documento sin autorizacién de BIOSERVICE SR.L

- Los resultados de ensayos no deben ser usados como una certificacion de Conformidad o como certificado del Sistema de Calidad de
quien lo produce.

- Toda muestra biolégica serd el dap ior a su pr i

- Estos resultados son de uso exclusivo del cliente y no pueden ser utilizados para controversias de tipo legal con terceros.

- Muestra proporcionada por el cliente.

w N

ou s

AL
M.V. Arnaldo Alvarado S.

Director Técnico
CMVP 2415

Av. Nicolas de Piérola 1228 - V.M.T. - Lima 35 - Peri  Telf.: 01 281 2943 Telefax: 01 281 2390 Entel: 998 129 915
Laboratorio: diagnostico@bioservice.com.pe Ventas: ventas@bioservice.com.pe www.bioservice.com.pe
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Anexo 9: Protocolo de laboratorio para E. coli y bacterias coliformes.

HETRUCTIVG | Codigoc IMOED
‘Wershidn: 00

EMUMERACION DEECOLIY S
Fevision 00

o o —_
G.I“lmﬂ.m BACTERIAS COLIFORMES - ide?

[Rmspaons -
ARG

1. DBJETVO:
El presants procecimienio Sene camo obietive describir [a metndoiogla levada a cabo por &
Laboratono de Microbiologla para reallzar el recuento de bacterias Coliormes y € codl en
MUEstas de Aimenios.

2 ALCANCE:
Este procedimianto 26 apicado 3 005 aquellas MUESST3s CON 505DecNa de cana

analzacas comy deadores oe coraminacion. Q
3. DEFIMICIONES y ABREVIATURAS v\
4
C:obformes totakes - Indcadores o contaminacian Tecal perenecen 3 la famila Enterooaciaraceas y

5& Caracierizan por su capadidad para fementar |3 [aciosa con pmduccion e 300 v gas. B gupo
Colfonmes e=ta Tormado por os skguisntes genenss: Eschenchia col, Klebelella 50, Enterpbaciar sp,

Citrobacter sp.
A
4- RESPONSABILIDAD: Anilstas oe
5. REFEREMCIA
- Intamiational Commission on ons of Foods (ICMSF)
- FDA methods analytics

Mcropipetas de 1 mi, 100 u, 10 mi ylos tips comespondientes.,
Vortex

Trituradora o blender
Incubadorg, 35£1.0°C

116



KETRLCTIVE Caadipa: IN-DES

‘Wiersldm 00

Fecha 1SA32H 6

ENMUMERACION DEE COLI'Y Smmia 001

[ [
ﬂll“ll\‘lﬂu BACTERIAS COLIFORMES Pgs: 1 de 7

Fespons -
ANTTRCGRD

Conador de colonias

7. PROCEDIMIENTO

7.1. Dilulr |3 muestra en (3 relacion 1:10. Pesar o medr @ menos 100 o 10 representatives
0 |a Muestra total (irturar, meier o picar § e necesant) y afladine un volumen de agua
peptonada 0.1% jdiuyente) de 30 mi {0 5 veces |a muest), Aghe todas 135
25 yeces en 30 om de ared 0 mersia vortex durame T &

7.2 Preparacion de 135 demas diuciones: Mezolar & contenido agitacion
manual o mecanica por 3 minutos y pipstear, por duplicado aiiculgls oF 1 mi en tubos
dsinios conteniendo 9 mi de agua pesionada o maners Mezciar
culdadosamente aspirando 10 veces con una ploetleste 1 mi a oiro fubo
conteniendo 5 mi de diuyente, y mezzar Uil pipeta. Repstir este pasd

7.2, Tomar una alicucta de 0.1 mi de y depositarta en |3 superfice o
agar, realzar por duplicads, con cada diucion hasta llegar a la
plpeta que 52 vaciard y lenara tres veces
'1 mi 0.con una pipeta o fip nuevo para cada diucion.
[=en semorarse UEEUIHMEE“EHEEDEQ.EBEMH
apm de I5MOG €N [ MUESHTa.
ge
W
a

nimeng
74, B 0.1 mi sobre |3 suparficie del agar tan prorto como sea positie,
ui 135 e vidriy n f0ma de baston {empiear una vanla e vidro para cada
) BECAr |36 SUDerices 0¢ |35 placas.

7.8 |35 placas Invertidas durante 13 a 24 horas a 35°C

Lachura: Begirias placas comespondienis 3 Una dilLcion, que prasente enters 30 y 300
colonlas, 58 conskderan Unicamente como pertenecientes a 135 bactaras coiformes s

colonlas de color rojo pUrpUra de 0.5 mm o més de dlametn y rdeadas por Una Zona de
acidos Dilares precipitados.

117



KETRLUCTIVO Cllige: IN-DES
‘sl OO

Sechar 1SM3E01E

ENUMERACION DEE COLIY Bl OO

[ o

Fespans.:
AATTRG

7.7. 3l 2 va a reallzr [3 identificacion de los Colformes, redlzar |35 prusbas bloguimicas
comespondSmies.

7.6, 52 wa 3 realizar |3 identificacion delas Ecoll 52 usa &l agar EME o Levine, |35 coionias
tiznen un dameire de 2-3 mem, un Drilko metalico verde refefado hada a 13 Lue, coionias
tarmiisn pusden ser 0ECUra O INCIUSD negrn &N UE transmitda.

..
7.5.Fara confimar que I35 colonias son Collformes, ella a mence 10 colonias representativas

¥ bransfiera caca ura a un fubo oe caido BGLE, Incudar ks bos 3 35 * C. Examine a s
24 y 4B N para |3 producasn e ges.

7.0 Exqpesin de eeuladoe 52 expresan en URL mil o g gias (&= colonlas de
33 placa utllzando = contador de colonias. Hallar |2 RT3 e bos dos valones

7.11. Cuando no 52 encuemiEn coon ﬁlﬁmamdlmm
concentrada, expresar & [ a (<) 1 mutpilcato por & factor de
dlucion mas concenrada.

U
al
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NSTRUCTIVO Coagor IN-0B3
Version: 00
ENUMERACIONDEE COLIY [t
Revizion: 004
() BIOSERVICE. GACTERAS COLFORMES [ ——
Rezpons.
AMOTRCRD
8 ANEXOS
: 1l
HOMOGENEIZADO; | l

100muewo. ' ﬂ
1 Y
50 ml. Agua paptonada 0.4%

SEMBRA /D‘ To ; / ‘l ml-\

L Tml imb 1

OO 00 00

e € 2 Woa | EcolenagaEVBoLane
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NETRUCTIVD ooy INTE
‘s 00
ENMUMERACION DE E COLI Y S et
Feision 001
Ullﬂlll"l"!ﬂu BACTERIAS COLIFORMES S
s
ANTTRG
ELABORACION: 5. Lonidn REVISION: B Salazar APROBAL) i
FECHA: M- 15 FECHE: 0a0d-1& &
FIRFdLA: FiRfAL:
L T i

&
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Anexo 10: Protocolo de laboratorio para bacterias acido lacticas (BAL).

HETRLUCTIVG Ih-t5s
‘Wisrshdn: 00

RECUENTO DE BACTERIAS ACIDD — —
Fevision 004

() BIOSERVICE.. LACTICAS [BaL) Pags.: 1 ded

e
ANDTRG

1. OBJETIVOC

El presente procedmianin Bene cOMG objelive describir |3 metodoiogla llevada a caoo por &l
Laboratono de Microbioiogla para realizar e recusnin de MIcTOORganismes G (a5 denominadas
baCterias Aci0s [aCHCcs.

2 ALCAMCE:
Este procedimiento es aplicado 3todas aquellas mussias con potenclal

3. DEFIMICIONES y ABREVIATURAS
- MM|Mmﬂmmmﬂm 3= Tammenadoas
¥ productonas de 3cdo [actico, empieadas en a clertas cualdades 3 ks

allmentos y protegerios conTa 13 acckn de olos

4 -RESPONSABILIDAD: Arcilslas de

2 REFEREMCIA

- 180 TEESC2003 {IDF 117-2002)
Count Echnkges & 37 "C.

- IBQUDIS 2888100F 220
fchnique at 37°C.

erafian of charsdersic micmonganisms — Colony-

numerabian of presumpiive Bifidobaciena-Colony mound

& MATERIALES PO
L

jpetxs de 1 mi, 100wl

o centrfuga

- Eshrizde 37 "C

- Camparss de Anaerobiosks

- Bachel pensrador de anasmbioss
- Conkxdor de oolonlas

- Tubos Esctn 15 mi
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NETRUCTIVO Codger IN-TE
yersan 00

RECUENTO DE BACTERIAS ACIDOD

rechar HM30HE

Rayisidn: 001
LACTICAS (BAL
() BIOSERVICE.. (B "

[Fomopaons
ALDTRCGRD

& PROCEDIMIENTO

1. A parir e (3 muestra obienida se llevt a cabo & pre-enniquEGMIENtn 3 mado de acthacion
B350 opolonal {dependlenda de (3 muestra).

2 Para lio, 52 pesa 10 g 0 10mi o 50 equivalents en proporcion 1:10 =]
muesiray aladrie &n un vaiumen de 50 mi caldo MRS, homogenzar a2 Nt
delar incubsar por 24 hr 3 37C" en aimostera microaerlia con 5% COZ

3. Preparacion I35 dluciones: Tomar una alicudta de 1 mi en
e agua peptonada mezlar culdadosaments a5
ransfanr 1 mi a ofm b conteniendo 9 mi da di

pipeta. Repefir este past hasta obtener &in
dsminuIra 10 vecas 2N caca diuen suces

comienierda @ mi

una pipeta egtan y
ar uizando una nuva

REpetr 263 Operacion dlucion hasta llegar 3 1a mas concentrada uilzando
y llenara tres veces antes de fransfarr 3 cada placa
s L1 mi o con 0 P MUV para cada diuckn,

de 0.1 mi sobre |3 supericie del agar tan pronto como 53 posibie,

Flas piacas de agar MRS Inveridas durante 72 hr 3 37°C en @imosfra micmaerolia
5% te CO2 a5 placas de agar TOS-MUP Inverfidas duranie 72 br 337G en atmesfer
ANEErndla, usando 108 sachel de anzemauil

7. Lectura: Elegr las placas comespondientes 3 una dliugion, que presents prferbiements
menoes de 150 colontss carachensticas
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B. LLos resuitados 52 ewpresan en UIFCH mi ogr. y 52 efactia mutipicando & nimern de coionias
omadas en cada diudtn de 135 placas sdeccionadas, por e facior e dlucion

comespandenis.

8 Para realzr 3 Idenificacitn comespondiente se selecoionan I3 colonlas caracierisicas de
£33 agar por sjempio para &l Lactnoaclius 5p 1as colonias blancas presentan un aspecto
circular, lgea devaditn comvexas y de Donde eniem, 3 13 tincion Gram oF

postivos Brgos y cotos algunos cunvos, para s Bfidobacterium &0
Hancas olor acido, a |3 incion gram bacios gram posfilvos pleomiariigs 8ientran

Inchiduales en Cadenas O Qrupos.
0. 52 realza |2 bioquimica basica para I35 colonias selecsion

Oriiilaca | Mitripas | TSI |5 |1

i biebis il us g

Eilidah s rium sp
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7. BNEXDG

PROCEDIMEINTO PARA HACER LAS DILUCIONES

Himl + 1 ml
(& il

11 {72 [
o M "y
14 '"! Al /] ﬂ
III I| l'. II'I 1 I| I'l |_I I L Iy
Fi r' i ‘-l I-I |
L |
01ml 0.l (IR Olnl Lnl [l
i — —i— e TR i T ——
— ) 3 /3=

&
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Bifidobacterium longum

ATCC 15707 & Bifidobacterium breve
: ATCC 15700
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Anexo 11: Protocolo de laboratorio para Clostridum.

NSTRUCTIVO Codiger W71
Vmrsien 00

Frchar (24015
RECUENTO DE CLOSTRIMNAM PERFRINGES | Revisian: 001

.DIIHIIH'!I:lu Fags..1ded
Fsspaons -
SADTRC

1. DBJETWO:
El pregentz procedimiants tiens COMO Dbjelivd descrbir 13 metodoiogla levada a cabo por &l
Laboratoro de Microoiciogla para reallzar e recueno de Closirigium perfingens.

2 ALCANCE:
Este procedimientn e apilcado dfrerias tipos de malnices.

3 DEFINICIONES y ABREVIATURAS
- ClosTidum pesfringens 25 CaDaZ de reguclr K6 sUiMios 3 suiun y en presencia de Fe se foma

Sufuro  femoso y por Bnio 135 colonias 135 veremos de color negr, ademas precipita 3
leciting de 1a yema de huevo, por Io que 52 obsena un halo de precipiacion alrededor de [a

colonia
4.- RESPONSABILIDAD: Arailsias de E
5 REFERENCIA
-Food and Drug Administration Analytcal Manual online campeta 15,
& MATERIALES REACTIVOS |’;n

.ﬂcgartrlmnsa-au_llhn-mmaema maG)
Emuision mlarﬂ‘;je hLE.':] S50%
Wedin ELEWWLIM]
Medin de lieche de hismo
atina

Medip de esponilacicn AE
o

ciivos de dieleccion de nitio
icropipetas de 1 mi, 100 ul, 10 mi.
Voriex o cenirifuga
Estufs d= 35 °C
Ucuadom
BaflomaradE £ DE"C
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Conkydor de colonlas
Campanas de Anasrbiosks
Jachet gensmador de anasmbiosis
Tubos fsican 15 mi
& FROCEMMIENTO

£.1.Pesar asepicaments 25 g de 13 MUSST3 &n un vaso esten da licus %
encontrara sin moker o rabalar drectaments en frascos schot sl |gguesiy sgencontrars
2 polvo y adclonar 225 i ol medka oe U3 peptonada (dlucion Ry Wrogenzar 1 -2
minuins 3 b3ja velocidad, -:ttﬂgammg!ﬂzm:num airaacion poslble.

6.2 Reallzar Miucionas senadas desde 10 < nasta 104 10 ml a frascos con 90 mi
de aQu3 peplorads, mercia cada di Fies o8 cada
ranslerenca

axténdaias infomementz en g amente & piaty, CuBndo e agarse haya
solldfcady, miue |35 piacall y Tllera asépticamente 1 mi de cada diucion de
nomogenelzado 3 centr te agar duplicadas. Vierta 15 mi adcionales e agar

ar 0.1 mi o cada diiucion en |a superice d2 agar TSC con
S0, empleandd Una 363 de vian. Dejar que & medio absora 2l

6.5 DeapuRs de I3 INcubacion, Fedre |35 placas o reciplente anasnobico y seeccions aguelias
que confienen 20-200 colonkas Negras para contar. C . perfingensias coionias 2n medio e
¥EMa t MUEVD 50N NEQFas CON UN3 20Na blanca opaca 08 2-4 MM Que rodea (@ coioria
como resultado de |3 actidad de 13 lectinasa. cuente 135 colorlas negras y caicule &
mmen de células de cioenda | g de alment. Guards |35 placas para I35 pruetas e
Ideniricacion.
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£.6. Prusba preaunthva:

BG.1.

B.5.2

Teat presunitvo caldo tioglicodato. - Selecsionar 10 colonias tipicas de Clostidos o
agar TSC e Inocular c:ada una en un fubd de medio fuldo tioglicolato el cual debe ser
calentar por 10 minuios en baflo mara en un tubo 3pa msca y despues entlano
Inmediatamente en agua comente ames oe ser noculads, Incubar 3 35 °C por 18-24 1,
Examinar cada tuod por tncion gram y vermicar su pureza & Incubar en anasrbios!s por
0.3 35°C

Y
Sl ewste evidenda de contaminacion traspase culivs) cortaminados medante

Slambia en esTia, 3 agar TSC Con yema de huevo & Incube &N [ama anaertica por 24
horas & 357 C, I35 colonlas en suparicis son de color gris amanlientas, con zona opaca
de 2 a4 mm produco oe [3 aciiidad de |3 leclinasa.

A0 e
Teet preauntivo an medic lsche-hlermo.- Inccular & meda hiem-eche modficada con

1 mi de cuftivo del medlo Sogleniain {en crecmienio active)  Incudar 3 46°C en baflo
maria por 2 horas. Verficar 13 presencla d2 Una fermentacion fuulenta, carmcterzata
por Una ragida coaguiacion de I3 leche sequida por |3 fomackn de ficcuos en I3
supesficie del medlo. ReSrar ios fubds posiivs. Lo fubos negativos pueden delarse
hasta por 5 horas, o6 tubos que producn 3 femantacion en mas de 6 hors daben
ser confimmadce coma C.partinges

6.7 Prushas confimmatieas:

B7.1.

Agar nitrato-rmovilldad [tamponado) y Medlo lactoss gelating- Replcar con &3
e 2 mm o8 un cuivo puro oel calto toglicoiat o de colonia alsiada en agar

TSC, pinchar por piadura & medlo nitratn mowidad y 2 metio lciosa gelaing Incubar
335" C por 24 horas.

Lectura an medio Lactoss-Gelating Obsarvar cambio de cokwr i 3 amarfio
dedido 3 |3 producsion de AcidD y 036 Incubar 3 5° C por 1 hor y examine
la Bcuacion d2 geiatina. S of medo presenta gel Incube 24h 3 35° C y examine

prestariomments. foustaction.
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Loctura en medio Nitrat-Movilidad - Examine 105 fu0os, & & desamnio esta 3 lamo
o Ia IInea de Inoculacion, entonces s Tata o cepa Inmivil (C. partringes); mientras
Que epas Maviles producen crecimiento dfUSD 3 1o laro de 13 linea de Inoculacion.

C. pertringens reduce niraios a nitrios o que 52 evidendia al afladr 0.5 mL del reactvo
Ay 0.2 mL del reactivo B, o desanmilo de un color violeta dentr de 5 minutos
Indica presencia o8 nitTfos. SN0 5 OEEAMOla COIOF AQTegar POVDS O Znc § S
SQE Inciom India QUE 105 nitaios fueron  complelEments reduckdos. S
Oe5pUSE O AgTegar poivos de BNC DCUITE coloranan, Indca que ks Nivaios no fuemn,

672 Caldo de esponuiaciin.- nocular calde & esporalacién com 1 . de cultive sn
tioglicolats, meUbaEr 105 (D06 sembradee 3 35" C £ 17 C por 24 horas, curmigldo eshe
periodi, 53car ioe fubcs de [a Incubador. D caldo de esponulacien reallzar Gram
¥ eaming (3 presencia de esporas. Mantensr 34" C sl nUevas prusias se requieren

67.3. Subcultura alsianos que no cumpien todos os eiterios para C. perfingens en medio
fukdo de tiogicolatn. Incubar 24 ha 35 * C, preparar |3 incitn de Gram y examinar

|3 pur=za y 13 morfoiogla celular tiplea.

L

_RESULT ADGES CONFIRAATIVOES parw Cleasriibive par fingas

Asmar IFF - TAC Colorcas sammun com zoma preciiiaciin
| GRAM Bl Ciram passiinee, aspoondad:
Agar Mitrato Miralidad ol oo por paduoeiim Oa miTE 3 Bitie

Thearrelle selo on [ line da vimeche, e mmdnil.

Medio Lactosa Crelztira {obr amenls por fermestaciin de I boksn v oo
Farmarscs [guede depuss de srdar doaals | bors an

( sthgancde por ldriksn da o pashag,
G deben cmsplr tday ety pmstey pin confimnr be ocolomiay en estado como O

porfriagens
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6.2 Prusbas adicionales.- CUando se resentan pruchas ucos3s.
inocutar 0,1 mL de culfivo puro del caldo tiogieolato 3 un fubo que conbiene medo de
famentacion de Spray con salcna 3l 1%, Un DD con raMnosa @ 1% y un tubo sin
carbohiraio, Incubar 24 horas 3 35° C, & &l medio con salichna obsenar ackdo y gas, &
Acin 52 examing Fransfinendo culivo con 353 de 2 mm 3 N papsl de prueba 3 azul
de bromatimol La ausencia de coor 0 & desamolio de un gero color v
que & o 52 ha producido
Atemativaments transfiera 1,0 mL o cultvo a una placa afiada 1 0 de

fromotimal & 0,04%. Un vende siave o color amarilo Indica que produciio,

Incubar por 45 horas y realloe nuevamente @ fest sl g6 nece

Gdlcing es rapidamente femmentada con produesion de £ & simiares de

Closidum pem n e fermentada por C. perfringans 2 ool de 4o 3 parr de

Fafingsa e producida por . patringens dero o 26 produEida por olfas

sspecies similares. Un ligero camio de pH p 1 & U 5N carDohidrtos.
£.9. Culthvo de esporulacion y produccl - Ulzar caldo bogicotato o

a0 ogleolaio, calentar un tubo en baflo de aua a 75"
3 35" C por 15 horas, Incubar & sagundo tubo 3 35" C por

£.10. Céiculo y Exprosion de resultatos - cacular & nimarn de unidades fomadoras de
coiorkas por g o2 muesiTa. Bl recuentn confimado s obtlens mediante 13 siguiente formuia:
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Recoento Confimade = Proedio de fo Pessetree * N colopnas cmfimadyy * dhom
Nsbunsandasonfsaale

Ejemplo: Si el recuento promedio de piaca de 10 <4 diucion fue g2 35, y8de 10
fuaron confimados como C . perfingens , & nimero de C . perfringens celis / g
X 10,000 = 530,000. NOTA: E1 factor de dilucion con placas que contienen

mesmsmqneldeladwmoemesuapomemeepimmowv
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Anexo 12: Protocolo de laboratorio para Staphylococcus.
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() BIOSERVICE.. STAPHYLOCOCCUS SPP —
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1. DBJETIVO:

El presente procedimiento Hene como obiefvo describir 13 metodoiogla llevada a cabo por e

Labaratoro de Micrbiciogla para realizar & recuento & placa de stanhylocooous 5pen musstas
e allmentos.

2 ALCANCE
Este procetimienty se apica para reailzar & recuenio y 1 cond
COAQUaEa Positva |Staphyionocous aureus y oiras especies) por iéenica colonias
N piaca en dferentes Tpos de MUEST3s.

3. DEFINICIONES y ABREVIATURAS QV
del género que contrbuyan

- SapNyIoCOCCUS BUNBUS |5 aurels)- &3
Para POLEY INfecsiones ¥ enfemedad

- Coagulasa posifiva- Estrechamens reiacipfads Fureus, pueds revest su supeic
con fibrina a entrar en contactn con 13 capar de rastr | fagociinsls hadendo
e&ta bacterta Bnga Un B de

- Termnonucleaed.- enzima que 58 nar |3 capadidad de un organismo para
hicroilzar & 3cido desouimibg ; e6l3 enzima, primem Ioe organisTas son
SesTLIO0S por & caior y e 53 lIore reacoiona con & medk.

eindo horzontal para 3 enumeracion de Haphylcocos coagulasa positiva,
=I5 | 0IF35 Especias.

& ES REACTIVOS Y EQUIPOS
CEPEbrD, corazon, Infusion {caldo BHI)
Agar Bal Parker
Agar Manitni salado
Agua peplonada
PlaEma e conzlo
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Msicropipesas de 1 mi, 2 mi y 10 mi de capacidad
Vortex o centrifuga

Estfade IFC 2 1COIC 1'C

Cioniydor de colonlas

Tubas faicdn 15 mi

“rasces shot tapa rosca

E5pitifa g Drgasky

& PROCEDMIENTO

muestra okl (brturar, moler o picar & es necasano) y afla
0.1% {dluyente) de 90 mi jo 9 veces la muestra), o
3 minuios depandiendo oel allmento.

3 . tel fras00 por agiackn manual 0
MECANIC3 y ppetear, por dupicadd aliugige 0c aff ubes distintos condenizndo 3 ml de agua

peptonada, mezciar utlizando una g, ot este pas Masta obiener & numen
necesariy o diuciones. La concerlfacian WsMinuira 10 veces en cata diLcion Sucesha,

6.3, Cuidadosamentz ransferr O mi pag cada diucion y dispersar o Indcuk) S0bve |3 superficie del
agar Baird Parker con una Drigaisky 10 M6 rapido posiie, fratando de no tocar loe
bomes de 13 piaca I35 placas sin Invertr, luego Invertr (35 placas sambradas e

mnaramn\ te24 h+2 Ny Iego 24 N + 2 h adcinales.

.4, DeEpug nmlmmmmm.mwlxm por 3452
@ 7'C

3 iEn05 productos 25 Necesaro realtzar un recuento de un nimero bajo de Staphyiococos
de tiefeccion puede ser elevadd por un factor de 10 sembrando 1 mi de [ muestra sl el
productn &5 liquido 6 1 mi de 13 suspension inkeal jdiucitn 1/40) &n 350 de ol productos, ¥ 1
mi e (35 BUCIONEs SLCEEaS PreDaradss en UNa placa o Petr grande {140 mm) con agar Eaird
Pariter 0 & 85 [iacas de Pelrl de 3 mm con agar Balr Parker. En amios Cas05, SEMmivar por
duplicado ullzando 2 placas grandes o 6 placas e Per de 50 mm.
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6. Selecoionar para 13 Conimacion un ndmer de coionias fen general 5 cokonlas tpkas = 5ok hay
cokonlas Hpkeas 0 5 colonias atipleas s soio hay colonlas abiicas o5 coionkas tipkcas y 5 colonlas

atipicas £l e encuentran precants ambos ipos en cada placa). 5 en (3 piaca hay mence de 15
cokonlas tipicas yio atipleas Inocular con el productn liguido sin diulr o con |3 mas baja diucion

0 105 070 Productos.

£.7. Las colonkss Bipleas 50 negras o grises, con brlky y convexas (92 1 mm a 1.5 mm
GEEPUSS e LUNa INCUbacion d2 24 Ny o 1.5 mm a2.5 mm de damein
de 48 ) y Mdeadas por Una 20na de caficacion QU pusde s pamia
de una Incubacion de por 1o mends 24 h pueds agarscar un aniko opaiigy

imediataments arededor de |3 cionla. Las colonias abiphcas 5 afio que las
fipieas y pueden presentar una de 135 siquientes monbioglas; Bas con brllo, con 0
SN U fin0 bore bianco, 13 20na o clatficacion estd auserfe 2 visihie y &l anilio
opalescents ausents 0 poco vislie - Colonias onses §
£.8. Confirmacian:
£A1. prusba e la coaguiasa De 13 gemerg oo Cada coionla SEECCiNac Mmover un INdeul
£ON 53 AU Y NS 3 U 3000 Cereor coraztn IUsion (caido BHI), Incubar
335°C ¢ 37°C durante

por e fabrzante) en un Wibo g hemilisls sciddl. Incubar a
hibg obsenvar |3 famadion de coaguio despues de d ha & hde
5 Negatva resamingr despuss g 24 h de Incubacion o examinar

especificadn por & faricante.

E34. Opelonal colonias sospechosas tiplcas o aliplcas sembrar en agar Manitnl salado, par
obseNvar |3 fermentacion del maritol 52 Incuban 3 35°C 6 37 durarie 24 0 2 2 Ry 136 colonlas

amarilas radeadas e un halo del misme cior 5on conskiersdas Saphyiocooous aqulasa
positiva, (35 coionias de color i Con halo daf MiSMo color § DUMUra 50N consideraas como

colonias que no fementan manfiol, un ejempio &6 & Staphyiococeus egidemid,
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685 Opchonal 2 para dierenclas especes Prusba anzima temonucleasa; Calentar L3 ml de la
SUSpENSION del MICTOONgaNsmMO que Crecd en caldo BHI durante 15 min en baflo marta con
30ua hinviendo, hater oficdos circulares en el agar DNA y colocar una gota o |3 suspenskn
£on ayuda de una pipeta ester, & recomendable Indlulr testigns 5. aureus ATCC 6538, 5.
epidemmidis ATCC 12228, Incubar 3 35°C & 37 duranie 24 h £ 2 b La formacion de un rosa
brilanie exiendido por Io menos un milimetno arededor o2 orffclo donds 58 | Indica
que |2 microrganisma poses |3 endima femonucieasa, cuando & negathvg 52
haio traspansnie arediedor de |2 colonia, seguido de un precipiado

£.9. Expraslon ds resultados.

8101  Calculo del nOMen a de Saphyiococous coaguiasa posit Dor cada placa
seleccionady Caloular pam cada wna de las g nimem a de
Staphylococcus coaguiasa pastiva ldentficados de jente ecuacion:

J_u -ci'.—&":u
_— 4, A
- A7 es &l mumesD de colnias tiplcas a lgprueba de la coaguiasa

- ANz 2 &l NOmearD de coknias 313 prueta e I3 coaquiasa

positva k3 prueha de |3 coaguiasa

de Staphyiococcus coagulasa posliva identifcados presentes en |3

porcion 3 3 Beminada; Para [ae piacas que contiensn un madmo de 300 coionias con
1 l”” Jaipicas yio atipkcas en doe diuclones consecufivas calcular @ ndmern de
3 nuagjasapuﬁﬂ.apaaulapﬂams&apﬂﬂramﬁ.&”mﬂﬂ

ek e I35 006 diLciones SUCesNvas, & niman N de Staphylcoccus coagulasa
identticados, presentes en 13 porcion de MUBSTa sembrada, Lllizando |3 siguients

(___ La
W ——=
Fim +01n, .
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Diondier
- £ 26 & nomeng de colonias de Stephviococos cosguiasa
Posiiva identificadas en todas |36 placas seleccionadas
-\ 85 & voiumen e Indoulio 2n caia placa en miliros
- ni: es &l rdmen de pacas selecoionadas de (& primera diuckn
-nZ es & rlmen de pacas selecoionadas de (& segunda diucion
- d: e &l fachor de dudlon comespondemte a3 3 primen diusin
SUSPENEIoN Inictal 25 una diucin)
Redondear & resuitado calculado a 2 diras signifcalvas.
E.10.3. Infoernar & resuitado como & nimens de Staphyd postiva por milliro
iiproductos liguidoe) & por gramo.
Ejemgio: £l recusmd despues de |3 Inoculacién con J0hcio dio los siguientes racultados:
- La primera diucion saleccionada (104 65 colog coionias tipicas, ninguna atipica.

De |3 65 colonias 5 colonias I3 pructa o |3 coaguiasa y todas dieron un
reGultato positive, coteniendo &
- D2 136 B5 coknlas § coionias 1 3 |3 PrUEDa 0% |3 coaquiasa y 3 colonias dleron un
reGuliads positiv, coteniendo

posih,
-Delas T colongfs eron somedio3s 3 13 pruetia de [ coaguiasa y tndas dieron un resuitads
|I=H'|I|'l|ﬂ. ; anoncesun valrdea=7

L) Wk Lk S—
= == 5727
012+ 0.0« 2120

El resuitado despues oe redOndedr 56 ENresa como: 5.7 ¥ 1D
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HETRLUCTIVO Sodigo IN-122

‘Wierslder OO

Fecha: 154206

RECUENTO EN PLACA DE Feimon 001

() BIOSERVICE.. STAPHYLOCOCCUS SPP Fage.: 6 de 11

Fospeons:
AATTRCRD

£.10.4. Estimackin para un recusnto bajo. S en 006 placas cOMesDONdEmEs 3 |3 mussTa
iproductoe liguidos) © 3 la Suspenskon Inidal {otros producios), cada una tiene menoe de 15 colonlas
Idenifcats, IMamar & resutado de |3 slquienis manera:

) Para productos liguldos: estmacion del nimem de Staphylococcys coaguissa posiiva :

_ Za Q
N =5
Diange:

- L3 &5 |3 sumaiona de 135 colonias de Saphylococius
-'W. e5 & vDlumen Semirado en cada placa

n]mmmprmmmmuammsj@i DOERva por grama;

.'E' e
-V s of volumen semidrado en caga r'*

<

g Brtes a (3 siemiora de la muestra {producto lquids) o de 1
suspension Inicial oigps Pl no contlenen coionias de Staphyl0COCEUS COBOUIIEA POSIVA Y &

3ty £ 5 coaguiasa positiva por MBI para productos liquidos)
SpPMYOCOCCUS § COAUIRES POSTVa POr Qramo (para oiros productos), donde
e diucion de |3 SUspension Inicial
| sitio reailzada con 1 mi de muesta Informar & resultaco de |3 siulents manara:
de 1 Staphyiococcus coaguiasa positiva por milli {para produsios liqukdos)
- Mencs de 1/d SEphyioCoccus coaquiasa postihva por gramo (par obms producios), donde d
25 &l factor de dlucion o 13 suspension Inicial
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NSTRUCTIVO N
Version: 00
Facha 19042018

RECUENTO EN PLACA DE Revzin 001
() BIOSERVICE.. STAPHYLOCOCCUS SPP Bage: 7 de 1t
Rezpons.:
AADTRCRD
7. ANEXOS
tens.omL unmmm -
1omL 1am 10mL a

/104 ]m

- -

.;' \

TR — P e MR
K. - 3 £ - Y K - ) = i
\_.._\ ..;',. - .'-_-:'. s..,\— ...-‘_.. :-.. --f ‘
1’ 1 10+ 10"
Depoaibe per duplicado 0 1 ml de coeds clieciéo
a0 aajon patri con agar Balrd Parker. AL
LA .. "
. .
v " ® ., ° l'_
» N o |/
o~ cater 24- & ha 3T e
Dixiribalr Ls eussira con CortyY 2quaad cooniae
U rRIMS 06 VN0 mmmm
wslerd
Coaguines
. ) Incupar 24 n +
) = y: o
- -
0 )
mmo%mclu
Fomantacion  Plasma DN 202 toemcontatie Resi2er pruceod a8 20 tubos con
delmarol  mss bloguimicas  » wido B4l Consultar
cozamoR 0304 lupo Cuadro 1
an D
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NSTRUCTIVO o e
Verzion 00
Fechy 19042016

RECUENTOENPLACADE  |Sevmencot |
() BIOSERVICE.. STAPHYLOCOCCUS SPP  |rage -6se s

Rezpons.:
AANOTRCRD

Colonias tipicas

L Prucha de |a coagulasa

Fuvou o s
Agar sales y manitol. La caja esla wbe puelvy

partida en tres, S. aureus y S
saprophyticus son manitol posistivo
amarilio) y S. epidermidis s manitol

negative (rosa).
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NSTRUCTIVO oy N

‘iersiom 00

Fechar 15446

RECUENTO EN PLACA DE Fmision: 001

-D- BIOSERVICE . STAPHYLOCOCCUS SPP Faigs.. O de 1t
Fmspons
AADTRC

i
DIFERENCIACION DE ESPECIES DE STAPHYLOGOCCLS. v

.t

Bacterla. Manltol. Coagulaza. Hnunhlnnlna\,}ﬂnau.

5. aureus Positiva Postivo 55[‘@ ‘ "~ | Posltivo
i

S.saprophyticus Varlaole Megatlvo 25 BT Negativo

5. spidermidis Negative | Negativo :Yﬂrs e Negativo

QO
QY
QO
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