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Resumen 

Una de las mayores complicaciones en neonatos pretérmino es el desarrollo de sepsis, 

que está relacionado con la disminución de la diversidad microbiana. Siendo que la 

microbiota intestinal de los recién nacidos pretérmino  (RNPT) se modifica por factores 

como la hospitalización, el uso de antibióticos, la nutrición post natal, entre otros. Esta 

investigación 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 neonatología, 

mediante métodos de cultivos según los protocolos del laboratorio Bioservice. Los neonatos 

estuvieron distribuidos en dos grupos; el primero alimentado con leche humana (LH) 

(incluyó neonatos alimentados con leche materna exclusiva y leche humana donada) y el 

segundo grupo alimentado con lactancia mixta (LM) (incluyó neonatos que tomaron leche 

humana y fórmula para prematuro). Obteniendo como resultados que los RNPT tuvieron 

prevalencia de Lactococcus en meconio y de E. coli en heces, mientras que el género más 

abundante en ambas muestras fue Lactabacillus. Además, los neonatos que tomaron LM 

tuvieron mayor prevalencia de Bifidobacterium (p= 0,01), y mayor abundancia (>106 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 

alimentación, se observó 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 aumentó la abundancia de 

Lactobacillus y disminuyó Lactococcus y Clostridium; sugiriendo una interacción dinámica 

entre el hospedador y la selección dietética de miembros específicos de la microbiota que 

se ve alterado por la alimentación. 

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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Capítulo I 

El problema 

1. Identificación del problema 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que cada año nacen unos 15 

millones de niños pretérmino (<37 semanas de gestación) (1). En 2013, de 6,3 millones de 

muertes en niños menores de 5 años, 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). Según el 

fondo internacional de emergencia de las naciones unidas para la infancia (UNICEF), el  

Perú está ubicado en el onceavo lugar, con el 19,6% en la tasa de mortalidad infantil en 

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

En el 2015, el Ministerio de Salud (MINSA) reportó que el 6,5% del total de nacidos vivos 

en Perú fueron pretérmino, de los cuales el mayor porcentaje 86,8% nació 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 Niño San Bartolomé en el 2015 el 9% del total de partos 

fue pretérmino; de los cuales el 16,2% de los neonatos presentaron alguna patología y el 

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

Los recién nacidos pretérmino (RNPT) a corto o mediano plazo desarrollarán patologías 

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), cardiopatías, 

entre otras (9,10).  Mientras que a largo plazo presentan mayor riesgo de sufrir algún tipo 

de invalidez de por vida (1), en particular, discapacidades neurológicas, problemas de 

lenguaje y aprendizaje (11), trastorno por déficit de atención, dificultades socioemocionales, 

deterioro sensorial, visual o auditivo, retraso mental y parálisis cerebral (12–15), mayor 

riesgo de asma alérgico, menor función pulmonar general y problemas de obstrucción de 

las vías respiratorias (16,17). También se han reportado problemas cardiovasculares, 

hipertensión arterial (18), cáncer 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 económico y emocional considerable tanto 

para las familias, las comunidades, y la unidad médica (14,21). De acuerdo con un reporte 

de la organización March of Dimes de Estados Unidos un nacimiento pretérmino tiene un 

impacto multimillonario en la economía; los bebés prematuros con bajo peso al nacer (BPN) 

gastan 12 veces más en costos de atención médica que los bebés que nacen sin 

complicaciones. El parto y el cuidado del RNPT es una de las condiciones más 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 está relacionada con la disminución de la diversidad microbiana (disbiosis) (24). 

Por tanto, la microbiota intestinal o microflora (25) se considera como un órgano que se 

adquiere posteriormente al nacimiento y está 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, así 

como las enfermedades inflamatorias, autoinmunes, neoplásicas (27) obesidad (28)(29) y 

alergias (30). Por tanto, las bacterias entéricas se estiman esenciales para mantener el 

entorno fisiológico debido a que ejerce efectos protectores, estructurales y metabólicos en 

el epitelio (31,32).  

Los RNPT están expuestos a varios factores que afectan el desarrollo de la microbiota 

intestinal, como la hospitalización, la edad gestacional, el uso de antibióticos (33,34) la 

nutrición post natal (35); siendo la alimentación uno de los factores más importantes en la 

adquisición y diversidad de la flora bacteriana (36). Estudios han concluido que la leche 

materna es el alimento mejor tolerado y con múltiples beneficios (37–39) por sus 

componentes bioactivos como los oligosacáridos (40) que previnienen la colonización de 

patógenos entéricos (41,42) evitando así las infecciones (24,43), incluso cuando esta viene 

de donantes (44,45), siendo así que en Brasil la disminución del 73% de la mortalidad 

infantil se la atribuyen a los bancos de leche humana (BLH) (46,47); en comparación con 

las fórmulas 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) reportó que la 

mezcla de oligosacáridos (HMO) en la fórmula para prematuros puede estimular el 

desarrollo de una microbiota intestinal similar a los lactantes alimentados con leche 

materna. Asimismo, Walker et al. (52) señaló en su estudio que la fórmula que contiene 
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prebióticos y probióticos puede superar un proceso de colonización 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 

alimentación sobre la microbiota intestinal en neonatos pretérmino. 

2. Justificación  

Por su relevancia teórica, la investigación realizada recopiló información relevante y los 

resultados aportan evidencias científicas sobre la influencia del tipo de alimentación sobre 

la microbiota intestinal, fomentando así nuevas investigaciones que determinen la 

alimentación más adecuada para el RNPT que ayude a evitar complicaciones y a brindar 

un tratamiento integral. 

Por su relevancia metodológica, basados en el protocolo de recolección de muestras de 

laboratorio, se adaptaron fichas para la toma de datos, las cuales servirán de base para 

desarrollar nuevos estudios de investigación y mejorar los tratamientos clínicos. 

Por su relevancia práctica – social, la principal razón detrás las complicaciones en los 

RNPT es la relativa inmadurez fisiológica y metabólica (53); por lo tanto, se ha hecho 

necesario brindar un manejo integral, que ayude al desarrollo óptimo del prematuro. Y 

puesto que la nutrición post natal fomenta la maduración gastrointestinal y la diversidad 

microbiana (35) se crea la necesidad de investigar uno de los factores más importantes 

para este desarrollo que es la alimentación (36). 

Este estudio tuvo como objetivo conocer la microbiota de los neonatos pretérmino, 

aportando información relevante sobre el desarrollo de la microbiota intestinal, que servirá 

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 económico y mínimos efectos adversos. Como la regulación de la composición 

de la microbiota intestinal por probióticos y prebióticos ofrece la posibilidad de influir en el 

desarrollo de la inmunidad mucosa y sistémica, además de prevenir y tratar algunas 

enfermedades (27). 

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

conlleve a los neonatos pretermino a una mejor calidad de vida. 
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3. Presuposición filosófica  

Cada ser humano fue creado para buenas obras (Efesios 2:10), y como profesional de 

salud con principios éticos cristianos y conocimientos científicos se asume la 

responsabilidad de trabajar para servir y proteger los derechos humanos, haciendo de la 

ética y la moral el centro de nuestra acción profesional. La Unicef ha declarado "No hay 

causa que merezca más alta prioridad que la protección y el desarrollo del niño, de quien 

dependen la supervivencia, la estabilidad y el progreso de todas las naciones y, de hecho, 

de la civilización humana" (55). Esto nos hace reflexionar en que los niños que son ahora 

incapaces de tomar decisiones por sí mismos, se convertirán 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 atención necesaria para que estos 

niños tengan un desarrollo integral. 

Los niños son un regalo de Dios (Salmos 127:3), por ello "no puede haber una tarea más 

noble que la de dar a todos los niños un futuro mejor" (56). Los neonatos prematuros tienen 

más 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 

investigación tiene como objetivo ampliar el conocimiento e impulsar la búsqueda de nuevos 

tratamientos integrales que mejoren la calidad de vida de los neonatos, con la seguridad 

que Dios provee de “sabiduría, conocimiento e inteligencia” (Proverbios 2:6).  
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4. Objetivos de la investigación 

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 específicos 

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 concentración 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 concentración 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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Capítulo II 

Marco teórico 

1. Marco teórico  

1.1. Neonato pretérmino o prematuro 

1.1.1. Definición 

Un neonato pretérmino o prematuro se considera a un bebé nacido vivo antes de cumplir 

37 semanas de gestación (1).  

1.1.2. Clasificación 

Los niños prematuros se dividen en subcategorías en función de la edad gestacional: 

Prematuros extremos (<28 semanas) 

Muy prematuros (28 a <32 semanas) 

Prematuros moderados a tardíos (32 a <37 semanas) (1,57) 

1.1.3. Etiología 

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

clasificar en dos subtipos amplios: 

a) Nacimiento prematuro espontáneo que se puede presentar de dos maneras: 1) 

Trabajo de parto pretérmino con membranas intactas (espontáneo), 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 espontáneos; el 16-21%, por 

RPM, y el 11-15%, por indicaciones médicas fetales o maternas. Mientras que en los 

Estados Unidos, el 40-45% son espontáneos; el 25-40%, por RPM, y el 30-35%, de forma 

iatrogénica (58). 

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

interacción de factores que causan que el útero cambie de inactividad a contracciones 
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activas y al nacimiento antes de las 37 semanas completas de gestación. Los precursores 

del nacimiento prematuro espontáneo varían según la edad gestacional (57). 

La historia materna de partos prematuros es un fuerte factor de riesgo y probablemente 

se deba a la interacción de factores de riesgo genéticos, epigenéticos y ambientales. 

Muchos factores maternos se han asociado con un mayor riesgo de parto prematuro 

espontáneo, incluida la edad materna joven o avanzada, intervalos cortos entre embarazos 

y bajo índice de masa corporal materna (57) 

Una de las principales causas es la infección, tanto la local uterina (responsable de la 

mayoría 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 sífilis las 

asociadas con un aumento en la tasa de mortalidad en los mismos. También están: el estrés 

materno, la trombosis uteroplacentaria y las lesiones intrauterinas vasculares asociadas 

con sufrimiento fetal o hemorragia decidual, la sobredistensión intrauterina y la insuficiencia 

placentaria. Es frecuente que se combinen factores y que ocurra un parto prematuro por 

infección en la madre y abruptio placentae. El tabaquismo y el consumo excesivo de alcohol, 

así 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 

intervención médica a causa de complicaciones para la madre y/o el feto. Este es 

programado principalmente por preeclampsia e hipertensión gestacional, diabetes mellitus, 

hipertiroidismo materno, enfermedad pulmonar restrictiva, nefropatía materna, asma, 

enfermedad cardíaca materna, lupus. Además, la enfermedad materna limita el flujo 

uteroplacentario; por tanto, se afecta el aporte de nutrientes y oxígeno para el feto, 

provocando restricción del crecimiento intrauterino. Otros factores de riesgo son la 

desnutrición 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 infección/ inflamación; mientras que los de 33 a 37 semanas están más 

relacionados con sobredistensión intrauterina y estrés (58). 
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Figura 1: Procesos y mediadores posibles del nacimiento prematuro (19) 

 

Fuente: Perkin-Elmer. Nacimiento prematuro. 2009. 
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1.1.4. Fisiología del neonato pretérmino 

En el neonato pretérmino, el desarrollo intrauterino no ha sido completo, por lo cual, 

fisiológicamente, es diferente a un neonato a término. Los lactantes con bajo peso al nacer 

(BPN) tienen varios problemas clínicos en el primer periodo neonatal, que dependen del 

entorno intrauterino, el grado de prematurez, los traumatismos relacionados con el parto y 

la función de los sistemas orgánicos inmaduros o sometidos a estrés (60). 

Los lactantes prematuros tienen un alto riesgo de sufrir un deficiente estado nutricional 

por causa de los bajos depósitos de nutrientes (porque los nutrientes fetales se almacenan 

durante los 3 últimos meses de gestación), la inmadurez fisiológica, 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 más frecuentes son: El 

síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) causado por deficiencia de surfactante; la 

displasia broncopulmonar (DBP) o enfermedad pulmonar crónica, que se presenta 

comúnmente como una complicación tardía en los neonatos con muy bajo peso al nacer 

(MBPN) y que se define como la dependencia de oxígeno a las 36 semanas de EG; y la 

apnea del prematuro (61).  

Figura 2. Principales problemas de salud asociados a la prematuridad 

 

CAP, Conducto Arterioso Persistente; DBP, Displasia Broncopulmonar; NEC, enterocolitis 

necrotizante; SDRA, Síndrome de Distrés Respiratorio Agudo (61). 
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Por otro lado, entre las complicaciones cardiovasculares, la hipotensión sistémica, la 

hemorragia intraventricular (HIV) y el CAP que consiste en la permanencia de la 

comunicación entre la arteria pulmonar y aorta después del nacimiento. En el feto, tiene la 

función de reducir el flujo de sangre a los pulmones todavía no funcionales. El CAP afecta 

al 30% de los RNPT, ocasionando un aumento de la circulación pulmonar y disminución de 

la sistémica, causando SDRA, apnea, e inclusive fallo cardiaco. El tratamiento para esta 

patología con inhibidores de la ciclooxigenasa puede llevar a la alteración de las plaquetas 

aumentando el riesgo de HIV. (61). 

Figura 3. Anatomía y fisiología del corazón en el periodo fetal 

 

Anatomía y fisiología del corazón en el periodo fetal (izquierda) y en el neonatal (derecha). CA: 

Conducto arterioso; FO: Foramen oval (61). 

Fuente: Moles L. Adquisición y modulación de la microbiota gastrointestinal de niños prematuros. 
Universidad Complutense de Madrid; 2015. 

 

1.2. Nutrición 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 composición corporal 

similares a las de un feto normal, a la misma edad gestacional. Asimismo, también dar inicio 

a nutrición temprana, ya que esta ayudará a que la  masa corporal y densidad ósea sean 

adecuadas, además de optimizar el neurodesarrollo y prevenir complicaciones colaborando 

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

El manejo nutricional depende de las diferencias funcionales según 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 nutrición enteral (NE) 

lentamente progresiva según la evolución clínica. 

• RNPT de 28-32 semanas de EG con un peso de 1.000-1.500 g, o de muy bajo peso. 

Comúnmente precisan nutrición parenteral (NP), pero rápidamente permiten la transición 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 clínicas (64). 

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

períodos de crecimiento en el RNPT, que son:  

Transición: desde el nacimiento hasta los siete días de edad. Aquí el objetivo principal 

debe ser el de prevenir la aparición de deficiencias nutricionales y el catabolismo de 

sustratos.  

Crecimiento estable: desde la estabilización hasta el alta. El crecimiento y la retención 

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

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 niño nacido a 

término (RNAT) (65). Además, este crecimiento compensatorio debe producirse de masa 

magra y no de masa grasa ya que está asociada con alteraciones metabólicas, tomado 

hasta los 3 a 5 años de vida (62).  

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

etapas: 

Etapa inicial: se proporciona nutrición parenteral y nutrición enteral mínima (NEM).  

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

fórmula para prematuros (FPP).  

Etapa post alta: la cual implica alimentación por succión, pecho, LHF y FPP (62). 

Se define como aporte enteral mínimo, hasta 24 ml/kg/día, comenzando desde los 

primeros cuatro días hasta la semana de vida. La incorporación precoz del aporte enteral 

favorece el crecimiento de los RNPT, acorta el tiempo de nutrición parenteral, disminuye 

los días de internación y no aumenta la incidencia de enterocolitis necrotizante (ECN), 
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además de promover la función trófica al enterocito, genera un estímulo neuroendócrino 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 

Organización Mundial de la Salud (OMS), la Academia Americana de Pediatría (AAP) y el 

Comité de Lactancia de la Asociación Española de Pediatría recomiendan la lactancia 

materna exclusiva durante los 6 primeros meses de vida y luego continuarla 

complementando con otros alimentos hasta los 2 años o más (67). 

1.3.1. Leche materna 

La leche materna o humana (LH) es una secreción de la glándula mamaria (68), 

considerada un producto vivo de gran complejidad biológica, activamente protectora e 

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

1.3.2. Composición 

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

suspensión-micelas de caseína y solución-constituyentes hidrosolubles (70).  

La fracción emulsión corresponde a la fase lipídica de la leche humana, en la cual se 

concentran las grasas, los ácidos grasos libres, las vitaminas y constituyentes liposolubles. 

Mientras que la fracción de suspensión corresponde a la fase donde las proteínas 

plasmáticas caseínas y casi el total del calcio y fósforo se encuentran en forma de micelas, 

su principal función es nutricional (crecimiento estructural-celular). Por último, la fracción de 

solución corresponde a la fase constituida por sustancias hidrosolubles; como algunas 

vitaminas, minerales, carbohidratos, proteínas, enzimas y hormonas; fracción también 

considerada como suero de la leche (70). 

Las principales variaciones en la composición 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 concentración de 

lípidos, es la consecuencia del predominio de la fracción emulsión en la fase del vaciamiento 

de la mama. De esta forma, a lo largo de una toma completa, el lactante recibe un producto 

dinámico y variable, con características distintas y ajustadas al momento específico 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 está compuesta, por agua; permitiéndole al recién 

nacido mantener un perfecto equilibrio hidroelectrolítico (71).  

Lípidos: Tiene aproximadamente 3.5 g de grasa en 100 ml de leche, esto representa el 

40% de las calorías proveniente de las grasa (71). Además contiene ácidos grasos 

poliinsaturados de cada larga (ácido docosahexanoico: DHA y ácido araquidónico: AA); 

importantes en el desarrollo neurológico del niño (72). 

Las concentraciones de grasa aumentan, en el calostro desde 2g/100ml hasta 4 o 

4,5g/100ml a los 15 días 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 disacárido lactosa (72) que representa 

el 90% y favorece la proliferación de la flora acidófila, mientras que el 10% restante está 

constituido por diferentes oligosacáridos cuya composición no se conoce exactamente (73). 

Proteínas: se encuentra en forma de caseína, contiene un equilibrio de aminoácidos 

adecuada para el lactante. Su concentración es 0.9 g por 100 ml menor que la leche animal, 

aparte están sus proteínas solubles en suero (72): alfa-lactoalbúmina, lactoferrina, 

seroalbúmina, beta-lactoglobulinas, inmunoglobulinas, glicoproteínas, lisozimas, enzimas, 

moduladores del crecimiento, hormonas (73). 

La alfa-lactoalbúmina tiene un papel importante en la síntesis de la lactosa y es fuente 

de aminoácidos esenciales como triptófano, lisina y cistina. Así también, la lactoferrina tiene 

acción bacteriostática sobre microorganismo como el E.coli, y contribuye a la absorción 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 función es proteger la 

glándula mamaria así como las mucosas del lactante. La proporción se modifica 

progresivamente desde calostro hasta llegar al nivel que se mantendrá en la leche madura 

(1740 mg/100ml de IgA y 43 mg/100ml de IgG; 100mg/100ml IgA y 4 mg/100ml de IgG 

respectivamente) (74).   

Lisozima: es una enzima y se encuentra en altas concentraciones, tiene propiedades 

anti-inflamatorias y ayuda a la mantención de la flora intestinal del lactante por su efecto 

bacteriolítico contra la enterobacterias y bacterias gram positivas (73,75).  
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Lactoferrina: Tiene acción bacteriostática sobre gérmenes ferro-dependientes como E. 

coli y contribuye a la absorción del hierro en el intestino. En lactantes la terapia de hierro 

puede saturar los receptores para la lactoferrina e inhibir su función bacteriostática (75). 

Nucleótidos: son compuestos que pertenecen a la fracción nitrogenada no proteica de la 

leche materna que constituye entre el 18-30% del nitrógeno total, un papel clave en 

numerosos procesos bioquímicos y fisiológicos, tales como procesos de transferencia de 

energía, precursores de la síntesis de ácidos nucleicos (ADN y ARN) y son claves en la 

síntesis de carbohidratos, lípidos y proteínas. También actúan sobre el sistema inmunitario, 

metabolismo lipídico y funcionalidad hepática (40). 

1.3.2.3. Vitaminas y minerales 

La absorción de vitaminas liposolubles en el lactante está relacionada con la variabilidad 

de la concentración 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 actúa 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 provisión 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 regulación metabólica, favorece un mejor desarrollo emocional e 

intelectual (vínculo madre – hijo) (76), previene infecciones gastrointestinales como diarreas 

y NEC, otitis media, dermatitis atopia, mayor protección inmunológica (enfermedad celíaca, 

Crohn), menor riesgo de sensibilidad alérgica, condiciona una menor incidencia de 

enfermedades crónicas no transmisibles (diabetes mellitus), enfermedades respiratorias,  

algunos cánceres (77). 

1.3.4. Microbioma de la leche humana 

La microbiota de la leche humana, como cualquier otro nicho ecológico en el microbioma 

humano, no se considera un entorno aislado, sino una red de comunidades 

interrelacionadas (78). 

La transmisión 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 glándula mamaria no están claros. Inicialmente se creía en la hipótesis de “la 
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contaminación” 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 glándula mamaria podría verse facilitado por un cierto 

grado de flujo retrógrado en los conductos mamarios durante la succión (78).  

Por otro lado, las bacterias pueden aislarse del calostro antes que el bebé nazca, 

surgiendo la hipótesis de la "migración 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 dañar la integridad de la barrera epitelial. También, los macrófagos 

son esenciales para la diseminación extra intestinal de bacterias no invasivas. Asimismo, la 

capa de células M especializadas de los parches de Peyer y los folículos linfoides 

muestrean bacterias comensales, después de lo cual las CD residentes recogen las 

bacterias y las transportan a los ganglios linfáticos mesentéricos (GLM). Por lo tanto, una 

vez dentro de las CD, las bacterias intestinales podrían propagarse a otros lugares debido 

a la circulación de células inmunitarias dentro del sistema linfoide asociado a la mucosa. 

Las células estimuladas con antígeno migran de la mucosa intestinal para colonizar las 

superficies mucosas distantes, como las de las vías respiratorias y genitourinarias, las 

glándulas salivales, lagrimales, la glándula mamaria y el lactante (78,79).  

Figura 4. Teoría de migración activa 

 

Fuente: Osorio LM, Umbarila AS. Microbiota de la glándula mamaria. Pediatria (Santiago). Revista 

Pediatría EU; 2015;48(1):1–8. 
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Por otro lado, los cambios hormonales y fisiológicos 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 glándula 

mamaria y la liberación de oxitocina, que causa la contracción de las células mioepiteliales, 

también puede facilitar la presencia de bacterias endógenas en la leche materna. Además, 

la progesterona desempeña un papel inhibidor de la respuesta inmune y ayuda a la 

dilatación de los conductos lácteos. Las gonadotropinas, como la hormona estimulante del 

folículo (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la gonadotropina coriónica humana (hCG), 

también pueden modular las respuestas inmunitarias. Asimismo, las hormonas lactógenas 

son responsables de la regulación de la migración masiva de células inmunes hacia la 

glándula mamaria. La prolactina estimula el incremento en el transporte transcelular a 

través de la alteración de la Claudina. Del mismo modo, el cultivo de células epiteliales de 

la glándula mamaria en presencia de hormonas del embarazo indujo la producción de 

citoquinas inflamatorias, promoviendo el reclutamiento y la adhesión de células innatas. Los 

procesos inflamatorios son necesarios para la remodelación tisular y la angiogénesis y son 

esenciales para el desarrollo normal de la glándula 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 

circulación sanguínea (78).  

Figura 5. Establecimiento del microbioma de la leche humana 
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Los cambios fisiológicos durante y después del embarazo facilitan la migración de bacterias a la 

glándula mamaria. (A) Los cambios hormonales que ocurren en este período pueden influir en la 

permeabilidad intestinal, lo que podría facilitar la captación bacteriana. (B) A través del flujo 

retrógrado, la microbiota cutánea 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 migración masiva de células 

inmunitarias a las glándulas mamarias podría proporcionar otra ruta posible para alterar el 

microbioma de la leche humana (78). 

Fuente: Jeurink P V., van Bergenhenegouwen J, Jiménez E, Knippels LMJ, Fernández 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 Organización Mundial de la Salud y la Unicef (39) recomiendan para niños  

prematuros o enfermos, cuando no es posible brindar leche materna de la propia madre, la 

alimentación con leche humana donada, la cual se somete a pasteurización para reducir 

los contaminantes bacteriológicos y virales (80), influyendo en sus propiedades bioactivas 

con menos beneficios que la leche cruda (81,82). Sin embargo, no hay evidencia clínica de 

beneficios de la leche cruda comparada con pasteurizada (83–85), pero si la leche de 

donante tiene ventajas documentadas en comparación con la fórmula (44). Siendo así que 

incluso el Brasil atribuye a los BLH, la disminución del 73% en la mortalidad infantil (46), 

alcanzando así la meta fijada en los objetivos de desarrollo del milenio: reducir en dos 

tercios la mortalidad de menores de cinco años entre 1990 y 2015 (47). 

1.4.1. Cambios en la leche humana pasteurizada 

Existen factores diferentes a la pasteurización que afectan la leche humana donada 

(LHD) en formas clínicamente significativas, incluyendo la madurez de la glándula 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 congelación-descongelación 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 pasteurización. 

Componente Función LHP 

Proteínas bioactivas:     

*Inmunoglobulinas  

*Citocinas protectoras 

y quimiocinas         

*Membrana del 

glóbulo graso de la 

leche 

*Antiinflamatorio          

*Antiinfeccioso                   

*Protección de barrera intestinal  

*Epigenético                    

*Inmunomodulación                    

*Puede tener un papel en la 

programación inmune temprana 

*Inferior a la leche madura debido 

a la congelación y pasteurización                

*Poca o ninguna bioactividad en 

algunos componentes 

*La congelación-descongelación 

altera la estructura de la 

membrana de glóbulos grasos  

*Las transferencias múltiples y la 

manipulación dan como resultado 

la adherencia de los lípidos no 

homogeneizados a las superficies 

del recipiente.  

Factores de 

crecimiento: 
    

*Factor de crecimiento 

epidérmico                    

*Factor de crecimiento 

transformante              

*Factor de crecimiento 

vascular endotelial               

*Factor de crecimiento 

similar a la insulina-1    

*Eritropoyetina 

*Función sinérgica para promover 

el crecimiento, la maduración y la 

protección del tracto 

gastrointestinal    

*Puede ser especialmente 

importante para los bebés muy 

prematuros que tuvieron menos 

ingestión de líquido amniótico                                              

*Potencial de absorción a través 

de vías paracelulares abiertas en 

el epitelio intestinal temprano 

después del nacimiento                          

*Papel especulado en el 

crecimiento y protección de 

órganos específicos 

*Reducido con la pasteurización                          

*La bioactividad varía con el factor 

de crecimiento; algunos son 

erradicados, y algunos se 

conservan 

Macronutrientes:     

*Proteína                          

*Lactosa                            

*Lípido 

*Proporcionar sustrato para el 

crecimiento y desarrollo               

*Los lípidos de la leche materna 

madura son los más variables y 

los más propensos a las 

deficiencias iatrogénicas en el 

entorno de UCIN. 

*Múltiples ciclos de congelación-

descongelación y cambios en los 

envases reducen los lípidos        

*Todas las enzimas digestivas 

transmitidas por la leche humana 

se reducen significativamente 

(amilasas y proteasas) se 

destruyen (lipasas) con la 

pasteurización, lo que reduce la 

biodisponibilidad 

Hormonas 

metabólicas: 
    

*Leptina                          

*Adiponectina 

*Regulación metabólica            

*Puede tener un papel en la 

programación de nutrición 

temprana 

Reducciones significativas con la 

pasteurización que son aditivas al 

declive longitudinal 
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Microbioma     

*Bacterias 

comensales 

transmitidas por leche 

materna que no son 

contaminantes de la 

piel                              

*Muy específico para 

la madre individual 

*Importante para la colonización 

temprana del intestino  

*Puede estar vinculado a 

oligosacáridos de la leche 

materna individuales para sustrato 

prebiótico        

*Puede tener un papel en la 

programación inmune y nutricional 

temprana                                    

*Puede tener un papel en la 

neuroprotección 

Destruido con pasteurización 

Oligosacáridos     

Azúcares complejos 

sin valor nutricional             

*3er soluto más alto 

en leche materna 

(mayor que la 

proteína)                        

*> 200 identificados en 

LM  

*Variabilidad 

individual marcada en 

cantidad y tipo 

*Prebiótico                   

*Antimicrobiano                         

*Antiadherente                            

*Modulación de las células 

epiteliales e inmunes                                   

*Papel potencial en el 

neurodesarrollo                     

*Preservado en gran medida con 

almacenamiento y pasteurización            

CD14 soluble     

Receptor de 

reconocimiento de 

patrones 

Facilita la diafonía entre 

enterocitos bacterianos en el 

intestino inmaduro 

88% de reducción con 

pasteurización y ciclos de 

congelación-descongelación 

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. Fórmulas 

Los organismos internacionales que elaboran las normas de composición de las fórmulas 

infantiles y cuyos requerimientos en nutrientes deben cumplirse son: el Comité de Nutrición 

de la Sociedad Europea de Gastroenterología y Nutrición Pediátrica (ESPGAN), el Comité 

de Nutrición de la Academia Americana de Pediatría (AAP) y el Comité Científico para la 

Alimentación de la Comisión de las Comunidades Europeas (CEE) (87).  

1.5.1. Fórmulas para prematuros (FPP) 

Estas fórmulas están creadas para recién nacidos pretérmino con un peso menor a 2.500 

gramos, y no existe un periodo de administración máxima pero se acepta que sea 

suministrado hasta que la edad corregida alcance las 38 semanas de gestación, o el peso 

del niño supere los 2.000-2.500 gramos con parámetros bioquímicos (fosfatasa alcalina y 

albúmina) normales (87). 
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Las FPP tienen mayor contenido proteico que las fórmulas estándar y tienen un aporte 

de aminoácidos similar al de la leche humana ya que la relación caseína/seroproteína es 

40/60 y esta es la única proteína utilizable por el recién nacido, debido a que su capacidad 

para metabolizar aminoácidos está limitada por la inactividad de ciertas enzimas a nivel 

hepático (87).  

La cantidad de lactosa se suele sustituir hasta en un 50% del aporte por polímeros de 

glucosa, para así reducir su carga debido a la deficiencia y vulnerabilidad de lactasa 

intestinal. Por otro lado, los lípidos son añadidos en una mezcla de grasas vegetales, 

triglicéridos de cadena media (TCM) y grasa láctea. Se recomienda una relación 

linoleico/linolénico (L/LN) entre 5 y 15, y complementar con ácidos grasos poliinsaturados 

de cadena larga (LCPUFA) (87) principalmente n-6 (ácido araquidónico) y n-3 (ácido 

docosahexanoico), ya que en el recién nacido prematuro se consideran esenciales por la 

inmadurez del sistema enzimático de las desaturasas y enlongasas; además de ser 

componentes estructurales de las membranas, en los fosfolípidos del sistema nervioso 

central y en los fotorreceptores de la retina (88) 

En las FPP, es más elevado el contenido de electrólitos, calcio y fósforo que en las 

fórmulas de inicio. Se sigue evaluando la necesidad de añadir taurina, carnitina, colina, 

inositol y colesterol (87). 

Para cubrir los requerimientos del neonato prematuro, se realiza una reconstitución de 

las fórmulas hasta alcanzar una densidad calórica más elevada que en las fórmulas de 

inicio (65-85 versus 64-72 Kcal/100ml), lo cual es una ventaja ya que la capacidad gástrica 

de los bebés es pequeña y el tiempo de crecimiento prolongado. Es por esta concentración 

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

La leche de la propia madre se considera la alimentación más adecuada para el niño 

prematuro, por sus ventajas inmunológicas, nutricionales y psicológicas, aunque pasadas 

4 semanas postparto su composición es similar a la leche humana del niño a término y sería 

insuficiente el aporte de proteínas, calcio, fósforo, vitamina D y sodio, sobre todo en 

neonatos menores de 1,5 kg (87). 
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Tabla 2. Composición de la fórmula para prematuro y leche materna. 

  
FPP 

(Enfamil) 

FPP líquida 
Enfamil de 

24 kcal 

Fortificante de 
LH (Enfamil) 

Calostro 
Leche 

madura 

  
Por 100 g 
de polvo 

Por 100 ml 
4 Viales + 100ml 

de leche 
materna 

Por 100ml 
Por 

100ml 

Valor energético, kcal 2103 82 97 58 70 

Valor energético, kJ  503 343 420   

Carbohidratos, g 52 8,8 8,5 5,3 † 7,3 † 

Proteínas, 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, μg RE 676 330 360 89  47  

Vitamina D, μg 8,75 6 4,9 - 0,004 

Vitamina E, mg ɑ-TE 3 3,4 4,1* 1,28 0,315 

Vitamina C, mg 80 16 20 0.044 0,040 

Ácido fólico, μg 130 32 34 - 5,2 

Vitamina B1, mg 1 0,13 193 ‡ 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, μg 1,5 0,2 0,66 200 26 

Biotina, μg 25 3,2 3,9 0,1 0,6 

Ácido pantoténico, 
mg 

4,25 0,97 1150 0,183 0,225 

Vitamina K, μg 40 7,3 7,8 0,23 0,21 

Colina, mg 120 20     

Calcio, mg 600 134 141 23 28 

Fósforo, mg 330 73 79 14 15 

Yodo, μg 105 20   12 7 

Hierro, mg 9 1,5 1,8 0,045 0,040 

Magnesio, mg 40 7,3 5,1 3,4 3,0 

Zinc, mg 5 1,2 1,3 0,540 0,166 

Cobre, μg 600 97 98 46 35 

Manganeso, mcg 0,08 5,1 10 - 0,4-1,5 

Potasio, mg 525 80 96 74 58 

Cloruro, mg 390 86 86 91 40 

Selenio, μg 14 4,1     

Taurina, mg 30 4,9  - - 8 

(*) Leche materna recolectada de madres prematuras; (‡) μg; (†) lactosa; (**) μg/dl. 
 

Fuente: Elaboración propia. Compilación de:(89) 1Vademécum Enfabebé. Mead Johnson. 2017. (90) 2Aguilar 

Cordero MJ. Lactancia materna. 1a edición. Madrid, España: 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, Díaz-Gómez 

M, Gómez A, Hernández-Aguilar MT, Landa L, et al. Lactancia materna: guía para profesionales. Comité 

de Lactancia Materna de la Asociación Española de Pediatría. 2004. 1-442 p. 5 (93) MINSAL, UNICEF. 

La leche humana, composición, beneficios y comparación 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 óptimo crecimiento corporal, el desarrollo de la 

inmunidad y la nutrición (94). Además, coloniza el intestino al nacimiento y permanece allí 

durante toda la vida del individuo. Siendo aproximadamente el íleon distal y el colon 

colonizados por 1012 -1014 bacterias (94,95). 

1.6.1.2. Probiótico y Prebiótico 

Los probióticos son los microorganismos vivos que le otorgan salud al huésped (25) y 

los prebióticos son los oligosacáridos 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 probióticos ejerzan su efecto, no siempre colonizan el tracto intestinal; 

siendo así que algunos se vuelven parte de la microbiota intestinal pero otros no. Los 

probióticos no colonizadores ejercen indirectamente sus efectos de manera transitoria, 

remodelando o influenciando la comunidad microbiana existente (97).  

1.6.2. Adquisición y desarrollo de la microbiota 

La  microbiota está compuesta por una variedad y complejidad bacteriana; siendo que 

cada una asume una función individual (26), este ecosistema incluye a numerosos 

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

La composición inicial de la microbiota se determina desde el nacimiento y depende 

principalmente de dos factores: el tipo de parto y la alimentación, aunque en las unidades 

de cuidados intensivos neonatales, es influenciada por la terapia antibiótica prolongada, 

nutrición parenteral, alimentación oral retardada e intubación (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 cesárea al no estar expuestos a la microbiota materna 

tienen una colonización intestinal tardía (102).  

Además, que el genotipo del huésped representa un factor indeterminado cuando se 

intenta mostrar la transmisión vertical de los microbios de los padres a los hijos debido a 

que se ha sugerido que este también afecta la composición y función de la comunidad 

bacteriana en el intestino. Así lo demuestra un estudio realizado en gemelos monocigóticos 

adultos, hermanos y sus parejas matrimoniales, el cual mostró similitudes entre las 

comunidades microbianas intestinales de gemelos monocigóticos mientras que sus 

compañeros conyugales a pesar que viven en el mismo ambiente y que tienen hábitos 

alimentarios comparables, mostraron baja similitud que no era significativa; asimismo, en 

gemelos dicigóticos y hermanos su microbiota era tan similar entre sí como la microbiota 

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

Por otro lado, los microbios del ambiente, los orales y cutáneos de la madre serán 

transferidos mecánicamente al recién nacido mediante varios procesos incluyendo el 

amamantamiento, los besos y los cuidados (104).  

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

separadas (36): 

1ª fase: alrededor de la 1ª-2ª semana de vida. 

2ª fase: periodo restante de alimentación a pecho exclusivamente. 

3ª fase: tiempo entre el comienzo de la alimentación complementaria y del cese de la 

alimentación a pecho. 

4ª fase: periodo de conversión de los patrones de microbiota adulta empezando tras la 

finalización del destete. 
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Figura 6. Cambios de la flora intestinal desde el nacimiento hasta la vejez (36) 

 

Fuente: Pérez D, Lopez G, Periago M, Ros G. Evolución 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 oxígeno que lleva a un ambiente favorable para el 

establecimiento de géneros anaerobios estrictos como Bacteroides, Bifidobacterium y 

Clostridium en los primeros días (4-7 días) seguidos por especies Veillonella, Eubacterium 

y Ruminococcus y alrededor del año las especies anaerobias se expandirán y superarán 

en número a las bacterias facultativas hacia un perfil microbiano adulto, caracterizado por 

la preponderancia de Bacteroides y Firmicutes, común ocurrencia de Verrucomicrobia y 

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 intrínsecos 

1. Edad gestacional.- Es la principal causa de dificultad de implantación de 

Bifidobacterium, mientras que las enterobacterias y bacteroides colonizan fácilmente el 

colon (26,108). 

Factores extrínsecos  

2. Tipo de parto.- En neonatos nacidos por cesárea se retarda la colonización por 

Bacteroides, Bifidobacterium y E.coli, a diferencia de los nacidos por parto vaginal 

(26,94,109,110). Asimismo, según un estudio realizado por Goedert los adultos nacidos por 

cesárea parecen tener una composición claramente diferente de su microbiana fecal, este 
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estudio desconoce si esta distinción se adquirió durante el nacimiento y si afecta el riesgo 

de enfermedad durante la edad adulta (111). 

3. Tipo de alimentación.- Los recién nacidos alimentados con fórmulas infantiles ricas en 

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

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

por Enterobacterias (26). 

5. Antibioterapia.- La exposición temprana a este tipo de fármacos altera la microflora 

intestinal (26). 

1.6.4. Anatomía de la Barrera intestinal 

La mucosa intestinal comprende una capa de células epiteliales columnares polarizadas 

y una región subepitelial que contiene la lámina 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 

están por encima de la membrana basal, subyacente a la unión estrecha. La lámina propia 

incluye un tejido linfoide difuso formado por macrófagos, células dendríticas, células 

plasmáticas, linfocitos de la lámina propia y, en ocasiones, neutrófilos, y un tejido linfoide 

estructurado formado por los parches de Peyer, que contienen células M, células 

dendríticas y linfocitos (112). 
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Figura 7. Anatomía y componentes de la barrera intestinal 

 

SNC: Sistema nervioso central; ENS: Sistema nervioso entérico; IS: Sistema inmunológico; CEI: 

Células epiteliales intestinales; ISC: Células madre intestinales; ECC: Células enterocromafines; 

sIgA: IgA secretora (112). 

1.6.5. Comunicación huésped-flora en la superficie de la mucosa. 

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

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

El epitelio intestinal forma una barrera selectiva, que favorece la absorción de nutrientes, 

regula los movimientos de iones y agua, y limita el contacto del huésped con la carga 

intraluminal masiva de antígenos y microbios en la dieta (113). Por tanto, el epitelio 

intestinal proporciona la primera línea 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 

que dirigen respuestas inmunes innatas y adaptativas. En segundo lugar, las células M que 

recubren los folículos linfáticos toman muestras del microambiente y transportan los 

antígenos luminales a las células dendríticas adyacentes y otras células presentadoras de 

antígenos (CPA). En tercer lugar, las células dendríticas (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 linfático mesentérico, donde 

son inducidas las respuestas inmunes a las bacterias comensales. Por lo tanto, el ganglio 

linfático mesentérico impide el acceso de bacterias comensales al medio interno. La 

capacidad de las células inmunosensoriales para discriminar las bacterias patógenas de las 

comensales está 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 oligomerización de unión a nucleótidos / dominio de reclutamiento de 

caspasa isoformas (NOD / CARD). Los TLR y las proteínas NOD son expresadas por los 

enterocitos de la superficie y células dendríticas en los intestinos. Estos PRR tienen un 

papel fundamental en la activación de las células inmunitarias en respuesta a patrones 

moleculares asociados con microbios específicos, volviéndose crucial para la comunicación 

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 enteropatógenas (31). 

Figura 8. Detección inmunosensorial de bacterias intestinales 

 

Los enterocitos de superficie secretan muchos mediadores inmunitarios en respuesta a los 

antígenos, incluidos los péptidos antibacterianos, la inmunoglobulina A (IgA) y las quimiocinas. Las 

células epiteliales especializadas, denominadas células M, transportan y suministran antígenos a 

las células presentadoras de antígenos, que posteriormente procesan los antígenos y los 

presentan a las células T vírgenes. Las células dendríticas presentadoras de antígenos (DC, por 



43 
 

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 detección 

de antígenos 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 translocación es mínima o nula, y el sistema inmunitario 

intestinal se encuentra en un estado de tolerancia, sin signos de inflamación. A la inversa, 

cuando la barrera de la mucosa falla, aumenta la translocación de moléculas / 

microorganismos de la luz, con una estimulación de las células inmunitarias residentes, 

disbiosis y alteraciones en la reparación y permeabilidad epitelial. Esto crea un desequilibrio 

que en última instancia puede dar lugar a una reacción inflamatoria manifiesta. El equilibrio 

puede restablecerse mediante la estimulación de los elementos de la función de barrera o 

mediante la inhibición de la cascada inflamatoria secundaria (114). 

Figura 9. Funcionamiento de la barrera mucosa 

 

Diagrama que muestra el funcionamiento de la barrera mucosa en condiciones homeostáticas 

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

1.6.6. Papel fisiológico y capacidad metabólica de la microbiota 

intestinal. 

La flora intestinal degrada los restos no digeribles de la dieta (como: almidón, celulosa, 

hemicelulosa, inulina, oligosacáridos), dando lugar a ácidos grasos de cadena corta (ácido 

acético, butírico y propionico, etanol y ácido láctico); todos ellos contribuyen a acidificar el 

colon proximal y ciego (pH 5,5 – 5,9), a la vez favorecen la absorción 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 energía por el colonocito, siendo que a la vez 

contribuye al trofismo, regulando la diferenciación celular y disminuyendo el riesgo de 

cáncer (98).  

Acetato: se utiliza para la síntesis de colesterol y la lipogénesis en el hígado (98).  

Propionato: actúa como inhibidor competitivo del transporte del acetato hacia el interior 

de los hepatocitos (98). 

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

la glucosa post prandial y la respuesta insulínica (98) 

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

 

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 órgano. 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 dendríticas; Gm, Gram 
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negativa; HPA, hipotálamo-hipófisis-suprarrenal; Iap, fosfatasa alcalina intestinal; PG, 

peptidoglicano; PSA, polisacárido A (115). 

Fuente: Sekirov I, 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 más profundas a nivel intestinal, en las zonas del íleon terminal y con menos 

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

La NEC es una de las urgencias gastrointestinales más 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 cirugía (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 colonización 

microbiana anormal en el intestino y una mucosa intestinal altamente inmunorreactiva, 

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

Estudios han demostrado las posibles bacterias colonizadoras y originadoras de NEC 

entre las cuales están: 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 más reciente predominó Clostridium perfringens y Bacteroides dorei. 

Pero se obtiene información limitada sobre la composición 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 

están presentes en neonatos que desarrollan NEC en comparación a los lactantes sanos, 

pero se necesitan más estudios para que este sea un marcador bioquímico predictivo de 

NEC (125). 

Varios estudios se han realizado para buscar formas de prevención y tratamiento frente 

a la NEC (121,126). Schanler et.al., concluyeron que la leche materna y la leche donada de 

banco ofrecen más ventajas como una menor estancia hospitalaria e incidencia a 

infecciones que las fórmulas 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 probióticos orales (Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium infantis), 

disminuyen el riesgo de padecer NEC (127); Wu et.al., demostraron en ratas prematuras 

que la especie Bifidobacterium adolescentis previene NEC (128). 

1.6.8. Microbiota gastrointestinal. 

Más del 99% de la microflora intestinal está compuesta por bacterias que mantienen una 

relación 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. Clasificación de las bacterias encontradas en la microbiota. 

Phyla Familia Géneros Especies 

Firmicutes 

Streptococcaceae 

Lactococcus 

Lactococcus lactis 

Lactococcus lactis subsp. 

Cremoris 

Streptococcus 

Streptococcus bovis 

Streptococcus intermedius 

Streptococcus mitis 

Streptococcus viridans 

Lactobacillaceae 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 

Clostridiaceae Clostridium 

Clostridium leptum 

Clostridium orbiscindens 

Clostridium difficile 

Staphylococcaceae Staphylococcus S. epidermidis 

Eubacteriaceae Eubacterium  

Peptococcaceae  Peptococcus  

Enterococcaceae Enterococcus 
E. faecalis 

E. faecium 

Veillonellaceae  Veillonella  

Lacnospiraceae   

Ruminococcaceae Ruminococcus Ruminococcus obeum 
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Actinobacterias 

Bifidobacteriaceae Bifidobacterium 

B. animalis 

B. bifidum 

B. breve 

B. catenulatum 

B. dentium 

B. gallicum 

B. infantis 

B. longum 

B. pseudocatenulatum 

B. pseudolongum 

B. thermophilum 

Propionibacteriaceae Propionibacterium  

Micrococcaceae Micrococcus  

Proteobacterias 

Enterobacteriaceae 

Escherichia 
E. Coli 

E. fergusonii 

Klebsiella 
K. oxytoca 

K. pneumoniae 

Yersinia 

Y. bercovieri 

Y. frederiksenii 

Y. rohdei 

Serratia 
S. marcescens 

S. liquefaciens 

Enterobacter 
E. aerogenes 

E. cloacae 

Citrobacter C. freundii 

Pseudomonadaceae Pseudomonas 
P. aeruginosa 

P. stutzeri 

Pasteurellaceae Haemophilus  

Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides B. fragilis 

Fuente: Elaboración propia. Compilación de diferentes autores: 1Moles L, Gómez 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) 3Fan 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 Illumina 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 ácido láctico (LAB) y 

representan las bacterias más estudiadas como los principales microorganismos 

probióticos (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).  

Además, algunas especies de este genero mejoran el estado clínico e inmunológico de 

los pacientes afectados por la dermatitis atópica moderada / grave y asma. Esta cepa 

específica no sólo fue capaz de conducir un aumento significativo en la respuesta T-helper, 

sino también para modular positivamente la composición de la microbiota intestinal 

(130,132–135). 

1.6.8.2. Bifidobacterium. 

Son bacterias Gram positivas, anaeróbicas, no esporuladas, normalmente ramificadas, 

encontrándose en el tracto gastrointestinal humano, la cavidad oral, el tracto genitourinario 

femenino y la vagina. Son uno de los pocos organismos residentes del tracto 

gastrointestinal estéril de los recién nacidos. Se han identificado más de 30 especies 

diferentes de Bifidobacterium y pueden considerarse como bacterias no patógenas; 

además, se han utilizado terapéuticamente en forma de probióticos 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 

que puede usar diferentes azúcares para producir principalmente ácido L- láctico. Se han 

examinado los efectos del oxígeno con Lactococcus lactis y la oxigenación de los cultivos 

da como resultado un estado redox alterado y una mayor actividad oxidasa de NADH; como 

consecuencia, la fermentación de azúcar se desplaza hacia fermentación mixta, y ácido 

acético, ácido fórmico, CO 2, etanol y acetoína, así como el ácido láctico (137).  

Por otro lado, Huynh y Li reportaron en 2015 que L. lactis acelera de manera efectiva la 

migración celular por medio de la expresión dual y la secreción del factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) y el factor 3 del trébol (TFF3) que puede ayudar a tratar el daño intestinal 

y la inflamación (138). Se demostró que un aislado de L. lactis produce nisina, una 

bacteriocina de amplio espectro utilizada en la industria alimentaria para prevenir patógenos 

bacterianos y deterioro (139), además mostró 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 vehículo para 

producir y administrar pEGF. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es importante en la 

regulación de la proliferación celular, la diferenciación, la supervivencia y la apoptosis. LL-

pEGF aumentó la altura de las vellosidades en el duodeno, yeyuno e íleon (P <0.05), 

también disminuyó Escherichia coli y los recuentos de enterococos en el íleon y aumentó 

Lactobacillus en el íleon y el ciego (P <0.05). Asimismo, la administración intragástrica de 

L. lactis secretora de IL-10 causó una reducción del 50% en la colitis en ratones tratados 

con dextrano sulfato de sodio y previno la aparición de colitis en ratones (142). 

1.6.8.4. Staphylococcus. 

Son cocos redondos grampositivos aislados, en parejas, cadenas cortas y, 

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 concentración de sal (7.5%), en agar sangre 

originando colonias de 1-3 mm de diámetro. 

El género Staphylococcus tiene aproximadamente 30 especies, de las cuales son tres 

las que se destacan más y son de relevancia clínica: S. aureus, S. epidermidis y S. 

saprophyticus, ya que son los principales patógenos que 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 antibióticos 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 más 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 millón de infecciones y 29.000 muertes en 2011. Las opciones 

de tratamiento son siendo limitadas. Además, la aparición de cepas resistentes a los 

antibióticos actualmente utilizados ha llevado a los  Centros para el Control y Prevención 

de Enfermedades (CDC) a incluir la C. difficile como una de las principales "Amenazas de 

resistencia a los antibióticos 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 años. 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 antibióticos, 

donde además de la diarrea, puede causar colitis seudomembranosa (CSM), enfermedad 

atribuida, en la mayoría 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 más clásico, sencillo y económico para analizar la microbiota intestinal es el 

aislamiento de las bacterias en medios de cultivo para su posterior identificación, mediante 

el estudio de sus características fenotípicas y pruebas bioquímicas (148).  Pero debido a 

que una gran cantidad de las bacterias entéricas no pueden cultivarse ex vivo mediante 

técnicas estándar, actualmente la identificación de diversas especies se está trabajando 

mediante métodos moleculares (97), como los basados en variaciones de la PCR 

(Polymerase Chain Reaction, Reacción en Cadena de la Polimerasa) para analizar tanto 

ADN (Ácido Desoxirribonucléico) como ARN (Ácido Ribonucléico).  

1.7.1. Reacción 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 desoxinucleótidos (dNTP) y 

una secuencia de doble cadena corta (cebado). La síntesis se dirige de 5 'a 3' desde la 

región de cebado. En la PCR, las secuencias de ADN de doble cadena se producen 

selectivamente agregando un gran exceso de oligonucleótidos de ADN específicos al ADN, 

bajo condiciones apropiadas. Estos cebadores oligonucleotídicos generalmente están 

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

En la práctica, dos cebadores oligonucleotídicos específicos se sintetizan y se agregan 

al ADN de manera que sitian la región 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 unión al ADN (recocido) se logra al fundir el ADN de doble 

cadena a 94 ° C y enfriar la mezcla a 40-55 ° C. La adición de la enzima polimerasa en este 

punto conducirá a la síntesis de cadenas de ADN complementarias a lo largo de las cadenas 

codificantes originales y no codificantes de los sitios de unión del cebador. Si el proceso se 

repite, es decir, se funde a 94 ° C y luego se enfría cíclicamente, entonces el área de ADN 

entre los dos cebadores se amplificará logarítmicamente porque las cadenas recién 

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

Además, originalmente se utilizó la enzima polimerasa de Escherichia coli (ADN 

polimerasa I del fragmento Klenow), pero esta enzima se destruye a la temperatura de 

fusión de 94 ° C, lo que requiere la adición de enzima nueva para cada ciclo. La introducción 

de una enzima polimerasa de ADN termoestable de Thermus aquaticus (Taq) que puede 

sobrevivir a la incubación prolongada a 94 ° C, y que es más activa a aproximadamente 70 

°C, eliminó la necesidad de agregar polimerasa en cada ciclo. Esto también significa que a 

la temperatura relativamente alta (70 ° C) de la etapa de síntesis o extensión, los cebadores 

tenderán a hibridar específicamente con su secuencia complementaria, reduciendo así la 

amplificación de áreas no específicas. Por esta razón, actualmente PCR se lleva a cabo 

utilizando la polimerasa Taq. Los tiempos de incubación para la etapa de desnaturalización 

o fusión, la etapa de reasociación o recocido y la etapa de extensión son del orden de dos 

a tres minutos, y se utilizan más 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 única predominante equivalente en 

longitud a la distancia entre los extremos 5 'de los cebadores oligonucleótidos después de 

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

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

Objetivo 
microbiano  

Primer secuencia 5'-3'  
Gen 
objetivo 

Ref. 

Akkermansia  
F: CAGCACGTGAAGGTGGGGAC R: 
CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT  

16S  
Collado et al. 
(2007)  

Atopobium 
grupo Atopobium - 
Collinsella  

F: GGGTTGAGAGACCGACC R: 
CGGRGCTTCTTCTGCAGG  

16S  
Matsuki et al. 
(2004)  



52 
 

Objetivo 
microbiano  

Primer secuencia 5'-3'  
Gen 
objetivo 

Ref. 

Bacteroides 
grupo Bacteroides - 
Prevotella - 
Porphiromonas  

F: GAGAGGAAGGTCCCCCAC R: 
CGCKACTTGGCTGGTTCAG  

16S  
Peso 
Echarri et al. 
(2011)  

Bifidobacterium  
F: GATTCTGGCTCAGGATGAACGC 
R: CTGATAGGACGCGACCCCAT  

16S  
Gueimonde et 
al. 
 (2004)  

Clostridia 
IV Clostridium 
leptum - 
Faecalibacterium 
prausnitzii  

F: 
TTAACACAATAAGTWATCCACCTG
G R: ACCTTCCTCCGTTTTGTCAAC  

16S  
Ramirez-
Farias et al. 
(2009)  

Clostridia 
XIVa Blautia 
coccoides - 
Eubacterium 
rectale  

F: CGGTACCTGACTAAGAAGC R: 
AGTTTYATTCTTGCGAACG  

16S  
Rinttila et al. 
( 2004 )  

Clostridium difficile  
F: 
TTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA 
R: CCATCCTGTACTGGCTCACCT  

16S  
Rinttila et al.   
(2004)  

Clostridium 
perfringens  

F: ATGCAAGTCGAGCGAKG R: 
TATGCGGTATTAATCTYCCTTT  

16S  
Rinttila et al. 
(2004)  

Desulfovibrio  

F: 
CCGTAGATATCTGGAGGAACATCA 
R: 
ACATCTAGCATCCATCGTTTACAG
C  

16S  
Fite et al. 
(2004)  

Enterobacteriaceae
  

F: 
TGCCGTAACTTCGGGAGAAGGCA 
R: TCAAGGACCAGTGTTCAGTGTC  

23S  
Matsuda et al. 
(2007)  

Enterococcaceae  
F: 
CCCATCAGAAGGGGATAACACTT 
R: ACCGCGGGTCCATCCATC  

16S  
Matsuda et al.  
( 2007)  

Klebsiella 
pneumoniae  

F: ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT 
R: 
TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC  

16-23S  
Liu et al. 
(2008)  
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Objetivo 
microbiano  

Primer secuencia 5'-3'  
Gen 
objetivo 

Ref. 

Lactobacillus 
grupo Lactobacillus
-Weissella  

F: AGCAGTAGGGAATCTTCCA 
R: 
CATGGAGTTCCACTGTCCTC  

16S  
Peso 
Echarri et al. 
(2011)  

Shigella  
F: ACCATGCTCGCAGAGAAACT R: 
TACGCTTCAGTACAGCATGC  

ipah  
Lin et al. 
(2010) 

Estafilococo  
F: ACGGTCTTGCTGTCACTTATA R: 
TACACATATGTTCTTCCCTAATAA  

16S  
Matsuda et al. 
(2007)  

Staphylococcus 
aureus  

F: GCGATTGATGGTGATACGGTT 
R: 
AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC
  

Nuc  
Fang y Hedin 
(2003)  

Estreptococo  
F: 
GTACAGTTGCTTCAGGACGTATC 
R: ACGTTCGATTTCATCACGTTG  

tuf  
Picard et al. 
(2004) 

Weissella  

F: 
CGTGGGAAACCTACCTCTTAGCAG 
R: 
GACCATCTCTTAGTGATAGCAGAA
CCAT  

16S  
Arboleya et 
al. 
(2012)  

Fuente: Arboleya S, Binetti A, Salazar N, Fernández N, Solís G, Hernández-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 desnaturalización 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 químico 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 separación 

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 fusión, es decir, los tramos de pares de bases con temperaturas de 

fusión idénticas (Tm), conducen a la fusión de fragmentos de ADN dentro de dominios 

discretos. Una vez que un dominio con la Tm más baja alcanza su Tm en una posición 

particular en el gel de desnaturalización o gradiente de temperatura, y ese segmento de la 

doble hélice de ADN pasa al ADN monocatenario fundido, la migración de la molécula de 

ADN prácticamente se detendrá. Las variaciones de secuencia dentro de estos dominios 

de fusión provocan que las temperaturas de fusión varíen, y las moléculas con diferentes 

secuencias dejarán de migrar en diferentes posiciones en el gel de desnaturalización o 

gradiente de temperatura, por lo que se separarán. Las bandas de ADN en los perfiles 

DGGE y TGGE se pueden visualizar utilizando bromuro de etidio, SYBR Green I o tinción 

con plata (150,151). 

Figura 11. Secuenciación automática en geles desnaturalizantes (148) 

 

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

 

1.7.3. Pirosecuenciación. 

Es un método de secuenciación de ADN que se basa en la detección de la liberación de 

pirofosfato al mismo tiempo que la incorporación de nucleótidos. El ADN se amplifica dentro 

de gotas de agua en una solución de aceite (PCR en emulsión), y cada gota contiene una 

única plantilla de ADN unida a un solo cordón recubierto con un cebador. La máquina de 

secuenciación contiene muchos pocillos de volúmenes picolitros, cada uno con enzimas de 

secuenciación y un único cordón. La secuencia del ADN monocatenario puede 

determinarse por la luz emitida tras la incorporación del nucleótido complementario; porque 
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solo uno de cuatro de los posibles nucleótidos A / T / C / G puede complementar el molde 

de ADN. La técnica usa luciferasa para generar luz para la detección de los nucleótidos 

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

El método tiene una limitación en la longitud de las lecturas de ADN individuales que es 

de 300-500 nucleótidos aproximadamente, más corta que la de 800-1000 que se puede 

obtener usando la secuenciación 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 Pirosecuenciación (150) 

 

Durante la reacción el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa I sustrae moléculas de 

pirofosfato inorgánico (PPi), para la adición de un nucleótido a una cadena sencilla de ADN. La 

segunda reacción, que catalizada por la ATP sulfurilasa, produce ATP usando el PPi liberado en la 

reacción anterior. El ATP se convierte en una señal luminométrica por acción de la luciferasa, que 

se detecta sólo cuando el par de bases está formado con el ADN molde y es proporcional al 

número de bases incorporado. Finalmente, las bases que se han unido y el ATP no usado se 

degradan por la acción de la enzima apirasa (152). 

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



56 
 

1.7.4. Secuencia de Illumina. 

La secuenciación de Illumina se basa en la incorporación de terminadores de colorantes 

reversibles que permiten la identificación de bases únicas 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 añaden los cuatro tipos 

(A / T / C / G) de nucleótidos de terminación reversibles, y cada nucleótido se marca 

fluorescentemente con un color diferente y se une a un grupo de bloqueo. Los cuatro 

nucleótidos compiten entonces por sitios de unión en el ADN molde a secuenciar, y las 

moléculas no incorporadas se eliminan por lavado. Después de cada síntesis, se aplica un 

láser para eliminar el grupo de bloqueo y la sonda. A continuación, se vuelve visible un color 

fluorescente detectable específico de una de las cuatro bases, lo que permite la 

identificación 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 secuenciación tradicionales 

como la secuenciación de Sanger. La naturaleza automatizada de la secuenciación de 

Illumina hace posible secuenciar múltiples hilos a la vez y obtener datos de secuencia reales 

rápidamente. Además, este método solo utiliza la ADN polimerasa en contraste con las 

enzimas múltiples y costosas requeridas por la pirosecuenciación  (150). 

Figura 13. Representación de la secuenciación de Illumina 

 

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. Secuenciación del gen 16S rRNA. 

Existen tres tipos de rARNs procarióticos que se definen por su grado Sverberg o S, 

refiriéndose al ratio de sedimentación y son 5S, 16S y 23S cuyas secuencias poseen 120, 

1550 y 3300 nucleótidos, aproximadamente. Al analizarlos se concluyó que la secuencia 

del 5S es muy corta y la del 23S demasiado larga, lo cual limitaba la posibilidad de poder 

caracterizar taxonómicamente las bacterias (148). 

Por ello, el gen 16S rARN es el que se analiza en este método, porque brinda información 

de la clasificación taxonómica sin requerir aislamiento ni cultivo. Forma parte de la 

subunidad inferior del ribosoma procariótico 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 

 

Se observa que la longitud del gen es de 1542 pares de bases divididas en segmentos variables 

y conservados. 

Fuente: Hernández 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 evolución 

no permite la transferencia lateral de genes. Para obtener la relación evolutiva de las 

bacterias primero se debe determinar la secuencia de nucleótidos y establecer las 

comparaciones, siendo el grado de similitud entre las secuencias de los 16S rARN de dos 

bacterias lo que indica su relación evolutiva.  

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

Project (RDP), Greengenes y BLAST que están en continua expansión (148). 

1.7.6. Hibridación fluorescente in situ (FISH). 

FISH detecta secuencias de ácido nucleico mediante membranas celulares marcadas 

fluorescentemente e hibridan específicamente con ARNr intracelular dentro de la célula 

intacta sin alterar la morfología o la integridad de la célula (151).  
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1.7.7. Secuenciación Sanger. 

El método de Sanger implica la síntesis de una cadena de ADN a partir de una plantilla 

monocatenaria mediante una ADN polimerasa. El método depende de que los 

didesoxinucleótidos (ddNTP) se incorporan a la cadena en crecimiento de la misma manera 

que los desoxinucleótidos convencionales (dNTP). 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 formación de un enlace fosfodiéster con el dNTP subsiguiente y el alargamiento de la 

cadena termina en esa posición. Al usar la relación correcta de los cuatro dNTP 

convencionales y uno de los cuatro ddNTP en una reacción con la ADN polimerasa, se 

produce una población de cadenas de polinucleótidos de diferentes longitudes (152). 

La síntesis se inicia en la posición en la que un cebador de oligonucleótidos se hibrida 

con la plantilla, y cada cadena se termina en una base específica (ya sea A, C, G o T, 

dependiendo de qué ddNTP se usó). Al usar los cuatro ddNTP diferentes en cuatro 

reacciones separadas, se puede obtener la información completa de la secuencia. Uno de 

los dNTP suele estar marcado radiactivamente de modo que la información obtenida 

mediante la electroforesis de las cuatro reacciones en las pistas adyacentes de un gel de 

poliacrilamida pueda visualizarse en una autorradiografía (152). 

El método original utilizó el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa I para sintetizar 

las nuevas cadenas en las reacciones de secuenciación, y esta enzima todavía se usa en 

la actualidad. Otras enzimas como Sequenase, T7 polimerasa y Taq (Thermus aquaticus) 

polimerasa también se usan ampliamente. Cada enzima tiene sus propias propiedades y 

cualidades particulares, y la elección de la polimerasa dependerá del tipo de plantilla y de 

la estrategia de secuenciación empleada (152).  
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Figura 15. Representación esquemática de la secuenciación de Sanger. 

 

Se observa la incorporación de los nucleótidos y la acción de la ADN polimerasa en el proceso 

(148). 

Fuente: Hernández 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 tecnología que en un solo portaobjetos de cristal o superficie 

de silicona puede detectar simultáneamente cientos de genes. Esta técnica es usada en 

análisis de expresión de genes y su identificación, recientemente se usa para la exploración 

de la diversidad de una comunidad específica y su ambiente. En este caso, se usan 

secuencias específicas para microorganismos de diferentes taxones (148). 

1.7.9. Método de cultivo.  

El cultivo de bacterias normalmente requiere de un medio con abundantes nutrientes 

metabólicos, que por lo general comprende el agar, una fuente de carbono, y un hidrolizado 

ácido o una fuente de material biológico sometida a degradación enzimática (p. ej., caseína) 

(153).  

Para distinguir entre diversas bacterias de una muestra clínica que contiene numerosos 

microorganismos, incluidos patógenos 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 número 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), 

que selecciona Enterobacteriaceae y el agar sangre CNA (contiene colistina y ácido 

nalidíxico) que selecciona estafilococos y estreptococos (153).  

Al cultivarse, algunas bacterias producen pigmentos característicos y otras se distinguen 

con base en su complemento de enzimas extracelulares, pero la identificación bioquímica 

es importante para clasificar a los microorganismos patógenos; por ejemplo, la prueba de 

la oxidasa, que utiliza un aceptor artificial de electrones, para diferenciar a los 

microorganismos con base en la presencia o 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 España 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 gestación y con un peso al nacer ≤1,500 g., que fueron clasificaron 

en tres grupos según la alimentación que recibió LME, LHP o fórmula infantil. De los cuales 

se tomaron muestras fecales cuando se logró la alimentación enteral completa (definida 

como ≥150 cc / kg / día). Se analizó mediante secuenciación del gen 16S rRNA para 

determinar la composición de la microbiota intestinal. Donde tuvieron como resultado que 

los bebés prematuros alimentados con LME tenían una presencia significativamente mayor 

de Bifidobacteriaceae y menor de Staphylococcaceae, Clostridiaceae y Pasteurellaceae 

que los que recibieron LHP. Mientras que el perfil microbiano de los bebes que tomaron 

fórmula fue diferente a los observados en LME. Siendo así que los bebés prematuros 

alimentados con LHP mostraron perfiles microbianos más cercanos a de LME. Ademas, 

análisis metagenómicos inferidos mostraron una mayor presencia del 

género Bifidobacterium en el grupo de LME que se relacionó con el enriquecimiento en la 

ruta de biosíntesis y metabolismo de Glycan que no se identificó en el  grupo de LHP ni el 

de fórmula. Y concluyeron, que la LHP favorece un microbioma intestinal más similar al de 

LME que la fórmula 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 metabólicas (154). 

Otro estudio realizado por Itani et al., y publicado en el 2017, tuvieron como objetivo 

determinar la composición y dinámica de la microbiota intestinal durante el primer mes de 

vida para RNPT (n= 66) y RNT (n= 17) en el Líbano. 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 composición de la microbiota intestinal entre los dos grupos. La q-PCR 

mostró que la microbiota de los RNPT estaba más altamente colonizada por 

Staphylococcus que la de los RNT en las primeras tres semanas de vida; mientras que los 

RNT estaban más altamente colonizados por los Clostridium clusters I y XI. En un mes de 

vida, las RNPT fueron colonizadas principalmente por anaerobios facultativos y algunos 

anaerobios estrictos, como Clostridium cluster I y Bifidobacterium. El tipo de alimentación y 

los tratamientos con antibióticos afectaron significativamente la colonización intestinal. 

TTGE reveló 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 colonización intestinal 

con una mayor incidencia de patógenos 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 días de vida con el propósito de explorar el 

efecto de los tipos de alimentación sobre la colonización microbiana intestinal de los recién 

nacidos prematuros en la unidad de cuidados intensivos neonatales. Para ello, usaron la 

información de alimentación diaria para clasificar a los bebés en seis grupos (LME, LHP, 

FPP, LME + LHP, LME + FPP y LHP + FPP) durante los días postnatales 0-10, 11-20 y 21- 

30. Se recogieron muestras de heces diariamente. El ADN extraído de las heces se usó 

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 comparación con los bebés en 

otros grupos de alimentación, mientras que los bebés alimentados principalmente con LHP 

o FPP tenían una gran abundancia de Enterobacteriales en comparación 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 aumentó con el tiempo y fue 

constantemente mayor en los lactantes alimentados con LME en comparación con los 

lactantes con otros tipos de alimentación (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 días de vida en la unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN) 

e investigar posibles factores relacionados con el desarrollo del microbioma intestinal del 

lactante. Se recolectó un total de 378 muestras de 29 lactantes prematuros estables 

sanos. El ADN extraído de las heces se usó para secuenciar la región V4 del gen 16S rRNA. 

Donde se obtuvo como resultado que Proteobacteria fue el phylum más abundante, 

representando el 54.3% de las lecturas totales. El resultado mostró un cambio en los 

patrones de aumento de Clostridium y Bacteroides, y la disminución 

de Staphylococcus y Haemophilus a lo largo del tiempo durante los primeros años de 

vida. La alfa-diversidad aumentó significativamente a diario en los recién nacidos 

prematuros después del nacimiento y los modelos lineales de efectos mixtos mostraron que 

los días posnatales, el tipo de alimentación y el sexo se asociaron con la diversidad α, p 
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<0,05-0,01. Se encontró que los bebés varones comienzan con una baja diversidad α, 

mientras que las mujeres tienden a tener una mayor diversidad poco después del 

nacimiento. Los bebés de sexo femenino tenían más 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) 

tenían una mayor diversidad del microbioma intestinal y una abundancia significativamente 

mayor en Clostridiales y Lactobacillales que los lactantes no alimentados con LME. En 

conclusión, la edad posnatal, el sexo y el tipo de alimentación infantil contribuyen 

significativamente al desarrollo dinámico del microbioma intestinal en los recién nacidos 

prematuros (157).    

Por otro lado, Gregory et al., publicaron en el 2016 un estudio que tuvo el propósito 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 días después del nacimiento, mostró 

que el microbioma intestinal estaba influenciado por el tiempo postnatal (p  <0.001, R 2  = 

0.13), peso al nacer (p  <0.001, R 2  = 0.08) y nutrición (p  <0.001, R 2  = 0.21). Los bebés 

que fueron alimentados con leche materna tuvieron una mayor diversidad bacteriana inicial 

y una adquisición de diversidad más gradual en comparación con los lactantes que 

recibieron fórmula infantil. El microbioma de los bebés alimentados con leche materna fue 

más similar independientemente del peso al nacer (p = 0.049), en contraste con el 

microbioma de los bebés alimentados con fórmula infantil, que se agruparon de forma 

diferente según el peso al nacer (p  <0.001). Al ajustar las diferencias en la madurez 

intestinal, se observó una sucesión ordenada de filotipos microbianos en los lactantes 

alimentados con leche materna, que parecían estar alterados en los alimentados con 

fórmula infantil. La suplementación con leche humana donante pasteurizada fue 

parcialmente exitosa en la promoción de un microbioma más similar a los lactantes 

alimentados con leche materna y en moderados incrementos rápidos en la diversidad 

bacteriana (158). 

Por otra parte, un estudio realizado por Ardissone, et al., en EEUU en el 2014, donde se 

analizó 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 analizó 16S 

rRNA. Y los taxones de microbios resultantes se correlacionaron con las variables clínicas 

y también se compararon con estudios previos de líquido amniótico 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 líquido 

amniótico. 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 (cesárea 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 hipótesis de que el microbioma intestinal fetal derivado del líquido 

amniótico 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 críticamente enfermos de muy bajo 

peso al nacer, donde realizaron el análisis de las comunidades bacterianas mediante la 

secuenciación específica del gen 16S rRNA y pirosecuenciación, 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 aumentó significativamente durante los dos meses. En la microbiota intestinal, 

prevalecieron las bacterias anaerobias facultativas (Staphylococcus 

spp. Y Enterobacteriaceae) y carecían de colonización con bacterias conocidas por 

proporcionar resistencia contra los patógenos (Bacteroides, 

Bifidobacterium y Lactobacillus) a lo largo del estudio. Mientras que la colonización 

de Escherichia coli y Veillionella no cultivada se correlacionó positivamente con la 

madurez. Y los bebés nacidos de madres con corioamnionitis tenían una diversidad 

bacteriana significativamente mayor que aquellos que no la tenían. Asimismo, concluyeron 

que una alta prevalencia y abundancia de bacterias potencialmente patógenas con baja 

prevalencia y abundancia de bacterias que proporcionan resistencia a la colonización, 

puede conducir a un alto riesgo de infección a través de la translocación microbiana del 

intestino (160).  

Además, Moles et al., en el 2013, publicaron en España 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 análisis 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 mostró que 

Staphylococcus predominó en meconio y que Enterococcus, junto con bacterias 

Gramnegativas como Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Klebsiella pneumoniae y 

Serratia marcescens fueron más abundante en muestras fecales. Además, 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 espontáneamente de 

neonatos prematuros contiene una microbiota específica que difiere de la de las heces 

obtenidas después de la primera semana de vida. Y que  la presencia de Serratia está 

fuertemente asociada con un mayor grado de inmadurez y otros parámetros relacionados 

con el hospital, incluyendo la antibioticoterapia y ventilación mecánica (161). 

Asimismo, Madan et al., realizaron en Estados Unidos en el 2012 un estudio de tipo 

prospectivo longitudinal, donde investigó la colonización 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 amplificó la región hipervariable V6 del rRNA 

16S, seguido por pirosequenciación de alto rendimiento, comparando sujetos con sepsis y 

sin la misma. Seis recién nacidos fueron de 24-27 semanas de gestación al nacer y se 

analizaron 18 muestras. Dos sujetos no tuvieron sepsis durante el período de estudio, dos 

desarrollaron septicemia positiva tardía y dos presentaron inflamación sistémica negativa. 

Los resultados indicaron que el meconio no era estéril y tenía predominio de Lactobacillus, 

Staphylococcus y Enterobacterias. Y que los niños que desarrollaron sepsis comenzaron la 

vida con baja diversidad microbiana, y adquirieron un predominio de Staphylococcus, 

mientras que los bebés sanos tuvieron más diversidad y predominio de Clostridium, 

Klebsiella y Veillonella. Los autores concluyeron que los antibióticos empíricos y 

prolongados reducen la diversidad microbiana y promueven una microbiota que está 

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 características clínicas basales que influyen en 

la dinámica de la flora intestinal bacteriana en lactantes prematuros y la relación entre la 

dinámica de la flora intestinal y la evolución clínica. En el cual participaron 29 RNPT a los 
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cuales se les recogieron datos sobre crecimiento, tolerancia digestiva, nutrición y uso de 

antibióticos. Las muestras de heces fueron recogidas entre los 3 y 56 días de vida y se 

identificó el microbioma con huellas moleculares directas. Obteniendo como resultados que 

la media del peso corporal (rango intercuartílico) y la edad gestacional al nacer fueron 950 

g (760-1060 g) y 27 semanas (27-29 semanas), respectivamente. La puntuación de la 

diversidad (número de unidades taxonómicas operacionales) aumentó 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 cesárea se correlacionaron de forma independiente con mejores puntuaciones 

de diversidad durante el seguimiento (p <0,05). La puntuación de diversidad de 6 semanas 

se correlacionó inversamente con la duración de la antibioterapia (p = 0,0184) y la 

alimentación parenteral (p = 0,013). La dinámica de la microflora se asoció con el perfil de 

tolerancia digestiva y el incremento de peso se dio con el aumento de la puntuación de 

diversidad (P = 0.0428) (162). 

También, Rouge et al., en el 2010, estudiaron diferentes métodos para investigar la 

dinámica 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 estadía en una UCIN se recolectaron muestras fecales 

semanalmente y se evaluó la colonización bacteriana usando técnicas de cultivo 

convencionales y métodos de biología molecular (cromatografía líquida de alta resolución 

desnaturalizante (dHPLC), electroforesis en gel con gradiente de temperatura temporal 

(TTGE) y la secuenciación 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 

proporcionó 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 investigación que tuvo como 

objetivo determinar el efecto de los fructooligosacáridos (FOS) sobre la población de 

bacterias fecales especialmente sobre las bacterias consideradas benéficas, utilizando 

como inóculo las heces de un neonato amamantado. Y realizaron fermentaciones 

anaerobias y microaerobias en lote, utilizando glucosa y fructooligosacáridos (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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que en condiciones anaerobias la población de Bifidobacterium se incrementó con la adición 

de los FOS. Mientras que con glucosa se promovió la proliferación de Lactobacillus tanto 

en anaerobiosis y microaerobiosis (164). 

Finalmente, Boehm et al., publicaron, en el 2004, un estudio en donde analizaron el 

efecto prebiótico de la mezcla de oligosacáridos en formulas infantiles, la cual se probó en 

neonatos prematuros y a término al medir la flora fecal utilizando platinado y técnicas de 

hibridación fluorescente in situ. El efecto de los oligosacáridos sobre el metabolismo 

bacteriano se estudió midiendo la producción de ácidos grasos de cadena corta in vitro y el 

patrón de ácidos grasos de cadena corta en las heces de un grupo de recién nacidos a 

término. Los resultados indicaron que la mezcla de oligosacáridos aumenta 

significativamente el número de bifidobacterias y reduce el número de patógenos en bebés 

a término. Mientras, que en neonatos prematuros cuando se compara con un grupo de 

lactantes alimentados con una fórmula no suplementada. Usando una concentración de 0.8 

g de oligosacáridos / 100 ml de fórmula, la cantidad de bifidobacterias es similar a la típica 

de los bebés amamantados. In vitro, los ácidos grasos de cadena corta producidos por la 

mezcla de oligosacáridos fueron similares a los producidos por la fracción de oligosacáridos 

de leche humana. En ensayos clínicos, el patrón de ácidos grasos de cadena corta fecales 

en lactantes alimentados con la mezcla de oligosacáridos fue similar al de los lactantes 

amamantados, pero fue significativamente diferente del de un grupo de lactantes 

alimentados con una fórmula no suplementada. Además, el pH fecal fue significativamente 

mayor en el grupo alimentado con una fórmula no suplementada que en los grupos 

alimentados con leche materna o con una fórmula suplementada. Por tanto, concluyeron 

que la mezcla prebiótica 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 prebióticos pueden desempeñar un papel como modulador del desarrollo 

postnatal del sistema inmune (51). 

3. Definición de términos 

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

propiedades similares (165). 

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

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

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). 

Metatranscriptómica: Estudio del ARN total transcrito (94). 

Disbiosis: Alteraciones de la microbiota intestinal, en que uno o más microorganismos 

potencialmente perjudiciales son predominantes en la población microbiana intestinal y la 

respuesta adversa del hospedero a estos cambios (94). 

Simbiosis: Interacción biológica que se refiere a la relación estrecha y persistente entre 

organismos de distintas especies. La interacción biológica 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 únicamente leche materna: no se le dan otros líquidos ni sólidos, ni siquiera 

agua, exceptuando la administración de vitaminas, minerales o medicamentos en forma de 

gotas o jarabes (66). 

Calostro: Es una secreción de la glándula 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 días post parto (90). 

Leche de transición: Es la que se produce desde el séptimo día es decir entre el calostro 

y la leche madura y su composición cambia hasta el día 15 post parto (75). 

Leche madura: Se considera a partir de los 15 días 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 secreción intestinal del recién nacido, representa material 

ingerido o secretado por el tracto gastrointestinal (TGI) durante la vida fetal, incluido el 

líquido amniótico, las células epiteliales y el moco (169). 
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Capítulo III 

Materiales y métodos 

1. Lugar de ejecución 

El desarrollo de este estudio se llevó a cabo en el Hospital Nacional Docente Madre-

Niño San Bartolomé y la recolección 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 Neonatología del mismo hospital. 

2. Población y muestra 

2.1. Población  

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

recolección de datos. 

2.2. Muestra 

La muestra estuvo conformada 23 neonatos pretérmino (<37ss) que nacieron en los 

meses de abril a noviembre, los cuáles fueron divididos en dos grupos de acuerdo al tipo 

de alimentación que recibió hasta el momento del segundo análisis: 

a. Grupo de estudio A: n=11 niños pretérmino que recibieron leche  humana ya 

sea de su propia madre o donada. 

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

2.3. Criterios de inclusión y exclusión 

2.3.1. Criterios de inclusión 

Neonatos pretérmino menores a 37 semanas. 

Neonatos nacidos por parto espontáneo o cesárea. 

Bebés que se realizaron los dos análisis (meconio y heces). 

Neonatos cuyas madres firmaron el consentimiento informado. 



70 
 

2.3.2. Criterios de exclusión 

Neonatos pretérmino que desarrollaron Íleo séptico o enterocolitis necrotizante (NEC). 

Neonatos pretérmino con VIH. 

Neonatos pretérmino con malformaciones (gastroquisis, atresias) o enfermedades 

metabólicas. 

Figura 16. Flujograma de la Muestra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia   

Población Neonatos <37 SG 

N=54 

Tamaño de la muestra 

n=23

Neonatos alimentados con 
LH

n=11

Neonatos alimentados con 
LM

n=12

31 neonatos excluídos: no 
tuvieron los 2 análisis 

(meconio y heces), 
desarrollaron íleo séptico o 

NEC.

SG= Semanas de Gestación; LH= Leche Humana; LM=Lactancia Mixta; NEC= Enterocolitis Necrotizante. 
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2.4. Características de los participantes  

Las características demográficas y clínicas de la muestra se describen a continuación 

en las tablas: 

Tabla 5. Características demográficas de los neonatos pretérmino (n=23). 

Variables N % 

Edad gestacional 

Muy prematuros 4 17,39 

Prematuros moderados a 

tardíos 
19 82,61 

Peso al nacer 

Extremadamente bajo 2 8,70 

Muy bajo 7 30,43 

Bajo 9 39,13 

Normal 5 21,74 

Estatura 
AEG 10 43,48 

PEG 13 56,52 

Perímetro cefálico (cm)* 29.09 ± 3.53 

Sexo 
Femenino 14 60,87 

Masculino 9 39,13 

Tipo de parto 
Espontáneo 3 13,04 

Cesárea 20 86,96 

Edad de la madre (años)* 33.48 ± 11.74 

Educación de la madre 

Primaria 5 21,74 

Secundaria 6 26,09 

Superior 12 52,17 

Infecciones de la madre 
No 5 21,74 

Si 18 78,26 

*Datos presentados como media ± desviación estándar 

Los 23 bebés pretérmino incluidos en este estudio el 82% tenían una edad gestacional 

que los clasificaba como prematuros moderados a tardíos (32 a <37 semanas) y solo el 4% 

fueron muy prematuros (28 a <32 semanas). El 39,13% presentó 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 niños nacieron por cesárea, la edad promedio de 

las madres fue de 33,48 años con una DE ± 11.74. Y el 78,26% de las madres tuvieron 

algún tipo de infección durante la gestación. 
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Tabla 6. Características clínicas de los neonatos pretérmino (n=23) 

Variables N % 

Alimentación 
LH 11 47,83 

LM 12 52,17 

Inicio de nutrición enteral  
<24 horas 9 39,13 

>24 horas 14 60,87 

Vía de nutrición enteral 
ORAL 10 43,48 

SOG 13 56,52 

Tiempo de nutrición parenteral (días)* 13.09 ± 14.39 

Transfusión 
No 15 65,22 

Sí 8 34,78 

Ventilación mecánica 
No 4 17,39 

Sí 19 82,61 

Presencia de infecciones 
No 10 43,48 

Sí 13 56,52 

Recibió antibióticos 
No 10 43,48 

Sí 13 56,52 

Peso final (kg)* 2151.26 ± 767.84 

Estancia hospitalaria (días)* 27.70 ± 25.22 

*Datos presentados como media ± desviación estándar 

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

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

al tipo de alimentación 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 fórmula de pretérmino más leche humana (LM) el 52,17% (n=12). 

El 82,61% de los bebés necesitaron ventilación mecánica, y el 56, 52% de los neonatos 

recibió antibióticos por presencia o riesgo de enfermedad infecciosa. El 34,78% de los 

bebes recibió algún tipo de transfusión. El promedio de días que recibieron nutrición 

parenteral fue de 13.09 con un DE ± 14.39. 
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Tabla 7. Descripción de la población según variables clínicas 

Variables Alimentación Promedio ± DE 

Nutrición parenteral 
LH 18.45 ± 19.08 

LM 8.17 ± 5.29 

Terapia Antibiótica 
LH 11.09 ± 15.21 

LM 3.92 ± 4.25 

Transfusiones 
LH 1.73 ± 1.90 

LM 0.42 ± 1.44 

Soporte ventilatorio 
LH 20.90 ± 20.12 

LM 2.17 ± 2.55 

Edad gestacional 
LH 32.36 ± 2.98 

LM 34.25 ± 1.48 

Los neonatos que pertenecieron al grupo de LH tuvieron una edad gestacional en 

promedio menor 32,36 (± 2.98) que los que tomaron LM 34.25 (± 1.48), y el grupo de LH 

tuvo en promedio más días de NP (18,45), antibióticos (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 días 

respectivamente). 
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3. Tipo de estudio y diseño  

Este estudio de diseño no experimental, de tipo descriptivo - correlacional porque midió 

el grado de asociación entre las diferentes variables, mediante herramientas estadísticas 

de correlación (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. Formulación de la hipótesis 

4.1. Hipótesis del investigador 

H1: Existe diferencia significativa en el efecto de la leche Humana y lactancia Mixta sobre 

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

H0: 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. Hipótesis específicas  

H1: Existe relación significativa entre el tipo de alimentación y las bacterias en muestras 

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

H0: No existe relación significativa entre el tipo de alimentación y las bacterias en 

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

H2: 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. 

H0: 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. Identificación de variables 

5.1. Tipo de alimentación 

-Leche humana 

-Lactancia mixta 
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5.2. Microbiota 

Bacterias consideradas benéficas 

-Lactococcus spp.  

-Bifidobacterium spp.  

-Lactobacillus spp.  

Bacterias potencialmete patógenas  

-Staphylococcus spp. 

-Escherichia Coli  

-Clostridium spp.  
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6. Matriz de consistencia y operacionalización de variables  

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

Variable Definición conceptual Indicadores 
Tipo de 
Variable 

Instrumento 

Leche 
Humana 
(LH) 

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

Prescripción 
médica del tipo de 
alimentación 

Cualitativo 
Historia 
Clínica 

Lactancia 
Mixta (LM) 

Es la alimentación con leche 
humana y leche artificial. 

Prescripción 
médica del tipo de 
alimentación 

Cualitativo 
Historia 
Clínica 

Microbiota 
intestinal 

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

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 
concentración 
Presencia: 
Menor: < 106 UFC 
Mayor: > ó = 106 
UFC 

 

Cuantitativo 
(Abundancia) 

 

Cualitativo 
(Prevalencia) 

- UFC/ml = Nº 
UFC x 10-x x 
10  

-Cámaras de 
cultivo para 
anaerobiosis y 
Agua 
peptonada, 
agar Baird 
Parker, agar 
MacConkey, 
agar MRS, agar 
leche o agar 

Rogosa. 

-Microscopio. 

-Cámara de 
cultivo 
anaerobio.  
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7. Instrumentos de recolección de datos 

Para el registro de datos se crearon fichas que organizaron la información, entre las 

cuales estuvo la historia clínica (Anexo 2), y tuvo el objetivo de registrar las características 

sociodemográficas, datos pre y peri natales; como el peso al nacer, longitud, edad 

gestacional, tipo de alimentación, uso de nutrición parenteral, uso de antibióticos, etc. 

También, se utilizó otra ficha para anotar la fecha de recolección del primer meconio (Anexo 

3), donde se registró la fecha y hora de recolección. Por último, otra ficha de recolección de 

heces (Anexo 4), la cual se utilizó para codificar y registrar la fecha y hora de la recolección 

de la muestra de heces separando a los neonatos en el grupo que pertenecieron de acuerdo 

al tipo de alimentación recibida. 

8. Técnica de recolección de datos 

8.1. Consentimiento informado 

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

Peruana Unión, y del Hospital Nacional Docente Madre Niño San Bartolomé. 

Las muestras e información clínica se obtuvieron después que los tutores legales de los 

bebés aceptaron participar del estudio (ver anexo 1). 

8.2. Historia clínica  

Para el llenado de la ficha clínica, la madre fue entrevistada para obtener los datos 

sociodemográficos pre y peri natales. Mientras que los datos correspondientes al estado de 

salud del neonato se recolectaron de la historia clínica hospitalaria (ver anexo 2). 

8.3. Primera fase: cultivo de meconio para análisis de la microbiota 

El primer análisis se realizó cuando el bebé se encontraba en su incubadora en UCIN o 

en cuidados intermedios de Neonatología, el meconio fue recolectado del pañal del bebé 

en frascos estériles con la ayuda de hisopos estériles, desde las primeras horas del 

nacimiento hasta el quinto día. Cada muestra fue codificada y registrada con la fecha y hora 

de la recolección (ver anexo 3).  

La conservación y el transporte al laboratorio de microbiología de Bioservice se realizó 

manteniendo las muestras a 5ºC, para la respectiva búsqueda 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. 



78 
 

La identificación presuntiva de las colonias en los agares se realizó mediante evaluación 

macroscópica, microscópica y pruebas bioquímicas. Luego para el recuento de las colonias 

cada placa se multiplicó por el factor de dilución y factor de volumen sembrado (UFC/ml = 

Nº UFC x 10-x x 10), para al final reportar el número de colonias/ml (UFC/ml). 

8.4. Segunda fase: segundo cultivo para análisis de la microbiota 

Para el segundo análisis la muestra fue tomada del pañal del bebé, en promedio el día 

30 (± 10 días), en frascos estériles con la ayuda de hisopos estériles y registrados y 

codificados de acuerdo al tipo de alimentación que recibieron (ver anexo 4). Luego fue 

transportada en las mismas condiciones que la primera muestra hacia el laboratorio de 

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

punto 7.3. 

Figura 17: Flujograma de proceso de recolección de datos. 

 

Fuente: Elaboración propia 

8.5. Evaluación de los resultados 

La microbiota intestinal se estudió mediante la prevalencia y abundancia de los géneros 

Lactococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus, Staphylococcus, Clostridium y Escherichia. 

Donde la abundancia fue medida por la concentración de UFC de cada género presente en 

los diferentes tipos de alimentación, mientras que la prevalencia es el porcentaje de 

muestras en las que se detectó un género bacteriano particular. 
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9. Procesamiento y análisis de datos 

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

exportada al paquete estadístico STATA versión 13 para los análisis correspondientes. 

En el cual se elaboraron tablas descriptivas con las variables sociodemográficas y 

clínicas de los neonatos. Donde se mostraron frecuencias para las variables de naturaleza 

cualitativa mientras que para las variables de naturaleza cuantitativa se mostraron medias 

y desviaciones estándar. Y se elaboró un gráfico 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 según puntos de corte, siendo “ausente” cuando no hubo concentración, 

“menor” cuando la concentración fue menor a 106 UFC y “mayor” cuando la concentración 

era mayor o igual a 106 UFC. De esta manera se pudo obtener variables cualitativas que se 

expresaron en frecuencias en una tabla descriptiva. 

Siendo así, para el análisis estadístico inferencial, se aplicó la prueba Exacta de Fisher 

relacionando los distintos tipos de cepas de microbiota en meconio y heces con el tipo de 

alimentación y las distintas variables cualitativas del estudio. En el caso de las variables 

cuantitativas, la prueba elegida fue ANOVA de una vía previa evaluación del supuesto de 

normalidad y homocedasticidad. 

También se ejecutó una comparación de las concentraciones de las cepas de microbiota 

en meconio y heces de acuerdo al tipo de alimentación recibida mediante la prueba t de 

student para datos pareados. 

Por último, para todos los análisis estadísticos se consideró un nivel de confianza del 

95% y un nivel se significancia del 5% por lo que todo valor de p menor o igual a 0.05 fue 

considerado estadísticamente significativo. 

10. Consideraciones éticas 

Esta investigación tuvo en consideración los principios éticos básicos establecidos en la 

norma  internacional en el informe de Belmont (171) y por los derechos del niño (CDN, 

1989) (172).  

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

ningún riesgo. Además, se le explicó a la madre la importancia e impacto del estudio, 
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respetando la decisión de su participación. Toda la información recolectada quedó para uso 

del investigador, de esa manera se aseguró la protección 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 científicos sin reportarse ningún riesgo. El conocimiento que se pretendió aquí no 

se puede producir por otro medio que no sea el análisis directo de las muestras de heces, 

pero fue totalmente seguro para el neonato y la madre.   

Por último, los datos fueron recolectados cuando se tuvo la autorización: del 

representante legal de la institución investigadora (Universidad Peruana Unión) y de la 

institución donde se realizó la investigación (Hospital San Bartolomé), el Consentimiento 

Informado de los representantes legales de los participantes y la aprobación del proyecto 

por parte del Comité de Ética e Investigación de la institución. 
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Capítulo IV 

Resultados y discusión 

1. Resultados 

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

VARIABLES* 
MECONIO 

N % 

Lactococcus spp. 

Ausente 7 41,18 

Menor 3 17,65 

Mayor 7 41,18 

Bifidobacterium spp. 

Ausente 22 95,65 

Menor 0 0,00 

Mayor 1 4,35 

Lactobacillus spp. 

Ausente 18 78,26 

Menor 0 0,00 

Mayor 5 21,74 

Staphylococcus spp. 

Ausente 16 69,57 

Menor 2 8,70 

Mayor 5 21,74 

Clostridium spp. 

Ausente 20 95,24 

Menor 0 0,00 

Mayor 3 4,76 

Escherichia coli 

Ausente 19 82,61 

Menor 3 13,04 

Mayor 1 4,35 

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

6
 

Los Lactococcus fueron los géneros predominantes en meconio encontrándose en el 

58,83% de las muestras, de las cuales el 41,18% tuvieron más de un millón 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 millón de UFC. 

Mientras que las bifidobacterium estuvieron ausentes el 95,65%, Clostridium en el 95,24% 

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

VARIABLES* 
HECES 

N % 

Lactococcus spp. 

Ausente 16 76,19 

Menor 0 0 

Mayor 5 23,81 

Bifidobacterium spp. 

Ausente 12 52,17 

Menor 4 17,39 

Mayor 7 30,43 

Lactobacillus spp. 

Ausente 10 43,48 

Menor 1 4,35 

Mayor 12 52,17 

Staphylococcus spp. 

Ausente 11 47,83 

Menor 6 26,09 

Mayor 6 26,09 

Clostridium spp. 

Ausente 16 69,57 

Menor 4 17,39 

Mayor 3 13,04 

Escherichia coli 

Ausente 8 34,78 

Menor 9 39,13 

Mayor 6 26,09 

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

6
 

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 millón. 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 

mayoría observó un recuento mayor a un millón de UFC. 
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Figura 18. Abundancia de los géneros de la microbiota intestinal (UFC*106). 

 

La concentración del género Lactobacillus fue el más 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 aumentó la concentración de Bifidobacterium y E coli mientras que Clostridium disminuyó 

levemente. 
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Tabla 10. Relación entre los géneros y tipos de alimentación en heces 

VARIABLES HECES 

Géneros Alimentación  Ausente Menor Mayor P 

Lactococcus spp. 
LH 8 (80.00) 0 (0.00) 2 (20.00) 

0,99 
LM 8 (72.73) 0 (0.00) 3 (27.27) 

Bifidobacterium 
spp. 

LH 9 (81.82) 0 (0.00) 2 (18.18) 
0,01 

LM 3 (25.00) 4 (33.33) 5 (41.67) 

Lactobacillus spp. 
LH 7 (63.64) 0 (0.00) 4 (36.36) 

0,14 
LM 3 (25.00) 1 (8.33) 8 (66.67) 

Staphylococcus 
spp. 

LH 4 (36.36) 4 (36.36) 3 (27.27) 
0,51 

LM 7 (58.33) 2 (16.67) 3 (25.00) 

Clostridium spp. 
LH 7 (63.64) 2 (18.18) 2 (18.18) 

0,83 
LM 9 (75.00) 2 (16.67) 1 (8.33) 

Escherichia coli 
LH 3 (27.27) 7 (63.64) 1 (9.09) 

0,05 
LM 5 (41.67) 2 (16.67) 5 (41.67) 

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

6
 

En esta tabla se demuestra que existe correlación estadísticamente significativa entre 

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

Lactobacillus, Staphylococcus y Clostridium no tienen correlación.  

Además, 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 millón de UFC a diferencia de los que recibieron LM, donde el 58,34% de las 

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

Géneros Alimentación Meconio Heces P D 

Lactococcus spp. 
LH 1.18 2.75 0.59 -1.57 

LM 11.56 0.94 0.17 10.61 

Bifidobacterium spp. 
LH 2 4.73 0.55 -2.73 

LM 0 9.29 0.19 -9.29 

Lactobacillus spp. 
LH 9.09 5.65 0.76 3.45 

LM 13.25 21.6 0.56 -8.35 

Staphylococcus spp. 
LH 13.78 5.06 0.44 8.71 

LM 5.23 4.67 0.92 0.57 

Clostridium spp. 
LH 0 1.15 0.18 -1.15 

LM 3.2 0.6 0.45 2.6 

Escherichia coli 
LH 0 1.51 0.32 -1.51 

LM 0.37 10.94 0.14 -10.58 

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

Esta tabla muestra la comparación de las concentraciones (UFC) de los distintos géneros 

de la microbiota intestinal en meconio y heces segregados según el tipo de alimentación 

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. 
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2. Discusión 

Para el análisis de la microbiota intestinal (MI), se utilizaron métodos de cultivos, tanto para 

describir la MI 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 población total tuvieron una edad gestacional entre 32 a <37 semanas y solo 

el 4% tuvieron entre 28 a <32 semanas. Además, el 86,96% (n=20) de los niños nacieron 

por cesárea. Y el 56,52% recibió profilaxis antibiótica, siendo así que las características 

clínicas y demográficas reportan que los  neonatos han sido expuestos a factores que 

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

Una de las limitaciones del estudio, incluyen el tamaño de muestra pequeño; 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 alimentación. En general, 

se pudo describir mejor los géneros encontrados en muestras de meconio y heces, además, 

su relación con el tipo de alimentación. Todos los estudios con los que se discuten los 

resultados fueron realizados por técnicas moleculares y solo Moles et al., utilizó dos 

técnicas (cultivo y molecular). 

Entre las bacterias encontradas en el meconio predominó el género Lactococcus 

(58,52%) seguido de Staphylococcus (30,43%) y Lactobacillus (21,74%). Especies 

similares encontró Moles et al., en España (2013) (161) reportando que el género 

predominante fue Staphylococcus en el 50% de las muestras; asimismo, Drell et al., en 

Estonia (2014) (160), describió una prevalencia del 70%. Este predominio de la familia 

Staphylococcaceae en la MI de los recién nacidos. Adlerberth et al., lo ha relacionado con 

una mejor condición higiénica durante el parto (173), mientras que Itani et al., (155)  lo 

relacionó con el parto por cesárea y la edad gestacional siendo que los neonatos <33 ss de 

EG tienen mayor prevalencia de Staphylococcus (p=0,036). Además, 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 más vulnerables (174). Aunque, Drell hizo una correlación 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 colonización por 

Staphylococcus es máximo en la primera semana de vida (160). Además, según Gosalbes 

et al., la MI del meconio puede estar agrupada en dos tipos diferentes de acuerdo a la 

diversidad bacteriana, riqueza y composición, MI menos diversa y dominada por bacterias 
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entéricas se asocia significativamente con un historial de eccema atópico en la madre (P = 

0.038), mientras que si es dominada por bacterias ácido lácticas está 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 más 

prevalente fue Escherichia coli (65,2%) seguido de Lactobacillus (56,52%) y 

Staphylococcus (52,17%). Resultados similares encontró 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 metodología de los estudios, 

siendo que Moles utilizó más recursos y medios de cultivos además del método molecular 

por lo cual pudo describir todas las bacterias presentes en la MI, mientras que en este 

estudio se cultivaron una limitada cantidad de géneros bacterianos. En contraste, Drell et 

al. (160), encontró mayor prevalencia de Enterococcus (aprox. 80%) Staphylococcus 

(aprox. 65%) y Escherichia (aprox. 40%). Lo que puede estar relacionado, según Jimenez 

et al., con el tipo de alimentación, evidenciando que los bebés alimentados con leche 

materna tuvieron mayor prevalencia de Staphylococcus Epidermis, específicamente; a 

diferencia de los alimentados con fórmula 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 según Jacquot a la edad gestacional, señalando que la 

diversidad bacteriana aumenta más 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 investigación 

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 colonización patógena (162). Por último, el género Lactobacillus fue el más 

abundante en ambas muestras de meconio y heces. Resultados que difieren con Drell et 

al., (160) donde el género más abundante en meconio fue Staphylococcus y en heces 

Escherichia / Shigella. Estas diferencias halladas se pueden atribuir al país de origen, 

puesto que la microbiota intestinal puede variar significativamente entre países de bajos 

ingresos y de altos ingresos (176–178). 

La relación entre el tipo de alimentación y MI en heces determinó 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 días 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 niños alimentados con LME obtuvieron mayor abundancia significativa 

de Bifidobacterium (p= 0.027) y no significativo de Enterobacteriaceae no clasificados, en 

comparación con el grupo LHP. Este resultado puede variar debido a que Parra, en su 

estudio, tomó las muestras de heces cuando los bebés alcanzaron la alimentación enteral 

completa (≥150 cc / kg / día); 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 consideró los días de vida. También 

puede estar relacionado a la edad gestacional, como hace referencia Butel et al. (180), que 

tiene un impacto significativo en la colonización por bifidobacterias (p= <0.05), ocurriendo 

en niños mayores de 32.9 semanas de EG (p =<0.05), siendo así que en nuestro estudio 

los bebes alimentados con LH tenían una edad gestacional de 32.36 (± 2.98) mientras que 

el grupo LM tuvieron una EG de 34.25 semanas (± 1.48). Así mismo, Gregory sugiere que 

la EG (o la madurez intestinal) tuvo tanta influencia sobre la diversidad del microbioma como 

cualquier régimen dietético (158). Del mismo modo, Penders asoció el uso de antibióticos 

con una disminución del número de Bifidobacterium y Bacteroides (104), pudiéndose 

atribuir también en este estudio, porque los neonatos del grupo LH estuvieron más 

expuestos al uso de antibióticos (11.09 días en promedio) que los del grupo LM (3,92 días 

en promedio). Por último, Claud et al., (116) mencionan que el aumento en la concentración 

de Proteobacteria en la composición de la microbiota intestinal en neonatos prematuros se 

ha relacionado con la NEC. Y según Zhou et al., (181) Escherichia / Shigella mostraron un 

patrón creciente antes del inicio de la enfermedad, lo que puede llevarnos a inferir que los 

neonatos alimentados con fórmula están más expuestos a NEC como se ha sugerido antes 

(45,48–50).     

Finalmente, no se observaron cambios estadísticamente significativos en el desarrollo 

de todos los géneros estudiados desde la primera muestra de meconio (<5 días) a la 

segunda de heces a los 30 días (±10) para ninguno de los dos grupos de alimentación. A 

diferencia, Drell et al. (160), que encontró en su estudio que la prevalencia y abundancia de 

Escherichia, aumentó 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 

que presentan una similitud al de este estudio donde la prevalencia aumento de 17% a 

65%. También encontró que la abundancia de Staphylococcaceae (el género más 

abundante perteneciente a esta familia fue Staphylococcus) disminuyó 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 población de 

estudio (n=50) comparado con la de este estudio (n=23), que además 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 

alimentación. Los del grupo de LH aumentaron la abundancia (UFC) de Lactococcus y 

Clostridium, mientras que Lactobacillus disminuyeron al contrario del grupo LM, donde 

aumentó el número de UFC de Lactobacillus y disminuyó Lactococcus y Clostridium. Similar 

a lo reportado por Gregory (158), donde los grupos LME y LHP tuvieron aumento más rápido 

de Clostridiales en comparación con el grupo FPP; sugiriendo una interacción dinámica 

entre el hospedador y la selección dietética de miembros específicos del microbioma que 

se ve alterado por la alimentación. 

Los resultados indican que el tipo de alimentación tuvo un efecto significativo sobre los 

conteos bacterianos y la composición de la microbiota fecal, siendo la E. coli la especies 

más prevalente, adquiriendo una menor abundancia en los niños alimentados con LH que 

los alimentados con LM. En general, el análisis del meconio y las heces de los bebés 

prematuros revelaron  baja diversidad de géneros y alta variabilidad interindividual, descrito 

anteriormente (160,161). Asimismo, la identificación y caracterización de estos organismos 

y su interacción con el huésped deberían conducir a nuevas investigaciones que amplíen 

el efecto del tipo de alimentación sobre la MI. Y nuevas terapias que ayuden a disminuir los 

patógenos asociados con la sepsis y la NEC que lleve a una homeostasis de la MI 

(182,183). 
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Capítulo V 

Conclusiones y recomendaciones 

Conclusiones  

En el meconio predominaron las bacterias del ácido láctico. Siendo Lactococcus spp. el 

género prevalente en un 58,83% de las muestras analizadas y Lactobacillus spp. el más 

abundante (11 x 106 UFC). 

En cuanto a la prevalencia de los géneros en heces, se evidenció 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 más abundante fue Lactobacillus spp. (14 x 106 

UFC).  

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

de alimentación: 

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 alimentación sí influye sobre el desarrollo de la microbiota intestinal. 

La concentración 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 restricción de este estudio fue la limitada cantidad de géneros estudiados; por 

lo tanto, se debe considerar para estudios posteriores ampliar la búsqueda mediante los 

métodos moleculares complementando con el de cultivo.   

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

prematuridad (extremo, moderado y tardío). 
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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”. 

Propósito y procedimientos 

El objetivo de este estudio es: Determinar 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. Este proyecto está siendo realizado por Jehovanna Lissette Flores de 

Valgas Velez, bajo la supervisión de la Licenciada Natali Huzco Rutti docente de la 

Universidad Peruana Unión.  

Tipo de Intervención de Investigación  

Esta investigación incluirá recolección de muestras de heces en dos tiempos diferentes (al 

nacimiento y a los 30 días de nacido). 

Selección de participantes  

Participan todos los neonatos pretérmino (<37 semanas) nacidos en el Hospital Nacional 

Docente Madre-Niño San Bartolomé. 

Riesgos  

No hay ningún riesgo físico, químico, biológico y psicológico; asociado con esta 

investigación.  

Beneficios  

Este estudio aportara con información relevante sobre el efecto del tipo de alimentación 

sobre el desarrollo de una microbiota intestinal. Llevando en el futuro a nuevos estudios en 

beneficio de los neonatos pretérmino. 

Participación voluntaria 

La participación en este estudio es completamente voluntaria y se conserva el derecho ante 

una respuesta negativa.  

Duración  

La investigación durará 30 días/ o 1 mes. Durante ese tiempo, será necesario que venga al 

hospital 2 días en dos ocasiones diferentes, por 20 min.  
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Confidencialidad 

La información que recojamos para este proyecto de investigación se mantendrá 

confidencial. La información acerca del paciente que se recogerá durante la investigación 

será puesta fuera de alcance y nadie sino los investigadores tendrán acceso a verla. 

Cualquier información acerca del paciente tendrá un número en vez de su nombre y 

solamente los investigadores sabrán cuál es su número. 

Preguntas e información 

Este proyecto no tiene ningún costo económico 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. 

 

Dirección: Ñaña, Km 19. 

Carretera Central   

Institución: Universidad Peruana 

Unión                

Teléfono: 972 473 587  

e-mail: lissflores@upeu.edu.pe 

 

 

 

Yo _______________________________________________________ identificada (o) 

con Nº de DNI __________ a los __ días del mes de _____, 2017. He leído el 

consentimiento y mis preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Como prueba de 

mi consentimiento voluntario para participar en este estudio, firmo a continuación. 

 

 

 

______________________________ 

Firma 

 

  

mailto:lissflores@upeu.edu.pe
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Anexo 2: Historia Clínica (184). 

HISTORIA CLÍNICA N° 00__ 

DATOS DE LA MADRE 
Historia Clínica Hospitalaria 
___________________ 

Peso Preg. 
_______kg 

Talla  
_______cm 

      ANTECEDENTES 
   Familiares  /  
personales 
                   TBC 
                Diabetes 
             Hipertensión 
             Preclampsia 
               Eclampsia 
                 Cáncer   
                   Otra   
 

Otra________________ 

Nombre 
Peso final 
_______kg 

Alfabeta 
SI  
NO 
 
Estudios 
Primaria 
Secundaria 
Universidad 
Ninguno 

Domicilio 
ETNIA 
Blanca 
Negra 
Indígena  
Mestiza 
Otra  

Nivel socioeconómico  

Teléfono 

Fecha de nacimiento ……/…...../………   Edad  

DNI 

Estado civil 
Casada__   Unión estable__    Soltera__    Otro__ 

DURANTE LA GESTACIÓN  

Fuma Act.      Fuma Pas.      Drogas        Alcohol        
  SI   NO          SI   NO         SI   NO        SI   NO          
                                                                          
Violencia 
 SI   NO          

 OBSTETRICOS 

Partos                           
Cesáreas 
Gestas Previas 
Abortos 
Nacidos muertos 
Muerto 1ºss 
Muertos  >de 1º ss 
Nacidos vivos 

Infecciones maternas 
durante la gestación 
____________semana ___ 
____________semana ___ 

Ingesta 
Fe                   Folatos 

SI    NO              SI    NO 
 

DATOS DEL RECIEN NACIDO Historia Clínica Hospitalaria ____________  

Fecha de 
Nacimiento…./…./…. 
Hora:________ 
SEXO           F                   M 

Perímetro Cefálico 
_____ cm 

INICIO DE PARTO 
Espontáneo               Cesárea                  Inducido        
Causa:___________________________________          

Edad Gestacional   
_____________ 
FUM                        ECO       
ESTIMADA          CAPURRO    

NUTRICIÓN 

Parenteral    SI         NO 
Días                        _____ 
Inició días de vida  _____ 
_____________________ 

NACIMIENTO 
Múltiple      
Único 

Estancia 
Hospitalaria 

____________ 
Antibióticos   si_  no_ 
Esteroides      si_  no_ 
Cual:____________ 
Tiempo:__________
__ 

Peso al nacer ___________g. 
Longitud al nacer _______cm. 

Puntaje APGAR (min) 

1º ____ 
5º ____ 
 
Enfermedades Infecciosas 
Neonatales: 
______________________ 
______________________ 

Inicio de Alimentación 
Enteral 
Días de vida______ 
NUTRICIÓN 
Enteral            SI        NO 
Nasogástrica  SI        NO 
Oral                SI        NO 
Días________ 

TIPO DE ALIMENTACIÓN 

Leche Materna Exclusiva 
Leche Humana 
Pasteurizada 
Fórmula Infantil  
Lactancia Materna Mixta 
____________________ 

Transfusiones 

SI          NO 
¿Cuantas? ____ 
Ventilación 
Mecánica 

SI          NO  
Días ____ 
Días de vida ____ 

Leche Materna 

Numero de tomas _________ 
Volumen  ________ 
________________________
_______________________ 

Fórmula 

% de dilución 
Numero de tomas ______ 
Volumen _______ 
_____________________ 

Leche Humana 
Pasteurizada 
Numero de tomas _______ 
Volumen _______ 
______________________
__________________ 

_________________
_________________
_________________
_________________
_________________
__________ 

Seguimiento:___________________________________________________________
________________________________________________________________________ 
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Anexo 3: Primera fase, recolección del primer meconio. 

PRIMERA FASE: LISTA DE RECOLECCIÓN DEL PRIMER MECONIO PARA CULTIVO 
MICROBIOLÓGICO 

Nº 
Apellidos y 

Nombres del 
Neonato 

Peso 
(Kg) 

Fecha Hora 
Nº de 

deposición 

Nombre y 
apellidos de la 

madre 
Observaciones* 

1     
 

  

2     
 

  

3     
 

  

4     
 

  

5     
 

  

6     
 

  

7     
 

  

8     
 

  

9     
 

  

10     
 

  

11     
 

  

12     
 

  

13     
 

  

14     
 

  

15     
 

  

16     
 

  

17     
 

  

18     
 

  

19     
 

  

20     
 

  

21     
 

  

22     
 

  

23     
 

  

*Uso de antibióticos, medicamentos, hora de la toma, etc. 
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Anexo 4: Selección de grupos de estudio. 

SEGUNDA FASE: CODIFICACIÓN Y RECOLECCIÓN DE HECES. 

 

Código Apellidos y nombres del neonato 
Peso 
(Kg) 

Fecha Hora Observaciones 

G
R

U
P

O
 D

E
 E

S
T

U
D

IO
 A

 

L
M

E
 

LME01      

LME02      

LME03      

LME04      

LME05      

LME06      

LME07      

G
R

U
P

O
 D

E
 E

S
T

U
D

IO
 B

 

L
H

P
 

 

LHP01      

LHP02      

LHP03      

LHP04      

LHP05      

LHP06      

LHP07      

G
R

U
P

O
 D

E
 E

S
T

U
D

IO
 C

 

F
I 

FI01      

FI02      

FI03      

FI04      

FI05      

FI06      

FI07      

G
R

U
P

O
 D

E
 E

S
T

U
D

IO
 D

 

L
M

M
 

LMM01      

LMM02      

LMM03      

LMM04      

LMM05      

LMM06      

LMM07      
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Anexo 5: Solicitud de la escuela profesional de nutrición. 
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Anexo 6: Aprobación del comité de ética del Hospital. 
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Anexo 7: Memorando de autorización para ingreso a UCIN. 
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Anexo 8: Modelo de resultados de Laboratorio. 
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Anexo 9: Protocolo de laboratorio para E. coli y bacterias coliformes. 
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Anexo 10: Protocolo de laboratorio para bacterias acido lácticas (BAL). 
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Anexo 11: Protocolo de laboratorio para Clostridum. 
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Anexo 12: Protocolo de laboratorio para Staphylococcus. 
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