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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La enterocolitis necrosante (ECN) es un problema mundial que surgio en
los pasados 25 afios como la emergencia gastrointestinal mas comun en las
unidades de cuidados intensivos neonatales (UCIN)."

Aunque la ECN fue descrita inicialmente en un reporte de un caso de
perforacion gastrointestinal en 1825 y 1891. En 1888, se reportaron 5 muertes
secundarias a necrosis y perforacion multiple de segmentos largos de intestino.
En 1953 Schmid y Quasier describieron la presentacion clinica y mas tarde
Dossier en 1959. Pero no fue hasta mitad de 1960, con el advenimiento de las
Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales, cuando Santulli y cols.
profundizan en este desorden llegando a reconocerla como una entidad clinica,
incluyendo hallazgos clinicos y radiologicos, los cuales fueron publicados por
Berdon y Mizrahi y colaboradores.??

1.1 DEFINICION, INCIDENCIA Y EPIDEMIOLOGIA.

La ECN es definida con una necrosis isquémica inflamatoria del intestino
grueso o delgado, que involucra con mayor frecuencia ileon terminal, ciego y el
colon ascendente. Es mas frecuente el diagnoéstico durante la segunda semana
de vida en RNPT previamente alimentados.*

La incidencia es inversamente proporcional al peso al nacer y la edad
gestacional. Los mas susceptibles a presentarla son los RNPT menores de
1000g y menores de 28 SDG. Datos del Instituto nacional de la red de
desarrollo neonatal humano y de la salud del nifo (NICHD Neonatal Network) y
la red de ensayos clinicos de Oxford —Vermont, confirman este incremento en
la incidencia ente los RNPT de muy bajo peso al nacer. El riesgo de ECN
persiste hasta una edad posconcepcional mayor a las 36 SDG.*

La enterocolitis necrosante (ECN) es un problema mundial en los recién
nacidos de muy bajo peso al nacimiento y su incidencia es variable. Afecta del
2.6 al 28% de estos nifios. Datos de los Estados Unidos demuestran que la
enfermedad puede ocurrir en aproximadamente 10% de los RNPT menores de
1500g, pero el rango varia de 2 a 22%, llegando hasta un 30%. *?®

Es la emergencia intestinal mas comun del prematuro, ocurre en el 1% al
5% de pacientes ingresados a la unidad de cuidado intensivo neonatal y en 1 a
3 por 1.000 nacimientos vivos. Los datos del centro nacional para la estadistica
de la salud indican una incidencia de 1.200 a 9.600 casos por afo en los
Estados Unidos que dan lugar a mas de 2,600 muertes anualmente, la
incidencia de enterocolitis se correlaciona fuertemente con el grado de
prematurez y es mas baja en los paises en que esta se ha disminuido. ®

En el mundo se reporta la siguiente incidencia 1-2% en los RNPT de muy
bajo peso al nacer en Japon, 7% en Austria, 14% en Argentina, 28% en Hong
Kong.58

En el instituto nacional de perinatologia se registraron 79 casos de ECN en
un periodo comprendido del 2000 al 2007. Tabla 1

La tasa de mortalidad no ha mejorado significativamente en los ultimos 30
afios y varia entre 10 y 30% en cada centro hospitalario®®, llegando a
reportarse una tasa de mortalidad del 35-50% en Recién nacidos con ECN que
presentaron perforacion. %0



Los sobrevivientes quedan con secuelas de tipo de sindrome de intestino
corto, sindrome de mala absorcién intestinal o colestasis inducida por NPT. %"

El costo por cada caso en una unidad de cuidados neonatales se estima
entre 74 a 186 mil dolares comparado con otros pacientes.'® La mayoria de las
complicaciones posquirdrgicas estan relacionadas a la herida o al estoma.*

1.2 ETIOLOGIA
Se desconoce la patogenia exacta del proceso, aunque generalmente se
considera multifactorial. Santulli describe en animales de experimentacion tres
factores que intervienen en el desarrollo de ECN: 1) La presencia de gérmenes
patdgenos, 2) La exposicion a la alimentacién enteral y 3) Un trastorno de la
integridad de la mucosa intestinal, estos factores pueden combinarse para
ocasionar una lesion intestinal. 2

Para su desarrollo confluyen varios factores de riesgo como: prematurez,
alimentacion con sucédanos de la leche humana, isquemia intestinal vy
colonizacién bacteriana. 23

La prematurez es el factor de riesgo mas importante asociado a ECN, debido
a la inmadurez de la barrera intestinal en el neonato prematuro. Se han
identificado cuatro areas generales de inmadurez gastrointestinal para el recién
nacido prematuro: factores inmunoldgicos, factores luminales, inmadurez de la
barrera intestinal y disminucion de la motilidad del tracto Gl.

Evidencias de estudios de animales y en humanos muestran diferencias
significativas entre recién nacidos de término y pretérmino en varios aspectos
del desarrollo y funcion intestinal. Se encuentran suprimidas o deficientes
varias enzimas y hormonas gastrointestinales en los RNPT, asi como también
limitacion del complejo de la cascada responsable de limitar la invasion de
multiples patogenos, incluyendo deficiencia o disfuncion de la respuesta de la
inmunoglobulina A, funcién de neutrdfilos, activacion de macréfagos,
produccion y funcién de citocinas. '*'°

Sobre la Alimentaciéon, se sabe que mas del 95% de los pacientes

diagnosticados con ECN han sido alimentados enteralmente.
Aunque el mecanismo no se conoce, se ha reportado que la alimentacién
enteral promueve la ECN proporcionando un medio para una mayor
proliferacion de bacterias potencialmente patégenas que pueden invadir la
pared intestinal. A pesar de que el tracto gastrointestinal (Gl) del recién nacido
es estéril en el momento del nacimiento, se produce la colonizacién bacteriana
en cuestion de horas. Se inicia este proceso con el contacto con la flora vaginal
de la madre, posteriormente con la alimentacion por via oral y la exposicion al
medio ambiente.

La alimentacion con foérmula, mas que la lactancia materna, parece
predisponer a los recién nacidos a ECN. La férmula probablemente
proporciona un sustrato para la proliferacion bacteriana en el tracto
gastrointestinal. Las investigaciones indican que la leche materna puede
ofrecer proteccion contra el ECN, ya que contiene tanto propiedades
inmunoldgicas y no inmunoldgicas que son benéficas para el recién nacido
prematuro. Los factores inmunoprotectores en la leche humana incluyen IgA,
acetilhidrolasa del factor activador plaquetario (FAP), vitamina E, carotenos y



acido ascorbico. Asi como la presencia de bacterias no patdégenas tales como
bifidobacterias. Todos estos compuestos han sido postulados para mantener
un adecuado ambiente intestinal y ellos reducen el riesgo de ECN. "

Isquemia intestinal. Las teorias que comprometen el flujo intestinal en el
feto y el neonato contribuyen a la fisiopatologia de la ECN, los estudios reflejan
que la inmadurez de la barrera intestinal del neonato puede ser especialmente
sensible a la hipoperfusidn esplacnica. El insulto inicial en la secuencia de
acontecimientos que conducen a la ECN podria ser la hipoxia, por ejemplo
pacientes con asfixia perinatal, policitemia, exanguinotransfusion, sindrome de
dificultad respiratoria SDR, en pacientes con persistencia del conducto
arterioso con cortocircuito de izquierda a derecha tienen disminuida la
perfusidén intestinal e incrementa el riesgo de ECN, ademas los pacientes
tratados con indometacina para el cierre de PCA tienen incrementado el riesgo
de ECN debido al efecto de la indometacina a la circulacion intestinal, asi como
metilxantinas la cual ha demostrado disminucion del flujo sanguineo de la
mesentérica superior, otro factor que genera controversia es la importancia del
catéter de la arteria umbilical, ya que reduce la circulacion intestinal o genera
eémbolos que cruzan la arteria mesentérica superior. Finalmente el abuso de
cocaina materna se ha asociado con incremento en la incidencia de ECN en
donde se sugiere que el flujo sanguineo intestinal esta reducido por la
exposicion a la cocaina.3# 1%

El sitio habitual de necrosis isquémica es la regién ileocolica.

En momentos de baja perfusién o durante los periodos de asfixia y de la
redistribucién circulatoria, estas areas pueden ser vulnerables a la lesion
isquémica.’

Colonizaciéon bacteriana. La mayoria de las bacterias aisladas de recién
nacidos con NEC son de la flora intestinal normal, pero, tanto los organismos
que forman parte de la flora normal del tracto intestinal como la anormal y
patdgenas han participado en el desarrollo de la ECN.

Aunque muchos tipos de bacterias y virus se han asociado con ECN,
Clostridium especies parecen ser los mas importantes.

Estos producen exotoxinas, que pueden ser importantes en el dafio que causan
a la mucosa intestinal observados en la ECN. La pneumatosis intestinal
asociada con ECN en los lactantes puede ser causada por bacterias
anaerobias.

Para los lactantes en riesgo de ECN, puede haber aumentado el paso de
bacterias desde el intestino a la circulacion sistémica. La mayor parte de las
defensas que normalmente impiden el paso de bacterias a través de la barrera
mucosa, el buen funcionamiento del sistema inmunolégico, las defensas
mecanica y la microflora intestinal normal estan afectadas en pacientes que
estan en riesgo de NEC. Una mayor incidencia de Escherichia coli, Proteus,
Pseudomonas y Enterobacter se han encontrado en los intestinos de los nifios
en alto riesgo de NEC.

Inflamacion aguda puede ser el resultado de sobrecrecimiento bacteriano de la
flora normal o la presencia de organismos patdgenos.



Si el bebé es alimentado prematuramente, antes de la adecuada
la funcion intestinal, proliferan Gram-negativos aerobios y anaerobios que
producen toxinas, causando ECN. Las endotoxinas producidas por bacterias
Gram-negativas pueden escaparse via porta a la circulacion, si el higado no
puede contener, puede seguir la fuga a la circulacién sistémica, provocando
endotoxemia, shock y muerte.

La colonizacion bacteriana es un prerrequisito para el inicio de la inflamacién
intestinal, necrosis y presentacién clinica de ECN, posterior al parto el intestino
es colonizado rapidamente con multiples microorganismo incluidos las
bacterias anaerobias facultativas; bifidobacterias y lactobacilos entre los RN
alimentados al seno materno. En los RNPT hospitalizados en la UCIN quienes
no han sido alimentados tempranamente con leche humana existen diferencias
en la microflora intestinal. '

La colonizacion bacteriana del intestino de los RNPT es diferente de la de
los recién nacidos de término, ello depende de los diferentes cuidados
neonatales, tales como tratamiento con antibidticos, humedad de la incubadora
lo que puede deteriorar los procesos de colonizacion.'®"

Los niflos sanos desarrollan una colonizacion de microbiota en la que
predominan en el intestino flora no patégena especies tales como
bifidobacterias, los RNPT adquieren menor cantidad de bifidobacterias por lo
que son mas susceptibles de colonizacién patégena.™”

El predominio de bacterias facultativas en la flora fecal de los RNPT que
estan en la UCIN es con predominio de Staphylococcus (coagulasa negativo,
Staphylococcus spp y Staphylococcus aureus); enterobacterias (Klebsiella spp
y enterococos), siendo los anaerobios mas comunes los Clostridios.'®

1.3 FISIOPATOLOGIA.

El principal factor de riesgo para el desarrollo de ECN es el resultado de la via
final de la necrosis intestinal a través de la activacion de la cascada
inflamatoria.

La evidencia experimental ha mostrado que las concentraciones de
mediadores quimicos como el factor activador plaquetario (FAP), IL-1, IL-6,
factor de necrosis tumoral (FNT), oxido nitrico y endotelina estan elevadas en
la circulacién de recién nacidos con ECN y en varios modelos de dafio
intestinal.

El FAP es un fosfolipido que actia como un mediador potente que parece
tener un papel clave en la fisiopatologia de la ECN. Este es sintetizado
después de la activacion de la fosfolipasa A2-Il y es degradado por la enzima
acetilhidrolasa-FAP. 8

Los pacientes con ECN presentan niveles altos de PAF y disminucion de los
niveles de PAF-acetilhidrolasa, la PAF se acumula en la mucosa,
incrementando la permeabilidad epitelial intestinal, ocasionando dafo local con
la entrada de bacterias, desencadenando la cascada inflamatoria, con
activacién de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) con la adhesién al
endotelio de las vénulas en el intestino, incrementando la permeabilidad
vascular, involucrando mediadores de la inflamacion como FNT, complemento,
citocinas inflamatorias con la IL1, IL6 e IL8, prostaglandinas y leucotrieno C4.
Las cuales se han asociado a neutropenia, trombocitopenia, CID, acidos



metabdlica, edema con fuga del tercer espacio y disminucion de la presion
sanguinea. Eventualmente hay liberacion de norepinefrina resultado
vasoconstriccion mesentérica con isquemia esplacnica y reperfusion.
Productos bacterianos como endotoxinas entran al tejido intestinal rompiendo
la barrera mucosa local y las endotoxinas sinergizan con el PAF amplificando la
inflamacion. Especies de oxigeno reactivo producidos por la activacion de los
leucocitos y por la xantina oxidasa del epitelio intestinal podrian ser la via final
de la lesion tisular.’?

Se ha demostrado que el oxido nitrico (ON) es un modulador protector de la
mucosa intestinal y la oxido nitrico sintetasa neuronal (nONS) es la enzima
responsable de la produccion de mas del 90% de ON por el intestino. En
modelos animales se demostrd que la isquemia-reperfusion inducida por lesion
intestinal se exacerba marcadamente por endotoxinas y PAF con la
concomitante inhibicién de la ONS. Esto sugiere que el desbalance entre el ON
endogeno y la produccidén de PAF puede ser el factor responsable de la lesion
de la mucosa intestinal.’®'®

Se ha encontrado un incremento en la expresion de COX-2 en segmentos
intestinales de neonatos que presentaron perforacion por ECN. Con una
coordinada induccion de en la expresion de COX-2 y con la presencia del
factor nuclear (NF)-kB en modelos de roedores con ECN. Estos hallazgos
sugieren que el COX-2 y en NF-kB juegan un rol importante en la patogénesis
de la ECN. ™

El resultado final de la ECN depende del balance entre los mecanismos
agresores (mediadores de la inflamacién, citocinas, isquemia) y los
mecanismos protectores (principalmente nONS), un desbalance favorece a la
ruptura de la barrera mucosa con la entrada de bacterias, perpetuando el ciclo
vicioso, ocasionando choque, sepsis y en algunas ocasiones la muerte."®

1.4 PRESENTACION CLINICA Y DIAGNOSTICO.

Las manifestaciones clinicas de la ECN pueden tener una presentacion sutil
o catastrdéfica. Los signos sistémicos tempranos son tipicamente inespecificos,
pueden similares a los que se presentan en otras causas de deterioro y sepsis.
Incluyendo distensiéon abdominal, vomito biliar, prueba de guayaco positiva,
periodos de apnea, letargo, inestabilidad de la temperatura, inestabilidad de la
glucosa sanguinea, hipotension y bradicardia. >

Los signos de presentacion temprana son: distension abdominal (70-98%),
intolerancia a la alimentacion con incremento del residuo gastrico (>70%),
emesis (>70%), presencia de sangre por el recto (25-63%), sangrado
gastrointestinal oculto (25-59%) y ocasionalmente diarrea (4-26%). Conforme la
enfermedad progresa los hallazgos abdominales pueden llegar a ser mas
severos, los pacientes pueden llegar a desarrollar distension abdominal
marcada debido a dilatacion intestinal y ascitis. El eritema en la pared
abdominal puede ser ocasionado por necrosis de la pared abdominal. "

En cuanto a los hallazgos de laboratorio, un paciente con ECN pueden
presentar una cuenta anormal de leucocitos, la cual puede estar elevada, pero
generalmente se encuentra disminuida (<1.5x10%L), hasta en 37% de los
casos, la trombocitopenia también es comun, se ha encontrado en 87% de los
pacientes, anormalidades de la coagulacion (prolongacién del tiempo de
protrombina e hipofibrinogenemia), inestabilidad en la glucosa (hipo o



hiperglicemia), acidosis metabdlica, desequilibrio hidroelectrolitico también se
han observado en estos paciente, algunos pacientes presentan elevacion de la
Proteina C reactiva."

En 1973 Bell fue el primero en tratar de clasificar la ECN, por presentacion y
severidad. Estos criterios fueron modificados en 1978 incluyendo aspectos de
tratamiento y prondstico de la enfermedad. ''. Tabla 2

1.5 TRATAMIENTO.

La mayoria de los pacientes que cursan con ECN requieren manejo médico,
sin tratamiento quirurgico, la mayoria requiere soporte ventilatorio mecanico, si
es necesario, la intubacion traqueal se prefiere a la presion positiva continua
para prevenir la aerofagia y la subsecuente distensién intestinal. Se
recomienda tener acceso arterial periférico para la medicion de gases
arteriales. Algunos pacientes que cursan con hipovolemia requieren manejo de
liqguidos y correccion de desequilibrio acido-base, la acidosis en la ECN es
mixta, con un componente respiratorio por hipoventilacion, asi como
componente metabdlico por hipoperfusidén. Si hay evidencia de coagulopatia la
administracion de plaquetas, plasma fresco congelado o crioprecipitados, en
caso de acidosis metabodlica severa se evaluara el uso de bicarbonato de
sodio, la dopamina y la epinefrina en infusibn son necesarios cuando la
hipoperfusion no responde a la administracién de liquidos."

Al obtener cultivos en sangre y sensibilidad antimicrobiana se podra iniciar la
terapia adecuada, ampicilina y un aminoglucésido son una opcion de
antibidticos, pero la eleccion, dependera del patron de resistencia de cada
UCIN. Los recién nacidos de peso muy bajo al nacimiento con riesgo de
bacteremia deberan ser cubiertos con antibiético para prevenir Staphylococcus
coagulasa negativo, de acuerdo al tratamiento empirico, vancomicina y una
cefalosporina de tercera generacion son apropiados. La terapia antimicrobiana
podra continuarse de 7 a 14 dias dependiendo de la severidad del episodio. "

Se debe suspender la alimentacién enteral y colocar una sonda gastrica de
calibre grande (10-12 Fr) para descomprimir. Deben tenerse mediciones
seriadas del perimetro abdominal, asi como exploracion seriada por el mismo
examinador y control radiologico frecuente.’®" Tabla 3

Aproximadamente de un 34 a 50% de los pacientes con ECN requieren de
intervencién quirurgica, la cual esta indicada en pacientes con evidencia de
perforacion o en casos de enfermedad progresiva a pesar del tratamiento
médico.5""

1.6 PREVENCION.

Las estrategias preventivas se han desarrollado en base a observacion
clinica y datos epidemioldgicos y experimentales. Algunas estrategias como:
alimentacion con leche humana, esteroides antenatales, restriccion hidrica y
administracion de antibiéticos han comprobado su eficacia. Se mencionan
otras estrategias para prevenir ECN cuya eficacia aun no esta comprobada
como: precauciones en los incrementos de la alimentacion, administracion



enteral de inmunoglobulinas, suplementos con L-arginina, suplementacion con
fosfolipidos, acidificacion de la leche y administracion de pre y probidticos.*'?

La administracién de bacterias probiéticos ha sido propuesta como una via
de colonizacion intestinal de flora deseable que cubre y cambia la
permeabilidad de la mucosa intestinal, aumenta la respuesta de la IgA,
incrementa la producciéon antiinflamatoria de citocinas y normaliza la microflora
intestinal. *'°

Una alternativa preventiva de la ECN seria evitar el crecimiento de
patdgenos, administrando probidticos para colonizar el intestino con flora no
patdgena. La ultima revison de Cochrane sobre el uso de probidticos para la
prevencion de ECN concluye que la administracién enteral de probioticos
disminuye significativamente la incidencia de estadios | y Il de ECN, asi como
una reduccion en la mortalidad por esta causa.?*?'



CAPITULO 2. PROBIOTICOS.

El término probidtico, propuesto por primera vez en 1965 por Lilley y
Stillwell, proviene de raiz griega que significa por la vida y es anténimo de
antibiotico. Si bien este concepto y su definicibn han evolucionado en los
ultimos 40 anos, la evidencia de sus efectos benéficos para el hombre se
conoce desde la época de Aristoteles, pero solo se describio cientificamente a
principios de siglo en los trabajos de Elie Mentchnikoff en 1908 un premio
nobel que trabajaba en el Instituto Pasteur, observo que Bulgaria tenia un
numero increible de personas que vivian mas de 100 afnos, encontré que éstos
se alimentaban de grandes cantidades de verduras cultivadas en forma casera
y yoghurt, propuso que el envejecimiento es consecuencia de la accion de
sustancias toxicas producidas por la flora intestinal y sugirié que la ingestion de
lactobacilos que se encontraban en los alimentos podian bloquear estas
toxinas y prolongar la vida.??

Los probidticos son inocuos y desde hace siglos se usan para conservar y
producir alimentos. No se han reportado problemas de salud por el consumo
de estas bacterias. En 1961 y 1998 se realizaron, por lo menos 143 estudios
clinicos con probioticos en mas de 7500 sujetos; en ninguno de los casos se ha
registrado un problema de salud.?

Respecto a la inocuidad y al control de calidad de la fabricacion de
productos con probidticos hay que seguir un protocolo muy riguroso y estricto
de buenas practicas de manufactura para asegurar la inocuidad del producto y
la viabilidad de estos microorganismos en los productos finales, sin olvidar las
estipulaciones dictadas por las instituciones gubernamentales responsables de
vigilar su inocuidad.?

Una vez en el intestino, los probidticos deben permanecer adheridos a la
mucosa intestinal para liberar ciertos compuestos, que ejercen efecto positivo
en el huésped y compiten por los sitios de adhesion con los patégenos. Se
piensa que los probiéticos deben de permanecer viables para ejercer un efecto
positivo en el huésped; sin embargo se ha demostrado que son los metabolitos
producidos y liberados por estos microorganismos los que interactuan con
otras moléculas del intestino. Gracias a la capacidad de modificar la estructura
de los receptores en la superficie de la mucosa o sus caracteristicas de
adhesion, los probidticos pueden funcionar como competidores o inhibidores
de ciertas bacterias patogenas.? Tabla 4

Los probidticos producen otros compuestos como: acido lactico, peroxido de
hidrogeno, piroglutamato, acidos grasos de cadena corta o bacteriocinas que
entre otros efectos disminuyen el pH del medio y actian como agentes
bactericidas o bacteriostaticos. Tienen propiedades inmunomoduladoras:
modifican la respuesta a antigenos, aumentan la secrecion de IgA, facilitan la
captacién de Antigenos en la placa de Peyler, producen enzimas hidroliticas y
disminuyen la inflamacion intestinal.32

Los probioticos mas conocidos son los lactobacilos utilizados para la
fermentacién de alimentos y las bifidobacterias, gérmenes predominantes en la
flora intestinal de los nifios alimentados con leche materna y posiblemente los
responsables de la menor incidencia de cuadros diarreicos en este grupo.?



AGENTES PROBIOTICOS*
“Lactobacillus”

s L. acidophilus

< L. casei: GG, rhamosum

s L. bulgaricus

L. plantarum
“Bifidobacteria”

< B. bifidum

% B. longum

% B. breve
s B. infantis

« B. animalis

% B.spp
“Streptococcus thermophilus”
“Saccharomyces boulardii”

EFECTOS DE LOS PROBIOTICOS.
* Normalizan la microflora.
* Reducen la permeabilidad intestinal.
* Incrementan la funcién de la barrera mucosa.
* Protegen en contra la colonizacion de patégenos.
» Disminuyen las citocinas proinflamatorias e incrementan las citocinas
antiinflamatorias.
* Mejoran la nutricion enteral.
* Reducen la traslocacion bacteriana, reduciendo la sepsis.

CRITERIOS QUE DEFINEN A UN MICROORGANISMO COMO
PROBIOTICO?*

Origen humano.

No patégeno.

Resistente a destruccion por técnicas de procesamiento.
Resistente a destruccion por acido gastrico y biliar.
Adherible al epitelio de la pared intestinal.

Capaz de colonizar el tracto gastrointestinal en corto tiempo.
Producir sustancias antimicrobianas.

Modular la respuesta inmune.

Influenciar las actividades metabdlicas humanas.

VVVVVVVVYY

2.1 ESTUDIOS REALIZADOS CON PROBIOTICOS.

Existen algunos estudios realizados en animales de experimentacion que
han demostrado beneficios de los probidticos.

En un estudio realizado por Sprague-Dawley?? con ratas en estado
neonatal, a las cuales se les provoco ECN y las trato con una solucién
orogastrica enriquecida con Bifidobacterium infantis a razén de 1x109 ufc/d, se
mostrd una colonizacion en el intestino por este microorganismo entre las 24 y



48hr de haber iniciado el tratamiento, mientras que en el grupo control, no hubo
cambios en la poblacion intestinal. También se observo que la colonizacion por
bifidos reduce la incidencia y muerte de ECN comparada con el grupo placebo
(murieron en el grupo experimental 5 de 22 y en el grupo control 18 de 26
ratas) con p <0.01, con una disminucion significativa en la produccion de
endotoxinas y en la expresion del gen que codifica para el factor activador de
plaquetas, por lo que parece que la colonizacién con bifidobacterias disminuye
el riesgo para ECN y modula la cascada inflamatoria. Se desconoce el
mecanismo por el cual los bifidos pueden detener la cascada inflamatoria,
aunque se piensa que es en la modulacion de la flora intestinal y la
permeabilidad del intestino.

Perdigon y su equipo observaron un marcado efecto en la produccion de
TNF alfa e IFN gama en un estudio realizado a ratones alimentados con varias
especies de probidticos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus delbrueckii spp, bulgaricus y Sreptococcus thermophilus. En
presencia de Lactobacillus casei y Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus se
observo un incremento importante en las concentraciones de citocinas
antiinflamatorias IL-4 e IL-10, mientras que Lactobacillus acidophilus indujo la
produccion de IL-2 e IL-12. %

Se sugiere que algunos componentes de la leche humana pueden estimular
a la respuesta inmune humoral, por probable modulacion del balance
inmunoldgico en el intestino del recién nacido. Asi mismo, se ha sugerido que
la incorporacion de probidticos a la dieta materna antes del parto y en el recién
nacido durante la lactancia puede influenciar positivamente el proceso de
maduracion intestinal.?”?®

Varios estudios realizados recientemente han demostrado que la
administracion de probioticos en el recién nacido pretérmino disminuye la
incidencia y severidad de la enterocolitis necrosante, asi como la mortalidad en
este grupo de pacientes.®

Agarval® realizdo estudio con Lactobacillus rhamnosus, conocido como
Lactobacillus GG (LGG), por la capacidad de colonizar el intestino neonatal y
modificar su flora bacteriana. Fue un estudio prospectivo, aleatorizado en 71
recién nacidos prematuros con peso menor al nacimiento de 2000 g. Los recién
nacidos menores de 1500 g (24 tratados y 15 controles) recibieron 10 LGG
oralmente 2 veces al dia por 21 dias. Los recién nacidos con peso entre 1500 a
1999 gr (23 tratados, 9 control) fueron tratados por 8 dias.

Encontrando colonizacién en 16 de 47, los pacientes que fueron tratados con
probiodticos Vs 0 de 24 en el grupo control P=0.005. LGG fue bien tolerado en
todos los RN.

En varios ensayos clinicos aleatorizados, prospectivos se ha visto que el
usar probioticos en prematuros parece que reduce el reservorio intestinal de
especies patdgenas, mejoran la tolerancia de la nutricion enteral y disminuyen
la incidencia de la enterocolitis necrosante, con cambios significativos en la
mortalidad. En ninguno de estos estudios se observaron efectos adversos tales
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como bacteremia, diarrea o intolerancia a la alimentacion relacionados a la
administracion de probidticos en los recién nacidos prematuros. 2% 3

Forero® realizd un ensayo clinico controlado (estudio prospectivo, doble
ciego, aleatorizado y comparativo) en 39 recién nacidos prematuros menores
de 1500 gr, sin manifestaciones de patologia intestinal, alimentados con leche
artificial desde el primer dia de vida. Se realiz6 en la unidad de cuidado
intensivo neonatal en la clinica de Chicamocha de Bucaramanga, Colombia.
Desde el 1° de mayo de 2003 al 30 de septiembre de 2004. Se eligieron todos
los prematuros menores de 15009 ingresados a la UCIN que no podian recibir
leche materna, que estuvieran estables.

Los recién nacidos pretérmino fueron asignados al azar a dos grupos:
estudio y control con caracteristicas demograficas de las madres similares y
algunas variables de los recién nacidos sin encontrar diferencias estadisticas
entre los 2 grupos estudiados. Con una poblacion de 79 recién nacidos. El
probidtico se mantuvo refrigerado de 4-8° C y se mezcla con agua destilada
antes de su administracion. El grupo control con 20 RNPT recibiéo 4ml de agua
destilada. Tanto los pacientes del grupo de estudio como de control recibieron
esta dosis diariamente hasta el egreso de la UCIN. La variable de salida fue la
presencia de enterocolitis necrosante (estadio Il o mayor).

A 19 se les administré una dosis diaria de 1 g de probidtico multiespecie, el
cual se diluyé en 4 ml de agua destilada, previo al inicio de la alimentacion
hasta el egreso de cuidado intensivo. Entre los 20 pacientes del grupo control
se presentaron 7 con enterocolitis necrosante y en los pacientes que recibieron
probidtico se presentd solo un caso de enterocolitis en un RN prematuro de 632
gr. El riesgo de enterocolitis en el grupo del prebidtico fue de 0.15. La reduccioén
absoluta del riesgo dada por el uso del prebiético fue del 29.7%, con un numero
de pacientes necesario a tratar para prevenir un caso de enterocolitis de 4.

No hubo diferencias significativas en la disminucién de la mortalidad y
sepsis.

Sin embargo este articulo no cuenta con la metodologia adecuada, cuenta
con un tamafno de muestra pequefo, en donde no se observa una diferencia
significativa en la incidencia de ECN entre el grupo de estudio y el grupo
control, tampoco se puede hablar de reduccién absoluta con el IC (0.02 —
1.11).

Hoyos*' En un estudio prospectivo, en el hospital Simén Bolivar en Bogota,
Colombia, examino la hipdtesis con la administraciéon profilactica de
lactobacilos orales Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium infatins en los
neonatos en la unidad de cuidados intensivos neonatales, en la que se plantea
disminuir la incidencia de enterocolitis necrosante, utilizé6 una dosis diaria de
250millones de lactobacilos vivos L. acidophilus y 250 millones de B. infantis.
Los probidticos se administraron en 1237 recién nacidos admitidos en la unidad
de cuidados intensivos durante un afio, con un grupo control de 1282 pacientes
los cuales fueron hospitalizados un afio antes. En cuanto a los resultados no
hubo complicaciones atribuidas a la administracion diaria de L. acidophilus y B.
infantis. Los grupos de estudio fueron comparados para el mismo lugar de
origen, clinica y variables demograficas, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en estas variables. En el grupo control hubo 85 casos de
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enterocolitis necrosante comparado con 34 casos en el grupo que recibid
profilaxis con probiéticos (P<0.0002). Con un RR de 0.41 IC 95% (0.28 — 0.61),
con NNT 26. En el grupo control hubo 35 casos de ECN asociada a
complicaciones fatales comparada con 14 complicaciones fatales en el grupo
que recibid profilaxis con probidticos (P<0.005). Sin embargo la comparaciéon
fue hecha con controles histdricos, el tratamiento no fue ciego y los RN de
estudio generalmente tienen un peso mas alto y ademas de mayor edad
gestacional 37 SDG, el 10% de los RN tenian un peso de 1500g.*° Respecto a
la metodologia los resultados son cuestionables.

Bin-Nun?2 realizd6 un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado, propuso la
hipétesis de que al normalizar la flora intestinal con la administracion
profilactica de probidticos se podrian mejorar las defensas naturales,
reduciendo la incidencia y severidad de enterocolitis necrosante en neonatos
pretérmino. Se ingresaron al estudio neonatos con peso al nacimiento menor
de 1500g, que fueron admitidos en la unidad de cuidados intensivos del Centro
Médico de Shaare Zedek entre Septiembre del 2001 y Septiembre del 2004.
Los pacientes se asignaron al azar a cada grupo. El grupo de estudio recibid
suplementos de probidticos diariamente de ABC Dophilus probiéticos mixtos
(bifidobacterium infantis, Streptococcus thermophilus y Bifidobacterium bifidus)
una dosis de 1.05x10° UFC por dia, diluido en 3 ml de leche materna é en 3ml
de sucedaneos de leche humana (Similac Special Care). El grupo control
recibio leche humana o sucedaneos de leche humana. Los suplementos fueron
continuados hasta las 36 semanas de edad gestacional posconcepcional, 72
RN fueron incluidos en el grupo de estudio, con 73 controles; el peso al nacer
fue de 1152 +/-262g vs 1111 +/- 2789, la edad gestacional de 30 +/- 3
semanas vs 29 +/- 4 semanas.

La incidencia de ECN se redujo en el grupo de estudio (3/72 (4%) vs 12/73
(16.4%) p= 0.03; riesgo relativo de 0.25; IC 95%: 0.075-0.86. Reduciendo la
incidencia de ECN de 17% a un 4% con una reduccion del riesgo de 75% y una
reduccion absoluta del riesgo del 12%, con NNT 8, lo que podria significar que
8 RN necesitaran tratamiento para prevenir un caso de ECN. La incidencia de
ECN (Criterios de Bell estadio 2 o 3) fue 1 de 72 (1%) Vs 10 de 73 (14%)
p=0.013 en el grupo de estudio y control respectivamente. Los 3 casos mas
severos ocurrieron en el grupo control, aunque no hubo diferencias
significativas en el inicio de la presentacion de ECN en los dos grupos. Se
agrego al estudio S. thermophilus debido a que mejoran la eficacia previniendo
diarrea secundaria a rotavirus y mejoran el crecimiento a largo plazo. No se
aislaron en los cultivos positivos las cepas administradas en el estudio, no se
observaron complicaciones debidas al uso de probidticos.®® Se muestra una
disminucién en la incidencia de ECN.

Lin H.*® realizd un ensayo clinico controlado aleatorizado, para la evaluacién
de los efectos benéficos de los probidticos en la reduccion de la incidencia y
severidad de ECN en RN menores de 1500g. Se realiza en un Centro de
tercer nivel neonatal en el centro de Taiwan, desde el 1 de julio de 1999 al 31
de diciembre de 2003 en la unidad de cuidados intensivos. Se incluyeron 367
recién nacidos de peso muy bajo al nacer (<1500g), pacientes que

12



sobrevivieron después de los 7 dias de vida. El probidtico utilizado fue Infloran
(Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium infantis) con dosis de 125 mg/k, en
la leche materna dos veces al dia hasta el egreso, el grupo control se alimento
con leche materna solamente; 180 RN participaron en el grupo de estudio y
187 RN en el grupo control. Las variables demograficas y clinicas fueron
similares en ambos grupos. La ECN se catalogo segun la clasificacion
modificada de Bell, el diagndstico y la clasificacion de la ECN se llevan a cabo
de forma independiente por 2 neonatdlogos con experiencia, en forma cegada.
Participaron en el estudio 367 nifios; 180 en el grupo de estudio y 187 en el
grupo control. La incidencia de muerte o de ECN fue significativamente menor
en el grupo de estudio 9 de 180 (5%) Vs 24 de 187 (12.8%); P=0.009. La
incidencia de ECN (> al estadio 2) también fue significativamente menor en el
grupo de estudio comparado con el grupo control 2 de 180 (1.1%) vs 10 de
187 (5.3%); P=0.04, se observaron seis casos de ECN severa (estadio 3 de
Bell) en el grupo control y ninguno en el grupo de estudio P=0.03. La incidencia
de ECN o sepsis fue menor en el grupo probiotico (24/180 [13.3%)] frente a 46
de 187 [24.6%], respectivamente; p<0.03). La incidencia de fallecimientos o
ECN o sepsis fue significativamente mas baja en el grupo probiético (31 de 180
[17.2%] frente a 60 de 187 [32.1%], respectivamente; p< 0.009).

En ninguno de los cultivos positivos se encontré Lactobacilos o
Bifidobacterium especies, tampoco se observaron complicaciones debidas al
uso de probioticos. El estudio mostré una reduccion de la incidencia y
severidad de ECN con leche materna y el uso del probidtico en RN de muy
bajo peso al nacer, con un numero necesario a tratar para prevenir 1 caso de
ECN de 27, y para prevenir 1 fallecimiento por ECN de 31, con una reduccion
del riesgo relativo del 79%.

Dani* no encontro diferencias entre los que les administro el probidtico y a
los que les dio placebo, el estudio fue aleatorizado, doble ciego, para evaluar
la eficacia del Lactobacillus GG en la reduccion de la incidencia de infeccion
del tracto urinario (IVU), sepsis bacteriana y ECN en RN pretérmino.
Participaron 585 RN menores de 33 SDG o peso menor de 15009 los cuales
recibieron leche materna o sucedaneos de leche humana suplementada con
Lactobacillus GG en una dosis con 6x10° UFC una vez al dia hasta el alta. En
el grupo de estudio la n= 295 y el grupo control n= 290, con similares
caracteristicas clinicas y demograficas. La duracion de Lactobacillus GG y el
placebo fue de 47.3 +26 y 48.2 +24.3 dias respectivamente. Aunque la IVU
(3.4 vs 5.8%)y ECN (1.4% vs 2.8%) se encontraron con menor frecuencia en
el grupo de estudio comparada con el grupo control, no hubo diferencias
significativas. La incidencia de sepsis bacteriana fue similar en ambos grupos,
en el grupo de probidticos (4.7% n=14) que en el grupo placebo (4.1% n=12).
La incidencia de ECN fue menor en el grupo de probidtico (1.4% n=4) que en el
grupo placebo (2.8%, n=8) con una reduccién del riesgo de 50%, sin embargo,
esta reduccion no fue estadisticamente significativa.

La edad de diagnéstico de ECN fue de 20 (+/-7.5) dias en el grupo de
estudio y de 15.5 (+/-9.7) dias en el grupo control. Los pacientes quienes
desarrollaron ECN se suplementaron con probidtico a la edad de 3.5 (+/-1.3;
rango de 2-5) dias y fueron suplementados por 16.5 (+/- 8.6; rango 10-29 dias)
antes del diagndstico de ECN. Concluye que siete dias de suplementacién con
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Lactobacillus GG no son efectivos en la reduccién de la incidencia de IVU, ECN
y sepsis en infantes pretérmino.

Kitajima* realizo un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado con 91 RN de
muy bajo peso al nacer que fueron seguidos por 3 afos. Investigd la
colonizacion con Bifidobacterium breve (BBG) en el intestino de RN de muy
bajo peso al nacer. La cuenta de bacterias viables fue examinada en las
primeras 8 semanas. A los pacientes del grupo de estudio se les administro 1
ml agua destilada con 0.5x109 de Bifidobacterium breve, iniciando en las
primeras 24hr de vida, una vez al dia durante 28 dias. La tasa de colonizacion
bacteriana fue examinada usando inmunohistoquimica con anticuerpos
especificos monoclonales especificos para B. breve. La inmunohistoquimica
demostrd que la colonizacion de bacterias administradas fue de 73% a las 2
semanas de edad pero solo 12% en el grupo control. La administracion
temprana de B breve disminuye significativamente el volumen de aire aspirado
del estbmago y mejora la ganancia de peso, B breve puede colonizar el
intestino inmaduro de forma muy efectiva y se asocia con menos signos
abdominales anormales y mas ganancia de peso en infantes de muy bajo peso
al nacer, probablemente como resultado de la estabilizacion de la flora
intestinal. Este es uno de los mas grandes estudios reportados que mejoran la
ganancia de peso y la tolerancia a la via enteral con la cepa Bifidobacterium
breve en RN pretérmino, sin embargo la incidencia y severidad no se reporté.

En los ultimos dos afios, se han realizado tres revisiones sistematicas sobre la
prevencion de la ECN con probidticos.

La primera de ellas por Deshpand®, en la que se revisaron ensayos clinicos
controlados que evaluan la seguridad y eficacia de la suplementacion con
probioticos, en la prevencion de la ECN estadio Il o mayor, en recién nacidos
prematuros con peso menor de 1500 g al nacimiento. Se incluyeron 7 ensayos
clinicos, dentro de los resultados se estimo un bajo riesgo de ECN en el grupo
experimental en comparacién con el grupo control (riesgo relativo de 0.36, IC
95% 0.20-0.65). El riesgo de muerte se redujo en el grupo con probidticos a
diferencia del grupo control (RR 0.94, IC 95% 0.74-1.20). Concluyendo que la
administracion de probidticos reduce el riesgo de ECN en prematuros menores
de 33 semanas de gestacion, sin embargo permanecen sin respuesta los
cuestionamientos sobre la dosis, la duracién y el tipo de agente probidtico a
utilizar.

Barclay®, realizd una revision sistematica de ensayos clinicos controlados
realizados con la finalidad de medir la incidencia, severidad, la necesidad de
cirugia y la mortalidad de la ECN en recién nacidos tratados con probioéticos,
con peso menor de 1500 g al nacimiento y menores de 33 semanas de
gestacion. Se incluyeron 5 estudios para el analisis, con un total de 640
pacientes tratados con probioticos y 627 como controles. Los resultados
apoyan el uso de probidticos orales para la prevencién de la ECN en recién
nacidos prematuros. Los datos son insuficientes para comentar la seguridad a
corto y largo plazo de la administracion de probi6ticos.
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La revision mas reciente es la publicada por Cochrane®®, en enero del 2008, en
la que se buscaron ensayos clinicos controlados realizados con recién nacidos
prematuros menores de 37 semanas de edad gestacional y con peso al
nacimiento menor a 2500 g, a los que se les administrd algun tipo de
suplemento probiotico. El objetivo principal fue el de comparar la eficacia y
seguridad de la administracion enteral profilactica de probidticos contra placebo
o ningun tratamiento en la prevencion de ECN severa y o sepsis en recién
nacidos prematuros. Se incluyeron 9 estudios con un total de 1425 recién
nacidos acumulados. En los resultados se encontré6 que la suplementacion
enteral con probidticos en RN prematuros reduce significativamente la
incidencia de ECN severa (estadio Il o mayor), con un RR 0.32, IC 95%
0.17-0.60), asi como la mortalidad (RR 0.43, IC 0.25-0.75). No se encontré
evidencia significativa en cuando a modificacidon de la sepsis en este grupo de
pacientes.

Ahora sabemos que la suplementacion enteral con probidticos reduce el riesgo
de ECN severa y la mortalidad en recién nacidos prematuros, sin embargo aun
nos falta conocer el grado de seguridad a largo plazo en este grupo de
pacientes, a si como la dosis correcta, el tiempo de administracion y el tipo de
probidtico a utilizar.
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ANEXOS

Figura 1. Diagrama de flujo de patogénesis de ECN. '

Hipoxia perinatal, infeccidn leve erc. Alimentacidn con sucédanos de

\ la leche humana

e (antibidticos, probidticos)

Dafio focal de la mucosa + Proliferacidn bacteriana.

l (Probidticos)
Adhesidn bacteriana focal sobre el epitelio

v
Liberacidn de productos bacterianos (LPS, PAF)

PAF FNT
(PAF-AH, antagonistas PAF) \ /

Lesidn local de la barrera mucosa

V0o
Entrada de productos bacterianos  (LPS)

* PAF MT
(PAF-AH antagonistas del PAF \ v —

Activacian de PMM y adhesian

Inhibida por (Ag anti-
N Cascada inflamtoria

L adhesidn, ag anti-
Citocinas proinflamatosi, LTC4 inflamtorios o citocinas.

ROS, vasoconstrictores

/ \ON, vasodilatadares)
Supresidn d& MOS ROS — Isguemiafreperfusion
TT——ablecrosis focal /

Entrada de grandes cantidades de productos bacterianog ——

T Sepsis/ Shock T
T MEC severa T

LPS lipopolisacaridos, PAF factor activador de plaquetas, PAF-AH PAF acetilhidrolasa,
FNT factor de necrosis tumoral, NO oxido nitrico, PMN polimormonucleares, LTC,
leucotrieno C4, ROS especies de oxigeno reactivo, NEC enterocolitis necrosante.

Tabla 1. Casos de ECN presentados en el periodo comprendido del 2000 al 2007.
Instituto Nacional de Perinatologia. Tomado de los archivos de bioestadistica.
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TABLA 2. CRITERIOS DE BELL MODIFICADOS PARA ECN.*

ECN (enterocolitis necrosante).

I: Sospecha de
ECN

Inestabilidad
térmica, apnea,
bradicardia.

Alteraciones
intestinales
(residuo
elevado,
distension
abdominal, vomito,
sangre oculta en
heces).

leves
gastrico
leve

Placa normal
distension abdominal
leve o ileo.

IIB:
ECN

Moderada

ECN
Establecida con
deterioro

clinico.

Acidosis
metabdlica,
plaquetopenia,
hiponatremia,
hipoproteinemia

Eritema de Ia
pared abdominal,
dolor intenso con o
sin masa palpable

Pneumatosis porta,
ascitis temprana o asa
intestinal dilatada y
fija.

lB:
ECN

Avanzada

ECN
avanzada con
perforacion
intestinal.

Deterioro
progresivo de
signos vitales,
choque.

Evidencia de

perforacion.

Pneumoperitoneo.




Estadio de Bell

Estadio | (Sospecha)

Estadio Il (Establecida)

Estadio Il (Avanzada)

Tabla 3. Manejo de la ECN de acuerdo a los criterios de Bell."

Ahno, drenaje con SOG, BHc, electrolitos,
Controles Rx cada 6-8h x 48h, hemocultivo,
Ampicilina y gentamicina por 48h.

Ahno, NPT, linea venosa central, drenaje con
SOG, BHec, electrolitos, Controles de Rx cada
6-8h x 48 a 72h, hemocultivo, Ampicilina,
gentamicina y clindamicina x 14 dias.
Valoracion de cirugia

Ahno, NPT, linea venosa central, drenaje con
SOG, BHpc, electrolitos, Controles de Rx cada
6-8h x 48 a 72h, hemocultivo, Ampicilina,
gentamicina y clindamicina x 14 dias.
Valoraciéon de cirugia, (intervencion quirdrgica
indicada: reseccion con enterotomia o
anastomosis primaria.)

TIPOS DE PROBIOTICOS.

B Probidtico multiespecie. (Lactipan).

Forma farmacéutica y formulacion.

Lactobacillus
acidophilus
Lactobacillus
bulgaricus
Lactobacillus casei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus lactis
Streptococcus lactis

2.0x10°®
2.0x10°®

2.0x 10"
1.6 x 10°
5.0x 10’
2.0x10°
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B Saccharomyces boulardii. Probiético no bacteriano, agente bioterapéutico
intestinal. (Floratil pediatrico).

Forma farmacéutica y formulacion.

Liofilizado de Saccharomyces. Cada

sobre contiene:

boulardii (Hansen CBS 226.00 mg
5926)

equivalente a 200.00 mg

de células vivas
Excipiente, c.b.p. 1 sobre.

B Esporas de Bacillus claussi (Sinuberase)

Forma farmacéutica y formulacion.

Cada ampolleta de Vehiculo cbp 5ml contiene:

suspension ingerible
contiene:

Esporas de Bacillus clausii | 1 billén UFC y 2 billones UFC

B Enterococcus faecium (Neoflor).

Forma farmacéutica y formulacion.

Cultivo seco de Enterococcus faecium

Cepa Cernelle 68 (SF68) 3.530 mg
equivalente a 75 x
10°UFC*

Cultivo seco de Enterococcus faecium 3.535 mg

Cepa Cernelle 68 (SF68) equivalente a 75 x
10° UFC*




B Lactobacilos acidophilus y Bifidobacterium bifidum (Infloran)

Forma farmacéutica y formulacion.

Cada capsula contiene: 1 capsula contiene:
Lactobacillus 10°
acidophillus

Bifidobacterium bifidum | 10°

De acuerdo al analisis previo sobre el uso de probidticos en recién nacidos
prematuros, respecto a la disminucién de la incidencia de Enterocolitis Necrosante
asi como la mortalidad y ante la falta de estudios de tipo ensayos clinicos
controlados en nuestra poblacidén, en el Instituto Nacional de Perinatologia se
inicio un protocolo de Investigacion de tipo ensayo clinico aleatorizado, doble
ciego en prematuros con peso < 1500g. Alimentados con leche materna o con
sucedaneos de la leche humana.

Para evaluar la eficacia de los probidticos en la reduccion de la frecuencia de la
enterocolitis necrosante, en pacientes con riesgo a desarrollarla.

Se inici6 a partir del 12 de mayo del 2008, en recién nacidos prematuros con peso
al nacimiento menor de 1500 g, a los que se les administra probibticos
multiespecie al inicio de la alimentacion.

Actualmente se encuentra el siguiente protocolo en curso.
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INSTITUTO NACIONAL DE PERINAT’OLOGiA
DIRECCION DE INVESTIGACION

FECHA DE RECEPCION:

REGISTRO PROVISIONAL DEL INPer:

(No llenar)
REGISTRO DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION
1. DATOS GENERALES.

1.1. TITULO DEL PROYECTO ]
“‘USO DE PROBIOTICOS PARA LA PREVENCION DE ENTEROCOLITIS
NECROSANTE EN RECIEN NACIDOS PRETERMINO CON PESO < 1500g.”

1.2. AREA DE INVESTIGACION
Basico-Clinica

1.3. SUBAREA DE INVESTIGACION
Neonatologia

1.4. LINEA DE INVESTIGACION
1.5. FECHA DE INICIO: 12 mayo 2008 FECHA DE TERMINACION:
1.6. INVESTIGADOR PRINCIPAL.
NOMBRE: APELLIDO PATERNO FERNANDEZ
APELLIDO MATERNO  CARROCERA

NOMBRE(S) LUIS ALBERTO
FIRMA

ADSCRIPCION: Subdireccién de Neonatologia, Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales.

CARGO: Médico especialista “A”

NIVEL MAXIMO DE ESTUDIOS: Especialidad en Pediatria, subespecialidad en
Neonatologia

PERTENECE AL INPer Si(x) No( )
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SUBDIRECCION: Neonatologia
Dr. Luis Alberto Fernandez Carrocera
FIRMA

1.7. CO-INVESTIGADORES.

1.7.2 NOMBRE: APELLIDO PATERNO CABANILLAS
MATERNO AYON
NOMBRE(S) MARISOL

ADSCRIPCION: Direccién de Ensefianza e Investigacion
CARGO: Residente de 5° afio de Neonatologia

NIVEL MAXIMO DE ESTUDIOS: Pediatria Médica
PERTENECE AL INPer Si(X) No( )

1.7.3 NOMBRE: APELLIDO PATERNO: SOLIS
MATERNO: HERRERA
NOMBRE(S): HAYDEE

ADSCRIPCION: Direccion de Ensefianza e Investigacion

CARGO: Residente de 6° afio de Neonatologia

NIVEL MAXIMO DE ESTUDIOS: Especialidad en Pediatria Médica y
subespecialidad en Neonatologia.

PERTENECE AL INPer Si(X) No( )

1.7.4 NOMBRE: APELLIDO PATERNO: ROMERO
APELLIDO MATERNO: MALDONADO
NOMBRE(S): SILVIA

ADSCRIPCION: Unidad de Cuidados Intermedios Neonatales.
CARGO: Jefe de Servicio

NIVEL MAXIMO DE ESTUDIOS: Especialidad en Pediatria Médica y
subespecialidad en Neonatologia.

PERTENECE AL INPer Si(X) No( )

1.7.5 NOMBRE: APELLIDO PATERNO: SALINAS
APELLIDO MATERNO: RAMIREZ
NOMBRE(S): VICENTE

ADSCRIPCION: Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales.
CARGO: Jefe de Servicio

NIVEL MAXIMO DE ESTUDIOS: Especialidad en Pediatria Médica y
Subespecialidad en Pediatria.

PERTENECE AL INPer Si(X) No( )
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1.7.6 NOMBRE: APELLIDO PATERNO: DELGADILLO
APELLIDO MATERNO: AVENDANO
NOMBRE(S): JOSE MANUEL

ADSCRIPCION: Subdireccién de Neonatologia, Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales.

CARGO: Jefe del departamento de Ensefianza

NIVEL MAXIMO DE ESTUDIOS: Especialidad en Pediatria, subespecialidad en
Neonatologia

PERTENECE AL INPer Si(x) No( )

1.7.7 NOMBRE: APELLIDO PATERNO: BARRERA
APELLIDO MATERNO: REYES

NOMBRE(S): RENE HUMBERTO

ADSCRIPCION: Departamento de Seguimiento Pediatrico

CARGO: Jefe de Servicio

NIVEL MAXIMO DE ESTUDIOS: Especialidad en Pediatria, subespecialidad en

Neonatologia

PERTENECE AL INPer Si(x) No( )

1.8. DEPARTAMENTOS PARTICIPANTES

DEPARTAMENTO: Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales

JEFE DEL DEPARTAMENTO: Dr. Vicente Salinas Ramirez

DEPARTAMENTO: Unidad de Cuidados Intermedios del Recién Nacido
JEFE DEL DEPARTAMENTO: Dra. Silvia Romero Maldonado

1.9. INSTITUCIONES PARTICIPANTES.

INSTITUCION: Instituto Nacional de Perinatologia

1.10. INTENCION DIDACTICA
INTENCION APLICATIVA:

TIPO DE TESIS: Licenciatura Especialidad
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Subespecialidad _ X _ Doctorado

CENTRO EDUCATIVO: Universidad Nacional Autbnoma de México.

AUTORIZACION:
DIRECCION MEDICA: Dr. Valentin Ibarra Chavarria.

DIRECCION DE ENSENANZA: Dr. José Jorge Espinoza Campos.
2. MARCO TEORICO
2.1. SINTESIS DEL PROYECTO

Se realizara un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego en prematuros con peso <
1500g. Alimentados con leche materna o con sucedaneos de la leche humana.
Para evaluar la eficacia de los probidticos en la reduccion de la frecuencia de la
enterocolitis necrosante, en pacientes con riesgo a desarrollarla.

El objetivo de este estudio es determinar la frecuencia de la enterocolitis
necrosante en los RN manejados con probi6ticos, por tal motivo nos planteamos la
siguiente hipdtesis. Con la administracion de probidticos multiespecie se
disminuira la frecuencia de la enterocolitis necrosante en un 15% en RN
prematuros con peso < 1500g.

Plan de analisis. Para las variables cuantitativas continuas y discretas se
realizaran: promedio y desviacion estandar. Para las variables cualitativas:
porcentaje. Para evaluar el efecto se realizara: reduccion del riesgo, riesgo
relativo, riesgo absoluto y numero de muestra necesario a tratar.

2.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enterocolitis necrosante (ECN) es el desorden gastrointestinal adquirido mas
comun en recién nacidos (RN) pretérmino ocurre segun diversos autores entre el
2.5y 30%. "

Los mas comunmente afectados son los RN con peso menor o igual a 1500g o <
32 SDG se incrementa en recién nacidos con peso menor a 1500g. Es mas
frecuente el diagnéstico durante la segunda semana de vida y ocurre mas
frecuentemente en recién nacidos previamente alimentados.

En donde el 25% de los sobrevivientes queda con secuelas.

La mortalidad de la ECN es de 10 a 50% de todos los casos de ECN. ?

Por lo que la prevencion es crucial en la disminucion de la incidencia de ECN.

El uso de probidticos representa una prometedora opcién para modificar, de
manera positiva, el curso de la ECN.
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2.3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La enterocolitis necrosante es la emergencia intestinal mas comun en RN
pretérmino ocurre segun diversos autores entre el 2.5y 30% de los RN *

Los mas comunmente afectados son los RN < 32 SDG, se incrementa en RN con
peso menor a 1500g, de los cuales por lo menos el 25% mueren. El 25% de los
sobrevivientes queda con secuelas de tipo del sindrome de intestino corto o de
sindrome de mala absorcion intestinal. Es mas frecuente el diagndstico durante la
segunda semana de vida y ocurre mas frecuentemente en RN previamente
alimentados. 2

La ECN definida como una necrosis isquémica inflamatoria del intestino grueso o
delgado, en cuyo desarrollo confluyen: Prematurez; la colonizacién bacteriana del
tracto intestinal; la disponibilidad de un sustrato nutricional, en especial
sucedaneos de leche humana, que favorecen el crecimiento bacteriano y el
desarrollo de isquemia. Ello induce a una cascada inflamatoria con incremento en
los niveles de citocinas como IL6, TNF alfa, complemento, prostaglandinas y
leucotrienos, Factor activador de plaquetas (PAF), 6xido nitrico, favoreciendo
necrosis de las vellosidades intestinales. Niveles elevados de PAF y bajos de PAF
acetilhidroxilasa, la enzima que degrada al PAF, induce necrosis intestinal.’ **°

Los sitios mas comunes de ECN son el ileon terminal, ciego y colon ascendente.
Las manifestaciones clinicas de la ECN pueden ser sutiles o catastroficas. Los
signos usuales de los casos tempranos en RN pretérmino, pueden simular una
sepsis generalizada incluyendo distension abdominal, vémito biliar, prueba de
guayaco positiva, periodos de apnea, letargo, inestabilidad de la temperatura,
inestabilidad de la glucosa sanguinea, hipotension y bradicardia. Otras
manifestaciones de ECN tales como: Choque, perforacion intestinal, peritonitis,
eritema y sensibilidad de la pared abdominal se presentan en casos severos. Se
clasifica de acuerdo a los criterios de Bell. "°

La colonizacion bacteriana del intestino de los RN pretérmino es diferente de la de
los RN de término, ello depende de los diferentes cuidados neonatales, tales como
tratamiento con antibidtico, humedad de la incubadora, lo que puede deteriorar los
procesos de colonizacion.

Los niflos sanos desarrollan una colonizacién de microflora en la que dominan en
el intestino flora no patogénica especies tales como bifidobacterias, los RN
pretérmino adquieren menor cantidad de bifidobacterias, por lo que son mas
susceptibles de colonizacién patégena. "'

El predominio de bacterias facultativas en la flora fecal de RN pretérmino que se
encuentran en la unidad de cuidados intensivos son estafiloccocos (coagulasa
negativo estafiloccocos spp y estafiloccocos aureus), enterobacterias (Klebsiella
spp y enterococos), siendo los anaerobios mas comunes los clostridios. Varios
tipos de bacterias han sido asociados con ECN como Clostridium species unas de
las mas importantes que producen exotoxinas lo que puede causar dafo a la
mucosa intestinal y se asocian con neumatosis intestinal. Se ha reportado una alta
incidencia de enterobacterias como: E coli, Proteus, Pseudomonas y Enterobacter
en el intestino de recién nacidos con riego de ECN.""-"
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Reportes de Santulli describen en animales de experimentacion tres factores que
intervienen en el desarrollo de ECN. 1) Lesion de la mucosa (por asfixia o
catéteres), 2) alimentacion con sucedaneos de leche huma (provee el sustrato
para la fermentacién de bacterias) y 3) la presencia de bacterias. ™

La administracion de bacterias probidticos ha sido propuesta como una via de
colonizacion intestinal de flora deseable que cubre y cambia la permeabilidad de la
mucosa intestinal, aumenta la respuesta de la IgA, incrementa la produccidn
antiinflamatoria de citocinas y normalizacién de la microflora intestinal. 2'°

Por ello una alternativa preventiva, terapéutica de la ECN seria evitar el
crecimiento de patdgenos, administrando probidticos para colonizar el intestino
con flora no patégena. 17

Los probidticos mas conocidos son los lactobacilos utilizados para la fermentacion
de alimentos y las bifidobacterias, gérmenes predominantes en la flora intestinal
de los nifios alimentados con leche materna. '

Se piensa que los probidticos deben de permanecer viables para ejercer un efecto
positivo en el huésped; sin embargo se ha demostrado que son los metabolitos
producidos y liberados por estos microorganismos los que interactuan con otras
moléculas del intestino. Gracias a la capacidad de modificar la estructura de los
receptores en la superficie de la mucosa o sus caracteristicas de adhesion, los
probioticos pueden funcionar como competidores o inhibidores de ciertas bacterias
patogenas. '

Los probidticos producen otros compuestos como: Acido lactico, peréxido de
hidrogeno, piroglutamato, acidos grasos de cadena corta o bacteriocinas que entre
otros efectos disminuyen el pH del medio y actuan como agentes bactericidas o
bacteriostaticos.

Agentes probidticos
“Lactobacilos”
1. L. acidophillus
2. L. casei: GG, rhamosum
3. L. bulgaricus
4. L. plantarum

“Bifidobacterias”
4. B. bifidum
5. B. longum
6. B. breve

o B. infantis

o B. animalis

o B.spp
“Streptococcus thermophilus’
“Scharinyces boulardii”

zl
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Efectos de los probidticos.

o Normalizan la microflora

o Reducen la permeabilidad intestinal.

o Incrementan la funcion de la barrera mucosa

o Protegen en contra la colonizacion de patdégenos.

o Disminuyen la produccion de citocinas proinflamatorias e
incrementan la de las citocinas antiinflamatorias

o Mejoran la nutricion enteral

o Reducen la traslocacion bacteriana, reduciendo la sepsis

Estudios realizados con probidéticos.

Diversos estudios en animales de experimentacion han demostrado algunos
beneficios de los probidticos, como mediadores de la respuesta inflamatoria,
estimuladores del sistema inmune de la mucosa intestinal.

Un estudio realizado por Sprague-Dawley'™ con ratas neonatales, a las cuales les
provoco ECN y las trato con una solucidén enriquecida con 1x10° ufc/d de
Bifidobacterium infantis, demostrd colonizacion del microorganismo en el intestino
entre las 24 y 48hr de haber iniciado el tratamiento, en el grupo control, no hubo
cambios en la poblacién intestinal, ademas observo que la colonizacién por bifidos
reduce la incidencia y muerte de ECN comparada con el grupo placebo (murieron
en el grupo control 18 de 26 ratas, en el grupo con probidtico 5/22) con p <0.01,
con una disminucion significativa en la produccion de endotoxinas y en la
expresion del gen que codifica para el factor activador de plaquetas, por lo que
parece que la colonizacion con bifidobacterias disminuye el riesgo para ECN y
modula la cascada inflamatoria. Se desconoce el mecanismo por el cual los bifidos
pueden detener la cascada inflamatoria, aunque se piensa que la modulacién de la
flora intestinal y la permeabilidad del intestino pueden influir.'®

Akisu' produce a ratones prematuros hipoxia y reoxigenacion induciendo ECN y
los suplementa con S bourlardii probidtico oral; observando una elevacion
significativamente alta de FAP y FNT alfa en el grupo control (p<0.001) con una
reduccion significativa en la generacion de PAF en el grupo de probidtico que en el
control (p<0.05), no hubo diferencias significativas con el TNF alfa entre los dos
grupos (p>0.05). '

Se ha demostrado que el consumo oral de lactobacilos tiene influencia en la
proporcion de citocinas TH1 y TH2. Perdigdn y su equipo observaron un marcado
efecto en la produccién de TNF alfa e IFN gama en un estudio realizado a ratones
alimentados con varias especies de probidticos: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei y Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus y Sreptococcus
thermophilus. En presencia de Lactobacillus casei y Lactobacillus delbrueckii spp
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bulgaricus se observo un incremento importante en las concentraciones de
citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10, mientras que Lactobacillus acidophilus
indujo la produccioén de IL-2 e IL-12. %°

Se ha informado un incremento de la produccion de inmunoglobulinas en infantes
alimentados con leche materna de madres que consumen probioticos en el
embarazo, sugiriendo que los probioticos y el seno materno influyen de forma
positiva en la inmunidad intestinal. "%

Recientes estudios han demostrado que la administracion de probioticos en recién
nacido pretérmino disminuye la incidencia y severidad de la enterocolitis
necrosante. %

Agarval®* realizo un estudio prospectivo, aleatorizado con 71 pacientes RN
pretérmino con peso menor de 2000g al nacer, en el cual demostro la capacidad
que tienen los Lactobacilos GG (Lactobacillus rhamnosus) de colonizar el
intestino neonatal y modificar la flora bacteriana, observo que la respuesta del
intestino de los neonatos a la preparacién del probidtico depende de la edad
gestacional, la edad postnatal y el uso de antibioticos. En el grupo de RN menores
de 1500g (24 estudio y 15 control) recibieron 10° ufc de lactobacilos LGG, dos
veces al dia de forma oral por 21 dias, en donde la colonizacion ocurrié en 5 de 24
(21%), (de los 24 pacientes del grupo de estudio 14 RN fueron tratados 7 dias
previos con antibiético y ninguno de ellos fue colonizado por LGG, los 10 RN
restantes no recibieron antibiético, en 5 de ellos hubo colonizacion por LGG p <
0.01).

En el grupo de RN con peso de 1500 a 1990g (23 estudio y 9 control) fueron
tratados por 8 dias, en donde la colonizacién ocurrié en 11 de 23 (47%) (10 de los
11 RN colonizados no recibieron terapia con antibiético). Encontrando colonizacion
en 16/47 los pacientes que fueron tratados con probioticos vs 0 de 24 en el grupo
control P=0.005. LGG fue bien tolerado en todos los RN. #

En varios ensayos clinicos aleatorizados, prospectivos se ha visto que el usar
probidticos en prematuros parece que reduce el reservorio intestinal de especies
patdgenas, mejoran la tolerancia de la nutricién enteral, y asi reducen la utilizacion
de soporte parenteral, incrementa la barrera mucosa intestinal a bacterias y a los
productos bacterianos. %%

Forero' realizé un ensayo clinico controlado y aleatorizado en prematuros <1500g
alimentados con sucedaneos de leche humana desde el primer dia de vida.

Se administré una dosis diaria de 1gr de probidtico multiespecie, previo al inicio de
la alimentacion con sucedaneos de leche humana hasta el egreso del cuidado
intensivo, el grupo control recibié con la misma frecuencia una dosis de placebo.
La variable de salida fue la presencia de enterocolitis necrosante (estadio Il o
mayor). Resultados en 15 meses se atendieron 378 recién nacido, 79 con peso
menor a 1500gr, en 39 sin leche humana, los cuales se asignaron al azar a uno y
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otro grupo. La incidencia de ECN fue menor en el grupo del probidtico que en el
control (1 de 19 vs 7 de 20).

Entre los 20 RN del grupo control se documentaron 7 casos de ECN (incidencia:
35.0% IC 95% 15.4 - 59.2. Entre los 19 RN que recibieron probiotico se presento
un caso de ECN en un prematuro de 6329 (incidencia: 5.3%, IC 95% 0.1 - 26.0). El
riesgo de ECN en el grupo del probiético fue de 0.15 (IC 95% 0.02 - 1.11) el grupo
control (P=0.044). La reduccién absoluta del riesgo dada por el uso de probidtico
fue de 29.7% con un numero de pacientes necesarios a tratar para prevenir un
caso de ECN de 4.

Hoyos?*% examino la hipotesis con la administracion profilactica de lactobacilos
orales Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium infantis en los neonatos en la
unidad de cuidados intensivos neonatales, en la que se plantea disminuir la
incidencia de enterocolitis necrosante, utilizé una dosis diaria de 250 millones de
lactobacilos vivos L. acidophius y 250 millones de B infantis. Los probidticos se
administraron en 1237 recién nacidos admitidos en la unidad de cuidados
intensivos durante un afo, con un grupo control de 1282 pacientes los cuales
fueron hospitalizado un afo antes. Resultados: No hubo complicaciones atribuidas
a la administracion diaria de L acidophilus y B infantis. Los grupos de estudio
fueron comparados para el mismo lugar de origen, clinica y variables
demograficas, no hubo diferencias estadisticamente significativas en estas
variables. En el grupo control hubo 85 casos de enterocolitis necrosante
comparado con 34 casos en el grupo que recibid profilaxis con probioticos
(P<0.0002). En el grupo control hubo 35 casos de ECN asociada a complicaciones
fatales comparada con 14 complicaciones fatales en el grupo que recibié profilaxis
con probidticos (P<0.005). Sin embargo la comparacién fue hecha con controles
histéricos, el tratamiento no fue ciego y los RN de estudio generalmente tienen un
peso mas alto y ademas de mayor edad gestacional 37 SDG, el 10% de los RN
tenian un peso de 1500g. #® Por lo que en base a la metodologia los resultados
son cuestionables.

Bin-Nun®? realizé un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado, con la hipotesis de
si al normalizar la flora intestinal con la administracién profilactica de probidticos se
podrian mejorar las defensas naturales, reduciendo la incidencia y severidad de
enterocolitis necrosante en neonatos pretérmino. Se designaron al estudio
neonatos con peso al nacer menor de 1500g quienes fueron admitidos en la
unidad de cuidados intensivos del Centro Médico de Shaare Zedek entre
Septiembre del 2001 y Septiembre del 2004. Los pacientes fueron asignados al
azar a cada grupo.

El grupo de estudio recibié suplementos de probidticos diariamente de ABC
Dophilus probidticos mixtos (bifidobacterium infantis, Streptococcus thermophilus y
Bifidobacterium bifidus) de 10° UFC por dia, diluido en 3 ml de leche materna ¢ en
3ml de sucedaneos de leche humana (Similar Special Care). El grupo control
recibié leche materna o sucedaneos de leche humana. Los suplementos fueron
continuados hasta las 36 semanas de edad gestacional postconcepcional, 72 RN
fueron del grupo de estudio, con 73 controles; el peso al nacer fue de 1152
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+/-262g vs 1111 +/- 2789, la edad gestacional de 30 +/- 3 semanas vs 29 +/- 4
semanas y el estudio duro 14.6 +/- 8.7dias vs 17.5 +/- 13.6 dias.

La incidencia de ECN se redujo en el grupo de estudio (3/72 (4%) vs 12/73
(16.4%) p= 0.03; riesgo relativo de 0.25; IC 95%: 0.075-0.86. Reduciendo la
incidencia de ECN de 17% a un 4% con un riesgo de reduccién de 12%, lo que
podria significar que 8 RN necesitaran tratamiento para prevenir un caso de ECN.
La incidencia de ECN (Criterios de Bell estadio 2 o 3) fue 1 de 72 (1%) Vs 10 de
73 (14%) p=0.013 en el grupo de estudio y control respectivamente. Los 3 casos
mas severos ocurrieron en el grupo control, aunque no hubo diferencias
significativas en el inicio de la presentacion de ECN en los dos grupos. Tres de los
15 RN con ECN murieron todos del grupo control. # Este ensayo clinico no indica
el tamano de la muestra.

Lin H.227 Realiza un ensayo clinico controlado aleatorizado, en donde evalla los
efectos benéficos de los probidticos en la reduccion de la incidencia y severidad
de ECN en RN menores de 1500g. Se realiza en un Centro de tercer nivel
neonatal en el centro de Taiwan. En donde participaron 367 recién nacidos de
peso muy bajo al nacer (<1500g), pacientes que sobrevivieron después de los 7
dias de vida. El probidtico que se utilizo en el grupo de estudio fue Infloran
(Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium infantis) adicionandolo a la leche
materna dos veces al dia hasta el egreso, el grupo control se alimento con leche
materna solamente; 180 RN participaron en el grupo de estudio y 187 RN en el
grupo control. La incidencia de muerte o de ECN (>al estadio 2) fue
significativamente menor en el grupo de estudio 9 de 180 (5%) vs 24 de 187
(12.8%); P=0.009. La incidencia de ECN (> al estadio 2) también fue
significativamente menor en el grupo de estudio comparado con el grupo control 2
de 180 (1.1%) vs 10 de 187 ( 5.3%); P=0.04 se observaron seis casos de ECN
severa en el grupo control y ninguno en el grupo de estudio P=0.03. La incidencia
de muerte, ECN o sepsis fue significativamente menor en el grupo de estudio 31
de 180 (17.2%) vs 60 de 187 (32.1%) respectivamente con P<0.009.

En ninguno de los cultivos positivos se cultivaron Lactobacilos o Bifidobacterium
especies. El estudio mostré una reduccién de la incidencia y severidad de ECN
con leche materna y el uso del probidtico en RN de muy bajo peso al nacer con
una reduccion del riesgo relativo del 79%.2*27-%

Sin embargo Dani?®*?° no encontré diferencias entre los que les administro el
probidtico y a los que les dio placebo, el estudio fue aleatorizado, doble ciego,
para evaluar la eficacia del Lactobacillus GG en la reduccién de la incidencia de
infeccion del tracto urinario (IVU), sepsis bacteriana y ECN en RN pretérmino. En
donde participan 585 RN menores de 33 SDG o peso menor de 15009 los cuales
recibieron leche materna o sucedaneos de leche humana suplementada con
Lactobacillus GG en una dosis con 6x10° ufc una vez al dia hasta el alta. En el
grupo de estudio la n=295 y el grupo control 290, con similares caracteristicas
clinicas. La duracion de Lactobacillus GG y el placebo fue de 47.3 +/- 26 y 48.2
+/-24.3 dias respectivamente. Aunque la IVU (3.4 vs 5.8%)y ECN (1.4% vs
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2.7%) se encontraron con menor frecuencia en el grupo de estudio comparada
con el grupo control, no hubo diferencias significativas. La sepsis bacteriana fue
mas frecuente en el grupo de probidticos (4.4% n=11) que en el grupo placebo
(3.8% n=9) pero no hubo diferencias significativas.

La incidencia de ECN fue menor en el grupo de probidtico (1.4% n=4) que en el
grupo placebo (2.8%, n=8) con una reduccién del riesgo de 50%, sin embargo,
esta reduccion no fue estadisticamente significativa.

La edad de diagndstico de ECN fue de 20 (+/-7.5) dias en el grupo de estudio y de
15.5 (+#/-9.7) dias en el grupo control. Los pacientes quienes desarrollaron ECN
se suplementaron con probidtico a la edad de 3.5 (+/-1.3; rango de 2-5) dias y
fueron suplementados por 16.5 (+/- 8.6; rango 10-29 dias) antes del diagnédstico
de ECN, concluye que siete dias de suplementacion con Lactobacillus GG no son
efectivos en la reduccion de la incidencia de IVU, ECN y sepsis en infantes
pretérmino. 282

Kitajima®=° Investigd la colonizacién con Bifidobacterium breve (BBG) en el
intestino de RN de muy bajo peso al nacer. Fue un ensayo clinico prospectivo,
aleatorizado con 91 RN de muy bajo peso al nacer que fueron seguidos por 3
afnos.

La cuenta de bacterias viables fue examinada en las primeras 8 semanas. A los
pacientes del grupo de estudio se les administro 1ml agua destilada con 0.5x10°
de Bifidobacterium breve, iniciando en las primeras 24hr de vida, una vez al dia
durante 28 dias. La tasa de colonizacién bacteriana fue examinada usando
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos monoclonales especificos para B
breve. La inmunohistoquimica demostr6 que la colonizacion de bacterias
administradas fue de 73% a las 2 semanas de edad pero solo 12% en el grupo
control. La administracion temprana de B breve disminuye significativamente el
volumen de aire aspirado del estbmago y mejora la ganancia de peso, segun el
autor. B breve puede colonizar el intestino inmaduro de forma muy efectiva y se
asocia con menos signos abdominales anormales y mas ganancia de peso en
infantes de muy bajo peso al nacer, probablemente como resultado de la
estabilizacién de la flora intestinal.

Es uno de los mas grandes estudios reportados que mejoran la ganancia de peso
y la tolerancia a la via enteral con |la cepa Bifidobacterium breve en RN pretérmino,
sin embargo la incidencia y severidad no fue reportada. *

2.4. JUSTIFICACION

Debido a que la incidencia de ECN se incrementa en RN prematuros cuyos
sobrevivientes pueden presentar severas complicaciones, con una elevada
mortalidad que va de un 10 a un 50% en todos los casos de enterocolitis. Lo que
representa un elevado costo a la institucién y desde luego un desgaste econdmico
y moral a las familias afectadas.
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Por lo que la prevencion es crucial, proponemos el uso de probidticos para la
disminucién de ECN, en reportes previos no se han reportado efectos adversos
con la administracién de probidticos, sin embargo, existen pocos ensayos clinicos
controlados para la prevencion de ECN con probidticos en pretérminos.

2.5. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.5.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la eficacia de probioticos multiespecie en la reduccion de la incidencia de

ECN en RN pretérmino con peso menor o igual de 1500 gr, ingresados a las
unidades de cuidado intermedio e intensivos neonatales.

2.5.2. HIPOTESIS

H1: “La administracion de probidticos multiespecie, en RN prematuros con peso
menor o igual de 1500 gr disminuye la frecuencia de enterocolitis necrosante en
un 15%”.

HO: “La ECN se presenta en la misma frecuencia en RN prematuros tratados con
probiéticos que en los RN no tratados”.

3. DISENO DEL ESTUDIO.

Se realizara un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego en prematuros con peso
menor o igual a 1500 gr. Alimentados con leche humana o sucedaneos de leche
humana para evaluar la eficacia de probidticos en la reduccion de la incidencia de
enterocolitis necrosante.

3.1. TIPO DE INVESTIGACION.

EXPERIMENTAL
CUASI-EXPERIMENTAL
OBSERVACIONAL

|
[><

3.2 TIPOS DE DISENOS.

EXPERIMENTO O ENSAYO CLINICO _X
ESTUDIO DE COHORTE
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ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES __
ESTUDIO TRANSVERSAL

3.3. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

ANALITICO X DESCRIPTIVO  ___
LONGITUDINAL  _X_ TRANSVERSAL
PROSPECTIVO  _X_ RETROSPECTIVO ___

4. METODOLOGIA.
4.1. LUGAR Y DURACION

El estudio se realizara en el Instituto Nacional de Perinatologia, en la Unidad
de Cuidados intensivos e intermedios neonatales en un periodo de 16 meses a
partir de la aprobacion del presente protocolo.

4.2. UNIVERSO, UNIDADES DE OBSERVACION, METODOS DE MUESTREO Y
TAMANO DE LA MUESTRA.

Universo:

Todos los recién nacidos pretérmino nacidos en el Instituto Nacional de
Perinatologia. Durante el periodo de estudio que ingresen a las unidades de
cuidado intensivo e intermedio neonatal

Unidades de Observacion:
Recién nacidos pretérmino con peso < de1500g a los que se les inicie la via
enteral en la primer semana de vida.

Tamano de la muestra:

Mediante el estadigrafo para diferencia de proporciones se determiné un numero
de 65 pacientes para cada grupo mas 7 pacientes por cada grupo por posibles
perdidas durante el estudio. Utilizando una frecuencia en el grupo sin probidtico
P1= 20% y una frecuencia en el grupo con probidtico P2= 5%, un delta del 15%,
un beta de 0.20 poder 80% y un alfa < a 0.05.

4.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

CRITERIOS DE INCLUSION
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* RN pretérmino con peso menor o igual a 1500g
» Con signos vitales normales.
* En condiciones de iniciar alimentacion

CRITERIOS DE EXCLUSION

* Apgar menor de 6 a los 5 minutos.

» Malformaciones de tubo digestivo.

» Sindromes genéticos.

* Antecedentes de hipoxia (parocardiorrespiratorio o asfixia)

* Hemorragia intraventricular grado Il y IV.

* Presencia de conducto arterioso con repercusion hemodinamica.
* Malformaciones mayores.

* Hijos de madre con VIH.

CRITERIOS DE ELIMINACION
» Pacientes cuyo familiar responsable no desee continuar en el
estudio.
* Pacientes que se trasladen a otra institucion.
4.4. VARIABLES EN ESTUDIO
VARIABLE DEPENDIENTE

- Desarrollo de ECN grado Il o mas

VARIABLE INDEPENDIENTE

- Uso de probidticos.

PROCEDIMIENTO:

1. Iniciar tratamiento con probidticos multiespecie en leche materna o
sucedaneos de leche humana en todo recién nacido pretérmino con peso
<1500g.

El tratamiento se comenzara durante la primera semana de vida siempre
y cuando se le indique iniciar alimentacion.
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2. Los pacientes seran asignados aleatoriamente a cada grupo.

a) Probidtico multiespecie
b) Leche que tenga indicada

3. Para el grupo de probidtico se administrara Probidtico multiespecie un
g/dia diluido en leche materna o sucedaneos de leche humana, al iniciar
la via enteral hasta su egreso.

4. Este probiético al ser agregado a la leche humana o sucedaneo de leche
no cambia las caracteristicas de estas ni el color, por lo tanto no necesita
enmascaramiento.

5. Para el grupo control se administrara leche materna 6 formula lactea sin
probidtico.

6. Durante la duracion del tratamiento se vigilara desarrollo de ECN. o
cuadro séptico asociado.

7.- El cegamiento se realizara en el departamento de dietologia por una
dietéloga asignada que de acuerdo a la hoja de aleatorizacion indicara el grupo al
cual sera asignado el paciente de acuerdo a como este sea captado y firmada su
hoja de consentimiento informado.

FORMULA DE PROBIOTICO MULTIESPECIE.

Lactobacillus 2.0 x 108
acidophilus

Lactobacillus casei 2.0 x 10"
Lactobacillus lactis 5.0x 107

7. El diagnéstico de ECN se realizara de acuerdo a los criterios de
Bell (datos clinicos y radiolégicos). Variable nominal dicotémica
(presencia o ausencia).

8. Se clasificara de acuerdo a la severidad a partir del estadio Il de
quedando 4 estadios, los pacientes seran estratificados al final
del proyecto en éstos estadios.
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CRITERIOS DE BELL.

I: Sospecha de
ECN

Inestabilidad
térmica, apnea,
bradicardia.

Alteraciones
intestinales
(residuo
elevado,
distension
abdominal, vomito,
sangre oculta en
heces).

leves
gastrico
leve

Placa normal
distension abdominal
leve o ileo.

IIB:
ECN

Moderada

ECN
Establecida con
deterioro

clinico.

Acidosis
metabdlica,
plaquetopenia,
hiponatremia,
hipoproteinemia

Eritema de Ia
pared abdominal,
dolor intenso con o
sin masa palpable

Pneumatosis porta,
ascitis temprana o asa
intestinal dilatada y
fija.

lB:
ECN

Avanzada

ECN
avanzada con
perforacion
intestinal.

deterioro
progresivo de
signos vitales,

choque.

Evidencia de

perforacion.

Pneumoperitoneo.




4.5 RECOLECCION DE DATOS

Ver Anexo 1.

4.6 PLAN DE ANALISIS

Medidas de tendencia central, Riesgo relativo, T de Student y Chi2

4.7 ASPECTOS ETICOS

l. Investigacion sin riesgo.
Il. Investigacion con riesgo minimo.
lll. Investigacion con riesgo mayor al minimo. _Xx

5. ORGANIZACION
5.1. RECURSOS HUMANOS Y MATERIALES

5.2 CAPACITACION DE PERSONAL
5.2.1. CAPACITACION DEL PERSONAL: No se requiere

5.2.2. ADIESTRAMIENTO DEL PERSONAL: No se requiere

5.3 FINANCIAMIENTO:

INTERNO X EXTERNO

Llenar formato de Presupuesto (anexo 3)

En caso de Financiamiento Externo, indicar fuente y monto
FUENTE

MONTO

5.4. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

FECHA DE INICIO: 12 mayo 2008
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FECHA DE TERMINACION:

NO

ACTIVIDAD

MES DEL CALENDARIO PROGRAMADO

4 5 6 7 8|9|10{11(12|13(14({15|16|17| 18

DISENO Y
DESARROLLO
TECNICO

X|=

2
X

3
X

VALIDACION DE
INSTRUMENTOS

RECOLECCION DE
DATOS

PROCESAMIENTO
DE DATOS

ANALISIS DE LA
INFORMACION

REDACCION DEL
INFORME FINAL

ELABORACION DE
ARTICULO
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CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

NOMBRE:

Registro:

Numero de aleatorizacion:

Fecha de registro:

SERVICIO: UCIN( ) UCIREN ( )

CUNA:

Fecha de nacimiento:

Edad gestacional:

Sexo:

Peso al inicio:

Peso al final:

Dias de vida extrauterina al inicio:

RCIU

Preeclampsia

Hemorragia antenatal

Amnioitis

RPM > 12 hr

Antibiéticos maternos

Esteroides antenatales

Cesarea

Apgar

Enterocolitis A IIB A liB

SDR

Dias con antibiéticos: Tipo:

Aplicaciéon de Indometacina:

Catéter umbilical (dias) Arterial () Venoso ( )

Aplicaciéon de Surfactante:

Alimentacion parenteral (dias)

Aplicacion de aminas (Tipo/dias)

Muerte

Otras patologias:

45




Fecha
y dia

vida

Cantidad
y tipo de
leche
humana
o
Sucedan

eo de LH.

Aporte | SD | Toleranci | Peso | Recuperaci | ECN Sepsis | Modalida HIVGly PCA | Dias de

enteral | GC | aalavia on del d Il estancia
(ml/k) enteral peso Ventilator intra
ia hospitalari
a

Alimentaci
o6n Enteral
total

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PROTOCOLO
“USO DE PROBIOTICOS PARA LA PREVENCION DE ENTEROCOLITIS NECROSANTE
EN RECIEN NACIDOS PRETERMINO CON PESO MENOR O IGUAL A 1500g”
Estimado Padre/Madre
PRESENTE.
México D.F a de del 200

En el Instituto Nacional de Perinatologia, estamos realizando un estudio de investigacion para prevenir la
enterocolitis necrosante, En recién nacidos prematuros con peso menor o igual a 1500g, ya que estos pacientes se
encuentra en riesgo de presentar esta enfermedad.

La enterocolitis necrosante es un problema grave que afecta en especial a los recién nacidos prematuros menores de
32 semanas de gestacion. La cual consiste en inflamacion del intestino inmaduro, de causa muy diversa. La mortalidad
puede ir del 10 a 50% de todos los pacientes que la presenten. Por lo que la prevencién es crucial en la disminucion de
la frecuencia de ECN.

El uso de probidticos representa una prometedora opcién para modificar, de manera positiva, el curso de esta
enfermedad. Un probidtico es una bacteria viva, componente de un alimento que cuando se ingiere tiene un efecto
benéfico sobre la salud evitando la accién de bacterias que pueden ocasionar la enfermedad, estos probidticos actian
disminuyendo la inflamacion intestinal.

Si usted acepta que su bebé participe en éste estudio se iniciara durante la primera semana de vida, cuando su

médico indique el inicio de la alimentacion. Los pacientes se dividiran en dos grupos elegidos al azar, en un grupo se
administrara el probidtico y en otro no.
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Con estos resultados se podra conocer el beneficio del uso de los probidticos para reducir la frecuencia de esta
enfermedad.

De no aceptar, tenga la seguridad de que su paciente recibira el tratamiento oportuno y apropiado que sea necesario
para su mejoria clinica asi como todos los recursos necesarios para su tratamiento.

Se me ha informado que el participar en este estudio no repercutira en el costo de la atencion médica que se me deba
brindar y que toda informacion que se otorgue sobre mi identidad y participacion sera confidencial, excepto cuando yo
lo autorice.

Después de haber leido, y después que se me explicaron los riesgos y beneficios, acepto que mi hijo participe en este
estudio. Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento de participar en cualquier momento sin que esto
signifique que la atencion médica que se me proporciona se vea afectada por este hecho.

Para los fines que se estime conveniente firmo la presente junto al investigador que me informd y dos testigos
conservando una copia del documento.

NOMBRE Y FIRMA DEL PADRE O
TUTOR QUE AUTORIZA
Direccion y teléfono

TESTIGO TESTIGO
Relacién con el paciente Relacién con el paciente
Direccion y teléfono Direccion y teléfono

PRESUPUESTO

Protocolo Num.
Investigador responsible: Luis Alberto Fernandez Carrocera

COSTO
UNITARIO
Sub- . . COSTO
cuenta CONCEPTO NUMERO | (paciente, caso, SUBTOTAL
muestra,
encuesta, etc.)
Unidad de 133
01 Investigacion
01.1. Pacientes
02 Personal auxiliar
02.1. Médico
Residente 1 147.680.00 147.680.00
pesos por 16
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Medico adscrito meses 236.670.72
236.670.72
pesos por 16
meses
03 Examenes de Los habituales
laboratorio
04 Estudio de gabinete Los habituales
05 Estudios especiales
(describir)
Materiales y equipo
06 Sobres de probidticos 399 141.00 pesos 56.259.00
multiespecie cajas por caja
Otros (especificar)
07 Autor del trabajo para 2 20.000.00 pesos | 20.000.00
presentacion en dos
congresos
Honorarios de
08 . )
investigadores
COSTO
DIRECTO
09 Instituto Nacional de Perinatologia (20% del costo
directo) para proyectos con financiamiento externo
COSTO TOTAL | 460.609.72
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