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Influencia de la colonizacién intestinal por Bacilos Acido
Lacticos en la proteccion contra ia enfermedad diarreica
ocasionada por rotavirus

Introduccién: Estudios clinicos y basicos han demostrado que la ingesta de
Lactobacillus spp viables induce colonizacion intestinal y protege contra Ia diarrea por
rotavirus (RVH).

Objetivo: Demostrar que la colonizacion natural por Lactobacillus spp previene la
diarrea por RVH durante la infancia. Metodologia: Se siguié una cohorte de nifios
menores de 2 anos de edad, visitados semanalmente para detectar diarrea, la cual
se documentod y siguib por médicos. Se recolectaron muestras fecales semanales
para deteccién de RVH y quincenales para cuantificar Lactobacilius spp. Por cada
caso de RVH se eligieron tres controles sanos de la misma cohorte. Para el andlisis
de los datos se utilizaron medidas de frecuencia y de asociacién mediante regresion
logistica condicionada.

Resultades: Se incluyeron 162 sujetos, seguidos de octubre de 1998 a mayo de
1899, contribuyendo con 947 meses de seguimiento. Se detectaron 169 episodios de
diarrea en general y 15 por RVH (Incidencia: 17.8/100 nifio-mes y 1.68 episodios/100
nifio-mes respectivamente). Los nifios con RVH tuvieron menor colonizacién por
Lactobacillus spp que los controles {Media geométrica: 4.14, IC 95% 2.98-5.76 vs
5.79, IC 95% 4.92-6.82: p=0.10}. Debido a la colinearidad entre las variables, se
realizd un analisis de componentes principales. El primer componente {ingesta de
seno materno, férmula lactea, alimentos sélidos y edad) explicd el 53% de la

varianza total y el segundo, (colonizacion por Lactobacillus spp), el 24% de ésta.



Conclusiones: La lactancia materna y la colonizacion por Lactobacillus spp se
asocian independientemente con disminucién de la incidencia de diarrea por RVH, y
la edad, consumo de formula y alimentos sélidos aumentan el riesgo de dicha

diarrea.




JUSTIFICACION

La enfermedad diarreica continda siendo una de las principales causas de morbi-
mortalidad en la poblacion infantil. En las Gltimas décadas se ha demostrado que el
rotavirus es el agente patégeno responsable de la mayoria de las muertes asociadas
a 1a enfermedad diarreica por deshidratacion grave. Se ha observado que la flora
intestinal de los nifios alimentados al seno materno esta constituida primordialmente
por bacterias acido lacticas, mientras que en la flora intestinal de los nidos
alimentados con férmula y ablactados tempranamente predominan enterobacterias y
anaerobios. Existe evidencia de que la presencia de los bacilos &cido tacticos en el
intestino del ser humano se asocia con una disminucién en la severidad de los
sintomas de un episodio de diarrea, asi como a un aumento en los titulos de
anticuerpos protectores circulantes contra RVH. A pesar de existir estudios que
demuestran la influencia de la lactancia materna en |a colonizacion intestinal por
bacilos &cido lacticos, se desconoce con precision el grado de colonizacién intestinal
que ésta confiere, y los diferentes factores que modifican esta colonizacion. Asi
mismo se desconoce si la colonizacion intestinal natural del intestino del humano por
lactobacilos protege al nifio en contra de la enfermedad diarreica ocasionada por el

RVH.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el grado de colonizacién intestinal por lactobacilos v su papel en la
proteccion en contra de la enfermedad diarreica por rotavirus, en una cohorte de
nifios mexicanos de 0 a 12 meses de edad, alimentados al seno materno y/o con
formula tactea, seguidos longitudinalmente durante los meses de otofio e invierno, en

una comunidad de la periferia de la Ciudad de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Determinar si la lactancia matemna influye en el grado de colonizacion
intestinal por lactobacilos, en lactantes de una poblacién con alto indice de

lactancia materna.

B. Determinar si los nifios con bajos niveles de colonizacién (< log 4 UFC/g de
heces) son mas susceptibles a la infeccién por RVH, que los que tienen una

colonizacién mayor (2 log 4 UFC/g heces) por bacilos acido lacticos.



HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

La colonizacion intestinal (> log 4 UFC/g heces) por lactobacilos disminuye ia
incidencia de la enfermedad diarreica por rotavirus en nifios de 0-12 meses de edad

de una comunidad de la periferia de la ciudad de México.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

A. Los nifios alimentados con leche materna presentan mayor grado de
colonizacién intestinal por bacilos acido lacticos, que los nifios que son

alimentados con férmuta lactea.

B. La colonizacién intestinal por lactobacilos (2log 4 UFC/g heces) disminuye la

incidencia de diarrea por RVH.




INTRODUCCION

ANTECEDENTES

La enfermedad diarreica constituye una causa mayor de morbilidad y
mortalidad en el mundo y es responsable de casi 3 millones de muertes ai afio; 2,
500,000 de estas muertes ocurren en nifios menores de 4 afios de edad (1),
correspondiendo 130,000 de estos casos a América Latina. En México se ha
observado un notable descenso en la tasa promedio de muertes por diarrea, de
518/100,000 habitantes por aio en 1940 a 33.3/100,000 habitantes por afic en 1997
(1). A pesar de este descenso en la mortalidad, la enfermedad diarreica en Meéxico
ocupa el cuarto lugar dentro de las causas de mortalidad infantil, s6lo superada por
las afecciones perinatales relacionadas con asfixia, ias malformaciones congénitas y
las infecciones respiratorias bajas. Actualmente eﬁ México ocumen alrededor de
2,600 defunciones por diarrea al afio en nifios menores de § afos, con una tasa de
87.1 defunciones/100,000 nacidos vivos (2) y cerca de 29 millones de episodios de
diarrea en nifios de este mismo grupo de edad (3).

El rotavirus humano (RVH) del grupo A es una de las principales causas de
diarrea aguda en los lactantes en todo el mundo, incluyendo México (4,5). A pesarde
que diferentes estudios han demostrado una incidencia similar de diarrea por RVH en
paises desarrollados y en vias de desarrollo (6), la enfermedad es mas fataf en los
segundos debido al retraso en la asistencia y la deficiencia en los servicios de salud
(7). Se estima que el RVH es responsable de la muerte de mas de 870 000 nifios de
1 a4 afios de edad y de 17 millones de casos de diarrea de moderada a severa cada

afno en paises en vias de desarrollo {8). Se ha estimado que Ia carga asistencial



asociada a la enfermedad diarreica causada por RVH puede ser tan alta como un
billon de délares anuales (9,10,11).

La dificultad para disminuir la mortalidad y complicaciones de la diarrea
ocasionada por RVH mediante I promocion de la educacién en la salud (como la
deteccion de signos de alarma de deshidratacion y el inicio oportuno de la hidratacion
oral) hace més urgente la busqueda de alternativas para la prevencion de esta
enfermedad, como el desarrollo de vacunas 6 el reforzamiento de los mecanismos de

defensa propios del individuo.

ROTAVIRUS

Las primeras descripciones de la enfermedad diarreica ocasionada por RVH
probablemente correspondan a la “enfermedad de vomito de invierno” (winter
vomiting illness) descrita en San Luis Missouri, EU, ¢ al t&rmino “pseudocholera
infantum” reportado en Japdn en 1910. En 1973 Bishop y colaboradores aislaron el
virus mediante microscopia electronica en muestras fecales y biopsias duodenales
de nifios con diarrea aguda (12). En 1974 fue nombrado “rotavirus” por su semejanza
con una rueda (13). Previamente a este descubrimiento ya habian sido identificados
agentes virales que provocaban diarrea en becerros, ratones y simios, que
compartian caracteristicas morfoldgicas con este nuevo agente (14).

Estructura del virus. El RVH es un RNA virus de cadena doble perieneciente
a la familia Reoviridae, relativamente grande (70nm). Posee un centro (core) que
contiene al genoma de RNA de 11 segmentos, del cual parten de manera radiada los
Capsomeros hacia las cépsides de doble borde bien delimitado, que

morfologicamente semejan una rueda. La capside interna tiene cuatro proteinas



virales: VP1, VP2, VP3 y VP8. La mayor de éstas es VP6 y sus caracteristicas
antigenicas le permiten ser clasificado en 7 distintos grupos, de la A-G. Los RvVH del
grupo A son los méas frecuentes en el humano, pero también se han descrito casos
ocasionados por los grupos B y C. El grupo A se sub-clasifica en los subgrupos | y I,
de acuerdo a diferencias antigénicas adicionales en VP8, El subgrupo Il parece ser
mas comun que el |, pero esto varia de acuerdo a las diferentes zonas geograficas
{15).

Las cepas de rotavirus han sido tipificadas de acuerdo a la neutralizacion de
tas proteinas de su capside: la glucoproteina VP7 (tipos G1-G14), y la hemaglutinina
VP4 (tipos P, 20 diferentes) que juega un papel menor en la determinacion
genotipica, y se ha relacionado con la severidad de las infecciones neonatales (15).

Los serotipos G 1, 2, 3 y 4 son responsables de la mayoria de las infecciones
en nifios, aunque en los Ultimos afios se ha identificado cada vez con mayor
frecuencia el serotipo G9 (16). En un estudio en comunidad de una cohorte de nifios
seguidos longitudinalmente desde su nacimiento hasta los 2 afios de edad, en un
area suburbana de la periferia de la ciudad de Mexico, el serotipo G mas frecuente
fue el G3, seguido por G1, G2 y G4 (5). Ningtin serotipo se asocio a mayor incidencia
6 severidad. Asi mismo se observd que el segundo serotipo mas frecuentemente
encontrado durante un brote epidémico fue el predominante en el brote siguiente
(comunicacién personal, Dr. Guillermo Ruiz Palacios). Este mismo patron de
presentacion se observd en un estudio multicéntrico llevado a cabo en diferentes
estados de la Republica Mexicana. En este estudio se evaluaron dos estaciones
epidemicas consecutivas de RVH, el serotipo mas frecuente en la primera estacion

fue G3, seguido de G1, G2y G4 y en la segunda estacion fue el G1, seguido por G2,

G2 v G4 (17), Aunpue ea tratd ds nn estudio de corta transverzal v ga anslizaran
TT T A AlQus OO Uae de un esludio de corte fransversal, v se analizaron
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diferentes poblaciones, también se observd que el segundo serotipo en frecuencia en
el brote previo, predecia el serotipo predominante del siguiente brote. Los estudios
anteriormente mencionados tienen la limitante de que solo fueron ftipificados los
serotipos 1, 2, 3 y 4, considerandose el resto de los RV identificados como no
tipificables, quedando en duda la frecuencia con que se presentan los otros
serotipos.

A diferencia de lo que ocurre en comunidad, en los cuneros de los hospitales,
un mismo serotipo puede persiétir hasta dos afios y ser diferente al presente en ese
momento en la comunidad (16). En brotes epidémicos posteriores a la ingesta de
agua, reportados en China, los episodios de diarrea fueron causados por RV del
grupo B (16,19,20,21). También se han descrito casos aislados de diarrea
ocasionados por RV del grupo C en Nepal, Tailandia, Reino Unido y Japdn
{16,22,23).

Epidemiologia de la infeccién por RVH. La mayoria de las infecciones
ocurren por contacto de humano a humano. En huéspedes normales, se encuentra
presente en heces desde antes del inicio de Ia diarrea hasta 10 dias después de
haber iniciado. Se‘sugiere que el mecanismo de transmision es fecal-oral, aunque se
ha aislado RV de la superficie de utensilios en guarderias, por lo que algunos autores
sugieren que los fomites pueden participar en la transmision de éste (18). Se piensa
que ia transmision respiratoria también puede ser posible en esta infeccidn. La
infeccioén por RV constituye la causa mas coman de diarrea nosocomial en nifios, y
€s causa comin de diarrea en guarderias. También se han descrito brotes a partir
de la ingesta de agua contaminada (16,18).

Grupos de edad afectados. La mayoria de los autores coinciden que el

grupo de edad mas afectado es el de 6 a 24 meses, con una mayor incidencia entre

1



los 6 y 9 meses 6 9y 14 meses segun el area geografica (16,18). Generalmente los
nifios de paises en vias de desarrollo adquieren la enfermedad de manera mas
temprana que en paises desarrollados. En México la edad de presentacion mas
comin es entre 4 y 9 meses (5). A los 3 afios de edad, la mayoria de los nifios ya ha
tenido contacto con el RVH (16).

El RVH también puede infectar neonatos y adultos. Algunos aulores reportan
que la infeccian en los neonatos habitualmente es asintomatica, sugiriendo que sélo
10 a 20% de los neonatos infectados presentan cuadro enteral (16). Se desconoce
con certeza la razén de esta presentacion, aunque se ha sugerido que la leche
materna puede ser un factor protector; se ha observado que los neonatos
alimentados al seno materno presentan menor grado de infeccion, y menor excrecion
viral (16,24), y ut;la mayor inocuidad en las cepas que afectan en los cuneros.
Aungue es un grupo poco afectado, también los adultos suelen infectarse por RVH,
sobretodo los contactos de un caso indice de diarrea infantil. Se han descrito brotes
en asilos, unidades coronarias y bases militares. En brotes observados a partir de la
ingesta de agua contaminada (16,20,21,23,25), la poblacién adulta es la mas
afectada, probablemente por efecto de la mayor cantidad de agua (indculo) ingerida
por éstos. En pacientes portadores de! sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) se ha aislado en 50% de los enfermos con gastroenteritis, pudiendo actuar
como agente causal, pr-opiciar recaidas de la diarrea ocasionada por otro agente,
actuar como co-patégeno 6 no contribuir con el estado de diarrea crénica (26).
También se ha implicade al RVH en la diarrea del viajero, sin ser éste el agente mas
importante (16).

Estacionalidad de la infeccién. En paises templados como el Reino Unido,
CCioN por RVA ocune
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en otofio e invierno, mientras que en los paises mds cercanos al ecuador, la
estacionalidad puede pasar desapercibida, describiéndose en algunos paises dos
brotes, uno durante la temporada seca y otro en la temporada de liuvia (16,18). En
paises con amplia extensidn geografica como EU, la estacionalidad varia de una
region a otra, presentandose en la region del sudoeste la mayoria de los casos en
octubre y noviembre, y en el noreste en abril y mayo (27). En México, al igual que en
el sudoeste de los Estados Unidos, la infeccién por RVH presenta su mayor
incidencia durante los meses de octubre y noviembre, con menor frecuencia el resto
de los meses del afio, observandose brotes ocasionales en primavera (5).

Fisiopatogenia. La infeccién por RVH afecta los dos tercios superiores del
intestino delgado (duodeno y yeyuno superior} y se asocia a pérdida de liquidos y
electrolitos, resultando en una diarrea acuosa severa, como producto de una
combinacién de malabsocion y secrecion de liquido por células cripticas inmaduras.
Debido a la disposicion mas superficial de la lactasa, con respecto a otras
disacaridasas, en e! “borde en cepillo” de la mucosa intestinal, puede ocurrir
intolerancia a la lactosa (28).

Se han sugerido varios mecanismos fisiopatogénicos que expliquen la
presencia de diarrea. Se sugiere que la adhesion 6 entrada del RVH a la celula por si
mismas, pueden ser suficientes para provocar diarrea, de manera analoga a las
enterotoxinas. En modelos murinos, se ha visto que la proteina NSP4, codificada por
el cromosoma 10, provoca cambios en la concentracion de calcio intracelular,
induciendo diarrea secretora, de la misma manera que 1o hace la enterotoxina B
termolabil de la Escherichia coli (29).

Existen argumentos para pensar que la resolucion de los episodios de diarrea
por RV ocurre tanio por mecarismos HIMUNOIOGICOS SoMmo no inmunoldgicos, ya que
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se ha visto que la IgA secretoria RVH especifica aparece hasta una semana después
del inicio del episodio, cuando ya los signos y sintomas han desaparecido (30).

También se ha visto en modelos murinos, que animales suprimidos tanto de la
inmunidad humoral como celular, han resueito infecciones primarias por RVH {31).
Se sugieren como mecanismos no inmunoldgicos para la resolucion de infeccion
primaria por RVH, el recambio de células epiteliales de las criptas vellosas por
células menos maduras, menos permisivas para la replicacion viral, el incremento en
la peristalsis que disminuye el tiempo de contacto del RVH con la superficie epitelial y
la presencia de interferones secretados por las células epiteliales vellosas y por los
kinfocitos Inter-epiteliales (32)

Proteccién asociada a infeccion natural por RVH. Se desconoce con
certeza por qué los lactantes no presentan cuadros severos de diarrea por RVH
durante [os primeros 3 meses de vida. Como ya se menciond anteriormente, se ha
sugerido que la lactancia materna con sus componentes protectores inmunolégicos y
no inmunoldgicos puede contribuir a la proteccion. También se ha sugerido que esto
pudiera explicarse en parte por la presencia de anticuerpos maternos
trasplacentarios (32). El inicio de los cuadros de diarrea por RVH coincide con el
tiempo en que los titulos de anticuerpos maternos decaen hasta concentraciones
méas bajas. Se desconocen los mecanismos por los cuales los anticuerpos
trasplacentarios protegen contra la infeccién por RVH, pero se postula que la IgG
materna llega al intestino mediante transcitosis, neutralizando a los RVH antes de
que infecten a los enterocitos {32).

Estudios realizados en los Gltimos 5 afios, han contribuido a aclarar los
mecanismos mediante los cuales se adquiere proteccién después de haber
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intestino delgado, los RVH son captados por las células M, iniciando una serie de
eventos inmunoldgicos que derivan en |a presencia de células B productoras de IgA
RVH especificas y linfocitos T citotéxicos en la superficie luminal del epitelio intestinal
(31).

Tomando en cuenta que el RVH solo se replica en las células epiteliales y no
se encuentra en la circulacion o lugares distantes a la mucosa, podemos decir que la
respuesta inmune activa ocurre en la superficie mucosa intestinal (31). A pesar de
que las altas concentraciones de IgA en la mucosa puedan proteger contra una
reinfeccidn sintomatica, las células T y B de memoria localizadas en la lamina propia,
son mas importantes en la modificacion que en la prevencion de la enfermedad
{proteccion contra enfermedad moderada a severa pero no de enfermedad leve &
infeccién asintomatica)(31).

En neonatos y lactantes la infeccién natural por RVH confiere proteccion
contra eventos subsecuentes (33,34). Esto se corrobord durante el seguimiento
longitudinal de nifios mexicanos mencionado anteriormente, donde se registré una
disminucién progresiva del riesgo de infectarse después de uno, dos 6 tres episodios
previos de 0.62, 0.40 y 0.34 (riesgos relativos ajustados), y del riesgo de presentar
diarrea de 0.23, 017 y 0.08, respectivamente, Ningln nifioc presentd diarrea
moderada a severa después de dos infecciones {33).

Bishop y Barnes siguieron durant-e 3 afos a un grupo de lactantes. EI 50%
habian desarrollado infeccion por RVH durante la primera semana de vida; y
observaron que los nifios que habian sido infectados estaban clinicamente
protegidos contra enfermedad severa por RVH, cuando presentaban una reinfeccion

(35).
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Manifestaciones clinicas. El periodo de incubacién de la infeccién por RVH
es de 1 a 3 dias. La infeccidn puede variar en intensidad desde una infeccidn
asintomdtica hasta una diarrea grave con deshidratacion isoténica subsecuente. En
México, aproximadamente el 50% de los nifios presenta infeccion sintoméatica (5).
Puede presentarse vémito previo al inicio de la diarrea 6 durante ta misma en un 50 a
90% de los pacientes pudiendo durar hasta 3 dias (28.36,37}). La diarrea suele ser
acuosa, profusa y puede acompafarse de deshidratacion isotdnica y en algunas
ocasiones ser hipertnica. Habitualmente se resuelve a los 5 dias después de haber
iniciado el cuadro, reportandose un 20% de pacientes que persisten con diarrea mas
de 1 semana. La diarrea generalmente se acompafia de fiebre (hasta en dos terceras
partes de los pacientes), ia cual puede persistir hasta 3 dias (28,36,37).

Los individuos con infeccibn moderada a grave tal vez requieran
hospitalizaciaon por deshidratacion. Los sintomas por lo general desaparecen en una
semana; sin embargo, 20% de los pacientes hospitalizados pueden persistir
enfermos mas de una semana. La mayoria de los lactantes logra una ganancia
ponderal normal hasta tres semanas después de la desaparicion de los sintomas
(28,37). Fuera de la deshidratacion y la intolerancia a la lactosa en los casos graves,
las complicaciones de esta enfermedad suelen ser infrecuentes, pero se han
informado casos de sindrome de Reye, encefalitis, meningitis aséptica, coagulacion
intravascular diseminada, sindrome de muerte subita del lactante y neumonia (38).
Los individuos inmunodeprimidos pueden presentar diarrea crénica (38).

Pruebas diagnésticas. Las pruebas disponibles comercialmente para la
deteccién de RVH del grupo A son el ensayo inmuno-absorbente asociado a enzimas
(ELISA) y la prueba de aglutinacién en latex. Ambas pruebas son (tiles para la
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antigeno tardio en el curso de ia enfermedad. Ambos estudios tienen una alta
especificidad, pero pueden existir falsos positivos y reacciones inespecificas en
neonatos 6 pacientes con enfermedad intestinal subyacente. En laboratorios de
investigacion, los virus también pueden ser identificados en heces mediante
microscopia electronica y técnicas de amplificacidon de 4acidos nucleicos. El RVH es
muy dificil de detectar in vitro, por lo qgue el cultivo celular no es rutinariamente usado
para su deteccién y diagnéstico (18).

Tratamiento. No existe tratamiento antiviral especifico disponible. La
hidratacion oral y parenteral es .necesaria para prevenir y corregir la deshidratacion.
Ningdn tipo de antidiarreico, incluyendo reguladores de (a motilidad, esta indicados
en el tratamiento de la diarrea por RVH. En Chile y en Pert se realizaron ensayos
clinicos controlados para evaluar la eficacia del subsalicilato de bismuto en el
tratamiento de la diarrea, en nifios de 2 meses a 10 afios de edad, y se observod fue
administrandose 5 a 6 veces al dia, los nifios presentaron notable disminucion de la
duracién de la diarrea, asi como del gasto fecal. El agente etiolégico en mas del 50%
de éstos nifios fue RVH (39,40).

En pacientes inmunodeprimidos con cuadros de diarrea prolongados se han
utilizado, de manera experimental, inmunoglobulinas humanas, logrando reducir Ia
excrecion viral y acortando la duracién de iz diarrea (37). De la misma manera, en
nifics con gastroenteritis aguda por RVH, se han empleado anticuerpos anti-RVH
provenientes del calostro de vacas inmunizadas, con notable mejoria clinica (26,41).

Prevencién. La vacuna contra RVH es una vacuna de virus vivos de origen
simiano, que replican pobremente en humanos y consta de la cepa viral original mas
tres cepas recombinantes que expresan una proteina de superficie (VP7) derivada de

los serotipos humanos mas importantes. Debido a su pobre replicacién en humanos,
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son necesarios titulos relativamente altos {105 viriones) de cada cepa simiana, para
producir inmunidad protectora. Esta vacuna es oral y se administra en tres dosis, la
primera a los 2 meses, la segunda a los 4 meses vy la tercera a los 6 meses:; puede
ser administrada concomitantemente con la vacuna oral para poliomielitis y no se

v 1
altera con la lactancia materna (42,43).

Con el proposito de evaluar una vacuna eficaz que pudiera prevenir la
infeccion sintomatica por RVH, se llevaron a cabo 27 ensayos clinicos controlados en
9 paises diferentes, en los que participaron 17 963 lactantes. En 4 estudios
realizados en Estados Unidos y Finlandia, esta vacuna mostré una eficacia del 49% a
68% para prevenir cualguier infeccion por RVH, 69% a 91% para prevenir diarreas
severas y 50% a 100% para prevenir visitas al médico para atencién de diarrea por
RVH (44). Esta vacuna fue sometida a un minucioso andlisis para aprobacion de su
licencia por la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA) y de manera
concurrente por el Comité Consultivo de Practicas de Vacunacién (ACIP) y del
Centro para el Control ¥ Prevencion de Enfermedades (CDC). y el 31 de agosto de
1998 la FDA aprobb el uso rutinario de vacuna simiana contra RVH (45),

Previo a ta aprobacion de la vacuna, los investigadores del ACIP observaron 5
casos de invaginacion intestinal en los nifios vacunados de los cuales 3 se
presentaron durante la primera semana, mientras que en los grupos control, sélo se
observé un caso. Estos hallazgos fueron analizados por la FDA, CDC, los Institutos
Nacionales de Salud (NIH) y el Comité de Enfermedades infecciosas de la Academia
Americana de Pediatria (AAP), dando como resultado el dictamen de que la
presencia de 5 casos de fnvaginacion intestinal no era lo suficientemente fuerte para
impedir que se aprobara una vacuna que iba a prevenir tantos episodios de

enfermedad (44).
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El Sistema de Reportes de Efectos Adversos de Vacunas de ia FDA recibi6 el
reporte de 15 casos de invaginacion intestinal de los 1 500 000 nifios que recibieron
la vacuna, después de 10 meses de haber sido aprobada. De éstos, 13 ocurrieron
después de la primera dosis, con un promedio de 3 meses de edad, y las otras 2
despugs de la segunda dosis. Por este motivo el taboratorio fabricante decidio retirar
la vacuna del mercado en noviembre de 1999 (44). Hasta el momento no ha habido
estudios concluyentes que demuestren una asociacidn entre la infeccién naturat por
RVH e invaginacién intestinal (45).

Es necesario ponderar e riesgo-beneficio de las ventajas que ofrece la
vacuna con respecto al nimero relativamente pequefio de casos de invaginacion
intestinal. Por otro lado es necesario conocer los resuitados de eficacia de otros
estudios realizados en América Latina ain no publicados que nos darian una idea del
impacto real de la vacunacién y la posibilidad de ocasionar invaginacién intestinal. Es
necesario continuar con la investigacion para la elaboracion de nuevas vacunas mas
seguras y mas eficaces, asi mismo como el estudio de medidas alternativas que nos

permitan prevenir la enfermedad por RVH.
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FLORA INTESTINAL

La colonizacion intestinal es un proceso que inicia después del nacimiento y
se caracteriza por la presencia, crecimiento y multiplicacion de microorganismos en
el tracto digestivo, sin expresion clinica ni reaccién inmunologica, que evo!uciona)y
cambia durante toda la vida de! ser humano. Un individuo normal cuenta con 10"
bacterias de 400 diferentes especies que constituyen su flora intestinal. Las bacterias
de la fiora intestinal se encuentran en contacto estrecho con una superficie de 200m?
constituida por aproximadamente 10" celulas eucarioticas que forman el epitelio
mucoso del tracto intestinal. La funcién de |a mucosa intestinal, aparte de ser una
futa para la absorcion de los nutrientes, es la de servir como barrera a su contenido
potenciaimente toxico (46).

Funcién de la mucosa intestinal como barrera. La mucosa intestinal
constituye una barrera debido a una combinacion de elementos epiteliales e
inmunolégicos, tanto luminales como mucosos, en equilibrio, cuya funcidén es
controlar la penetracién de sustancias u organismos nocivos y modular mecanismaos
inflamatorios autolimitados y reacciones inmunologicas adecuadas. Existen factores
luminales inespecificos que contribuyen en el control de ta colonizacién por agentes
patégenocs y de antigenos externos, como son la acidez gastrica que previene la
ingesta excesiva de bacterias, el moco que contiene microbios, antigenos y toxinas,
las enzimas digestivas gue hidrolizan antigenos, y los movimientos peristalticos que
ayudan a expulsar sustancias nocivas {46).

Clasificacién de la flora intestinal. Las bacterias que constituyen Ia flora

intestinal pueden ser agrupadas en tres diferentes conjuntos: bacterias acido lacticas,
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anaerobios (incluye bacilos curvos anaerobios) y el grupo aerébico (47). Como se
puede observar en la tabla 1, esta clasificacién no &s taxondmica sino funcional.

Cronologia de la colonizacién intestinal. Ei tracto digestivo se encuentra
estéril al momento del nacimiento. El intestino grueso es colonizado durante los dos
primeros dias de vida por enterobacterias, estreptococos, enterococos vy clostridios.
Al tercer dia de vida se agregan bacteroides y bifidobacterias. Entre el cuarto y
séptimo dia de vida se vuelven predominantes las bifidobacterias, encontrandose de
10" a 10" de unidades formadoras de colonias por gramo de heces, en escala
logaritmica con base 10 {Log UFC/g de heces) y disminuyen los clostridios,
enterobacterias, bacteroides, estreptococos y estafilococos (figura 2, 48-50).

En contraste con el colon, el estémago tiene una escasa cantidad de flora, La
flora predominante la constituyen los lactobacilos, debido a su tolerancia al medio
acido. La flora bacteriana aumenta en cantidad y complejidad conforme se va
volviendo mas distal el tracto digestivo, reportandose bacilos de 0 a 10%y 0 a 10"
Log UFC/g de heces en el intestino delgado y la materia fecal respectivamente
(51,52).

Factores que modifican la flora intestinal La colonizacisn bacteriana inicial
del intestino del neonato proviene del canal del parto y el intestino grueso de la
madre. Los neonatos alimentados al seno materno de manera exclusiva desarrollan
una flora especifica al final de la primera semana, la cual aumenta su predominio a
mes de vida. Algunos factores luminales como la produccion de acido lactico que
origina un medio acido, la presencia de oligosacaridos que compiten por receptores
bacterianos en la superficie mucosa previniendo la colonizacion patologica, y algunos
nutrientes especificos de la leche materna como el factor bifido, la lactoferrina, la

caseina y los nucledtidos, contribuyen a que haya un medio luminal que favorece Qque
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ta flora bacteriana predominante en los lactantes amamantados la constituyan
lactobacilos y bifidobacterias, teniendo menos posibilidades de ser colonizados por
anaerobios {46). En contraste, los nifios alimentados con férmula lactea artificial
rapidamente adquieren una flora intestinal més diversa, similar a la del adulto,
coexistiendo con las bifidobacterias, bacteroides, enterococos y clostridios, debido a
la presencia de un medio luminal alcalino y a la ausencia de los factores prebidticos
mencionados, presentes en la leche materna {(46,51).

La flora intestinal cambia durante la ablactacién, predominando los bacilos
gramnegativos de la flora de los adultos. Las bifidobacterias disminuyen un logaritmo
y las bacteroidaceas, eubacterias, peptococcaceas y clostridios sobrepasan a las
bifidobacterias que pasan a constituir tan solo el 5 a 10% de la flora total. El género
de las bifidobacterias también cambia, predominando las de tipo adulto (B.
adolescentis y B. longum) sobre las de tipo infantil (B. infantis y B. breve) (46,51).

Se han encontrado diferencias en Ia composicion de la flora fecal entre nifos
de diferentes 4reas geograficas, reflejando en parte el impacto del medio ambiente
{condiciones sanitarias). Ademéas de los factores mencionados, la flora intestinal
puede ser alterada tanto por factores exogenos como endégenos como son:
alteraciones en la peristalsis, neoplasias, intervenciones quirtrgicas, estomago 6
intestino corto, enfermedad hepatica ¢ renal, anemia perniciosa, sindrome de asa
ciega, radioterapia, alteraciones del sistema inmunoldgico, estrés emocional,
administracién de antibisticos y envejecimiento. Estas alteraciones modifican ia
ecologia del tracto gastrointestinal pudiendo favorecer el sobrecrecimiento de
bacterias potencialmente patogenas como el Clostridium difficile, a expensas de

disminucion o desaparicion de los lactobacilos {50).
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Funciones de la flora intestinal La flora intestinal juega un papel importante
en el metabolismo de los carbohidratos. Los carbohidratos que llegan al colon son
predominantemente polisacaridos no ramificados {fibra alimenticia) resistentes a las
enzimas digestivas del tracto gastrointestinal superior, asi como polisacaridos
ramificados mal digerid_os, debido a mala masticacién, 6 de alimentos crudos (los
alimentos cocinados son gelatinizados y por lo tanto mas accesibles a las alfa
amilasas). Estos carbohidratos son el principal sustrato para la produccién de acidos
grasos de cadena corta por parte de los bacilos dcido lacticos de la flora intestinal, de
los cuales los mas importantes son el acetato, propionato y butirato, los cuales tienen
un importante efecto en la motilidad, absorcién y circulacién sanguinea colénica, asi
como regulacion de la diferenciacién celular, reduciendo el riesgo de carcinogenesis.
Se desconocen con certeza las especies especificas que colaboran en este proceso
(53}.

Experimentos en modelos animales han demostrado que las bacterias de Ja
flora intestinal flevan a cabo diversas funciones bioquimicas como son la
desconjugacion y dehidroxilacion de acidos biliares por parte de la E. cofi, Bacillus
cereus, Streptococcus faecalis, Bactercides spp., Eubacterium spp., y Clostridium
spp., la conversion de bilirrubina a urobilindgeno por el Clostridium ramnosum, el
metabolismo de colesterol a coprostanol por Eubacterium, y la produccion de
menaquionas (vitamina K) por Bacteroides, Eubacterium, Propionobacterium,
Fusobacterium, Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium, Enterobacterium,
Veillonella, Enterococcus, Enterobacteria y Streptococcus, Con respecto al
metabolisma de las proteinas, la flora intestinal produce amoenio a partir de la urea,

por medio de la enzima ureasa producida por las bacterias que la constituyen, el cual



contribuye a disminuir el pH intestinal inhibiendo el crecimiento de organismos
patégenos, y disminuye el amonio y la urea séricos (46).

Infiuencia de Iz flora en el intestino. Diversos estudios sugieren que la flora
intestinal ademas de su funcion metabélica influye en la morfogénesis, diferenciacién
y funcidn intestinal. A continuacién mencionaremos algunos de los mecanismo
propuestos:

Efectos en la arquitectura general del intestino. Las bacterias componentes
de la flora intestinal como Peptostreptococcus  micros, Ruminococcus y
Bifidobacterium son responsables de la degradacion de las glucoproteinas del moco
producido por las célulag epiteliales, mediante la produccién de glucasido-hidrolasas.
En animales de laboratorio con el intestino descolonizado, se ha observado aumento
de volumen del ciego debido a cimulo de moco no degradado, reversible a la
recolonizacion con Peptostreptococcus micros.  También las vellosidades del
intestino delgado son mas grandes en animales descolonizados que en aquellos con
una colonizacién adecuada (53).

Efectos en la motilidad intestinal. Se ha observado en especies de
laboratorio que Ia migracion de componentes neuronales motores en el intestino es
menor y mas lenta en animales descolonizados que en animales con una
colonizacién adecuada. Esto parece depender de la capacidad para responder al
estimulo de los productos entero-enddcrinos (53). Este efecto pudiera ser importante
en el entendimiento del sindrome de intestino irritable, sobretodo después de
haberse modificado la flora intestinal mediante el uso de agentes antimicrobianos.

Efectos en 1a diferenciacién epitelial: Estudios en animales han
comprobado que los componentes de la microfiora modifican los programas de
€nciacion de ios distintos iinajes, durante ia moriogénesis epiteliai intestinai. Un
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ejemplo de esto ocurre en las células Paneth las que normalmente producen lisozima
al dia 10 de vida y glucoconjugados que contienen fucosa y acido sidlico, entre los
dias 21 y 28. En animales libres de flora, la aparicién de lisozima se retrasa hasta el
dia 14, y la expresidn de glucoconjugados fucosilados es inducida precozmente, sin
suprimirse durante ia edad adulta (53). Este efecto en la diferenciacidén celular
epitelial, como podemos ver, también influye en la proteccién contra infecciones, ya
que se relaciona con la produccion de lisozima y oligosacaridos.

Factores protectores de la flora intestinal. Se ha sugerido que la flora
intestinal juega un papel importante en la resistencia a enfermedades tanto en
humanos como en animales. Se han propuesto tres mecanismos meadiante los cuales
los bacilos acido lacticos de ia flora intestinal pueden inhibir el crecimiento de
agentes patdgenos: Competencia por sitios de adhesion y nutrientes, produccién de
sustancias antimicrobianas especificas y factores inmunomoduladores.

El objetivo de los primeros estudios realizados in vitro fue determinar que
cepas de bacilos acido lacticos eran las que inhibian mejor el crecimiento de
bacterias patogenas, observandose que diferentes grados de inhibicién entre éstas
(54). Posteriormente las cepas que inhibian el crecimiento bacteriano fueron
probadas en modelos murinos a los que se les administré concomitantemente un
agente patogeno (toxina colérica), observandose mayor grado de produccion de
anticuerpos especificos en comparacion con ratones a los que no se les habia
administrado el lactobacilo, y se observé que el grado de inmunogenicidad también
tenia relacion con el tipo de cepa que se administraba {54).

Yasui y cols. demostraron en modelos murinos que B. breve (YIT4064) puede
inducir la produccion iocal en las placas de Peyer de grandes cantidades de IgA

contra la hemaglutinina del virus de la influenza después de la inoculacion del virus.

25




Asi mismo se ha demostrado que induce una mayor produccion de IgA contra
toxina colérica posterior a la administracion oral de la misma junto con el B. breve
(YIT4064), en comparacion con ratones a los gue solo se les administrd la primera, y
mayor cantidad de |gA especifica contra rotavirus en glandula mamaria e intestino de
ratones hembra inmunizadas contra rotavirus, a los que se administrd B. breve
(YIT4064) en comparacion con las que no se les administrd, asi como en las crias de
las primeras (55).

Diferentes estudios in vitro han demostrado la capacidad de algunos
lactobacilos como Lacfobacilius reuteri, Lactobacillus casei GG y Lactobacillus
acidophilus de producir sustancias antimicrobianas con poder antimicrobiano (56-59).
Ademas de eslas sustancias antimicrobianas especificas, producen sustancias que
favorecen la acidificacion del pH intestinal dificultando la colonizacién por bacterias
patogenas, como los Acidos grasos de cadena corta (60) ya mencionados
anteriormente al describir las funciones metabolicas de la flora intestinal y el acido
lactico, y algunos metabolitos como peroxido de hidrégeno, diacetil y didxido de
carbono que tienen un efecto directo sobre la membrana celular de la bacteria (62).

Por Gltimo, se ha visto que los bacilos acido lacticos tienen la capacidad de
unirse a los receptores de adhesion, favoreciendo la colonizacién por elios mismos e
impidiendo Ia incorporacion de gérmenes patdgenos (59). Un ejemplo de este
mecanismo lo constituyen las cepas LA, y BG,FOQ, del Lactobacillus acidophilus que
se adhiere a las lineas celulares Caco2 y HT29 del epitelio intestinal, inhibiendo |a
adhesion de patdgenos (61). Esto mismo se ha demostrado con el Lactobacillus
casei GG (62). Se ha descrito la presencia de una sustancia de naturaleza proteica
extracelular involucrada en la adhesion de ambos lactobacilos (acidophilus y casei

GGj denominado: Facior promotor de adhesividad {59).




Desde la antigliedad se han utilizado diferentes mezclas de microorganismos
vivos {productos de leche fermentada 6 cataplasmas de moho de pan) para tratar
infecciones (63). En 1907 Elias Metchnikoff sugirié que las bacterias que crecen en el
intestino grueso del humano influian en ta salud y enfermedad det hospedero (64).

En 1908 demostré in vitro que el Vibrio cholerae podia ser estimulado 6
inhibido por otra bacteria, y postuld que el desarrollo de la infeccion por este germen
dependia de la composicion de la flora intestinal. También sugiri6 que la produccion
cronica de toxinas podia causar auto intoxicacion ¥ que alterando la flora indigena
mediante la ingestién de leche fermentada podian amincrar estos efectos. Estas
"bacterias buenas” han sido sujetas a estudio, y se ha dado el nombre de probidticos
a estos microorganismos antagonistas de gérmenes patégenos (64).

Saavedra y colaboradores (levaron a cabo un ensayo clinico controlado, doble
ciego, en 55 nifios de 5 a 24 meses de edad, hospitalizados por causas distintas a
diarrea, que fueron asignados a dos grupos, uno recibié una férmula lactea
adicionada con Bifidobacterium bifidum y Streptococcus thermophilus y el otro
formula lactea estandar sin probidtico. Fueron seguidos durante 17 meses,
encontrandose que el 31% del grupo que recibio la formula sin probidtico desarrollé
diarrea en comparacion con el 8% en el grupo con probidtico. Al 39% de! grupo que
recibié la férmula sin probiético se le aislé RVH por lo menos en una ocasion,
mientras que en el que recibio el probidtico s6lo se aislé en el 10%. De esta manera
se demostrd una disminucion en la incidencia de diarrea aguda y de infeccién por
RVH en el nific hospitalizado (65).

Existen varios estudios que valoran el papel de los probidticos en el
tratamiento coadyuvante de la diarrea aguda, posterior a la hidratacién oral. La

mayoria de los estudios se han realizado usando Lacfobacillys casei GG en diarrea
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por RVH. En estos estudios se aprecia notable mejoria del cuadro a partir del
segundo dia de tratamiento, con mejor consistencia de las evacuaciones y menor
cantidad de éstas, asi como menor duracion en dias (66-68). En estos estudios
también se observé el papel inmunomodulador de los lactobacilos, observandose un
aumento en la produccion de IgA especifica contra RVH y un aumento de células
productoras de inmunoglobulinas. Si bien estos resultados son alentadores, en
preciso lievar a cabo mayor cantidad de estudios, a mayor escala y transpolarlos a lo
que ocurre en las diarreas ocurridas en la comunidad y no so6lo en pacientes
hospitalizados, para ver el impacto real que tiene el administrar exégenamente los
lactobacilos tanto para tratamiento como para prevencién de la diarrea.

Para demostrar el papel protector de la administracion de bacilos acido
lacticos en comunidad, se llevé a cabo un ensayo clinico controlado en una cohorte
de 408 nifios entre 12 y 36 meses de edad en una comunidad de la periferia de la
ciudad de Meéxico, a los cuales se les asignd una de tres bebidas. Los nifios
recibieron una formula lactea suplementada con: 1) Lactobacillus reuteri, 2)
Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium animalis y 3) un placebo. Los nifios
fueron seguidos durante 4 meses. Se observd que los nifics alimentados con las
bebidas suplementadas con bacilos acido lacticos tuvieron una incidencia de diarrea
significativamente menor L. reuteri: RR 0.67, IC 95% 0.46-0.99 y L. acidophilus + B.
bifidum: RR 0.75%, IC 95% 0.51-1.09 que el grupo control (69). Asi mismo se
observd que un 30% de los nifios no se colonizaron en forma adecuada con bacilos
acido lacticos (< log 2.8 UFC/gramo de heces) y tuvieron un riesgo de diarrea tres
veces mayor (RR 3.2 IC 95% 1.4-9.1), que los nifios con un grado de colonizacion
mayor (> log 2.8 UFC/ gramo de heces)™®. Si bien Ia proteccidn conferida por Ia
ido iaclica no fue estadisticamente significativa,
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se logra ver una tendencia. Por otro fado la presencia de un nivel de colonizacion
como protector contra la enfermedad diarreica sienta las bases para explorar este
aspecto en la incidencia natural (sin intervenciones) de las infecciones

gastrointestinales.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio. Se llevé a cabo un estudio de casos y controles anidado
en una cohorte. Se siguid prospectiva y longitudinalmente una cohorte de nifios entre
0y 20 meses de edad (0 a 12 meses al momento de Ia inclusion), entre octubre de
1998 y mayo de 1999, en Ia comunidad de San Pedro Mértir, Tlalpan. Se
identificaron a aquellos nifios que desarrollaron un episodio de diarrea asociado a
RVH y se seleccionaron 3 controles sin diarrea de la misma cohorte, pareando por
edad.

Descripcion de la comunidad en estudio San Pedro Martir es una
comunidad que se localiza al sudoeste de la periferia de la Ciudad de México; cuenta
con aproximadamente 45,000 habitantes. EI proceso de asentamiento de Ia
poblacién ha producido una importante diversidad sociodemografica entre los
habitantes, con gran variedad en las condiciones de vida, econdmicas y de vivienda.
Mas del 50% de los habitantes de esta comunidad conviven en un cuarto, con mas
de 4 miembros de la familia. Los hombres trabajan en diferentes actividades
manuales, con 6 sin educacién formal, pero sin gran variacién en los salarios que
perciben. El 15% de los hombres, con familias jévenes, trabajan en el ejército
mexicano y viven en esta zona durante su entrenamiento. Aunque es raro que las
mujeres trabajen, su nimero se incrementa dia con dia. La comunidad cuenta con un
Centro de Salud coordinado por la Secretaria de Salud, que ofrece atencién prenatal,

inmunizaciones y consulta pedistrica.
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Elegibilidad
Criterios de inclusion
* Nifios de 0 - <13 meses de edad de ambos sexos.
» Residentes de la comunidad de San Pedro Martir que no planeaban
cambiar de domicilio durante el seguimiento.
Criterios de exclusién
» Peso < 2.200Kg al nacimiento
* Antecedente de‘ estancia hospitalaria prolongada (=7 dias) al
nacimiento.
» Episodio de diarrea al momenio 6 durante los 7 dias previos a su
inclusion en el estudio.
¢ Diarrea cronica,

+ Evidencia clinica de inmunodeficiencia.

ingesta de medicamentos inmunosupresores.
Criterios de eliminacién

* Nifos cuyos padres no desearan continuar por méas tiempo en el
estudio.

« Cambio de domicilio fuera de la comunidad de estudio.

* Todos los sujetos en los que no se pudo obtener una muestra fecal 6
informacion acerca de su alimentacion Y patron de evacuaciones en
un periodo mayor a 2 semanas,

Seleccion de la poblacién. Previo a la inclusién de los nifios en el estudio, se
realizé un censo de la comunidad con la finalidad de identificar a tos sujetos que

cumplieron con los criterios de elegibilidad del estudio. Se invit6 a los padres de los
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nifios a participar en el estudio, y los que aceptaron firmaron una carta de
consentimiento informado. E! estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion en
Humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran
(INCMNSZ).

Seguimiento de la cohorte. La vigilancia de la poblacién en estudio fue
llevada a cabo durante 7 meses (26 de octubre de 1998 al 31 de mayo de 1999},
Todos los nifios incluidos en el estudio fueron visitados semanalmente en su
domicilio por una promotora social, quien aplicaba un cuestionario a la madre def
nifio, el cual contenia informacion acerca del patrén de evacuaciones del nifio
durante las 24 horas previas a la visita, tipo de alimentacion recibido por el nifio en
este mismo periodo de tiempo, presencia de diferentes signos y sintomas de
enfermedades, incluyendo en éstos diarrea e ingesta de medicamentos, a partir de ia
uftima visita. Durante cada visita la promotora social proporcionaba a cada familia un
recipiente de piastico seco para la obtencién de una muestra de heces para €l
aislamiento de RVH en caso de presentarse un episodio de diarrea, y uno con medio
de transporte para !a recoleccion de muestras fecales para la cuantificacion de
Lactobacillus spp. Se pidi6 a la madre que la muestra se recolectara lo mas cercano
posible al dia en que inici6 el cuadro diarreico. En caso de que la familia no contara
con refrigerador, se suministraba una hielera con congelantes para mantener la
muestra fecal en condiciones de refrigeracion hasta que la promotora la recolectara
en el transcurso de la mafana. Las muestras fueron transportadas al laboratorio de!
departamento de Infectologia del INCMNSZ la misma mafiana en que se
recolectaron.

Las muestras fecales para la identificacion de RVH se recolectaron durante los
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Lactobacillus spp. se recolectaron cada 15 dias. Se instruy6 a los padres acerca de
los principales signos y sintomas a identificar en c¢aso de que su hijo tuviera diarrea
{namero, consistencia y caracteristicas de las evacuaciones). En los casos de
diarrea, los padres avisaban via telefénica, por medio de la promotora social 6
acudian directamente a la clinica, dentro de las primeras veinticuatro horas de haber
iniciado el cuadro diarreico. Un médico acudia al domicilio del nifio para verificar la
ocurrencia del episodio de diarrea, realizaba historia clinica completa y exploracion
fisica, y daba seguimiento al ‘episodio hasta su cormpleta resolucién. Todos los
episodios fueron seguidos hasta 7 dias después del primer dia sin diarrea.
Definiciones operacionales

Diarrea: La ocurrencia de un episodio de diarrea se definié como la presencia de:

1 Tres & mas evacuaciones liquidas en 24 horas.

2 Dos 6 mas evacuaciones con cambio de consistencia, fuera de su

patrén usual de evacuaciones en 24 horas.
3 Al menos una evacuacién con sangre, disminuida dé c—ons{sfencia,
durante 24 horas.

Final del episodio: Primer dia que las evacuaciones del nifio volvieron a su patrén
habiual.
Periodo Inter-episodio: Cuando hubieron transcurrido por lo menos 7 dias entre el
final de un episodio y la presencia de un nuevo episodio de diarrea,
Colonizacién intestinal: Niveles de Lactobacillus spp. 24 Log UFC/g de heces.
Alimentacién al seno materno: Ingesta de por lo menos una toma de leche al dia.
Férmula: Por lo menos una toma de leche diferente a la materna, ya sea modificada

€n proteinas ¢ leche entera de vaca en 24 horas.
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Ingesta de alimentos sélidos: Ingesta de por lo menos una toma de alimentos,
como liquidos nutritivos y afimentos sdlidos de cualquier naturaleza.

Recoleccion de muestras y métodos de laboratorio. Se recolectd una
muestra fecal durante los episodios de diarrea para la identificacion de RVH. Esta
muestra se deposité en un bote seco de plastico y fue transportada en refrigeracién y
posteriormente congelada a —70°C, hasta su procesamiento. Se recolects una
muestra fecal quincenalmente para la cuantificacion de lactobacilos. Se recolectaron
aproximadamente 2 g de heces y se colocaron en un vial previamente pesado que
contenia 15 ml de un medio de transporte con buffer de fosfato y 10% de glicerol. La
muestra fecal fue dispersada en el medio can una cucharilla provista adherida a la
cubierta del vial. Posteriormente fue agitada hasta formar una mezcla homogénea y
llevada por la promotora al laboratorio en un tiempo menor a 24 horas. Una vez en el
laboratorio, las muestras fueron homogeneizadas con una homegeneizador
{stomacher) y repartidas en alicuotas de 1.8 ml en viales criogénicos y congefados a
~70°C,

Muestra fecal para identificacién de RVH. Se realizd un ensayo inmuno
enzimatico (EIA), utilizando e! meétodo comercial Premier Rotaclone {Meridian). Se
Cubrieron las fosas microtituladas de una placa con anticuerpos monoclonales contra
el gen VPG del RVH. Se agrego una alicuota de muestra fecal y de incubs
simultdneamente con un anticuerpe monacional combinado con peroxidasa de
rabano, quedando el antigeno del RVH a manera de sandwich entre la fase sélida de
anticuerpos monoclonales y los anticuerpos unidos a enzimas. Después de 60
minutos de incubacion a temperatura ambiente, se lavé la placa para remover los

anticuerpos unidos a ias enzimas que no se unieron al antigeno. Se agregaron el
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a temperatura ambiente. En los casos positivos, las enzimas unidas a las fosas
convirtieron el sustrato sin color a color azul. La intensidad del color azul fue
directamente proporcional a la concentracion del antigeno de RVH de la muestra.
Posteriormente se corrobord leyendo en espectrofotometro agregando dos gotas
{100u!) de solucién de parada (acido sulfurico). Se ley6 la absorbancia de cada fosa
a 450nm,

Muestra fecal para cuantificacion de lactobacilos. Todas las muestras
fueron pesadas y homogeneizédas para su procesamiento. Se realizaron diluciones
seriadas de los especimenes y se inocularon 100 ut en agar LBS (BBL, Becton
Dickinson) con jugo de tomate adicionado con 1.32 ml de acido acético,
esparciéndose suavemente en ia superficie del agar cubriéndose la totalidad de la
placa. Se dejo secar la superficie de las placas durante 15 minutos y se colocaron en
las jarras de incubacién anaerdbica. Fueron incubados en anaerobiosis utilizando
sobres de Gas-Pack (Oxoid) a 37°C durante 48 horas para su posterior identificacion
Y enumeracion. La identificacidn inicial de los lactobacilos se realizd analizando la
morfologia colonial caracteristica y la tincién de Gram. Ademd4s, las colonias dudosas
se confirmaron con el sistema APl 50 CH {Biomerieux). El niumero total de bacterias
se determiné mediante la diferencia de los pesos, posterior y previo a la inoculacién,
para obtener la cantidad de heces en gramos por volumen, y multiplicarlo por el
factor de dilucién, donde se pudieron contar las bacterias en el intervalo de 20-200.
Las cuentas bacterianas se reportaron en unidades formadoras de colonias {UFC)

por gramo de heces.
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Andlisis estadistico. Los datos del seguimiento semanal, los reportes y
seguimiento de diarrea, los resultados de las cuentas de lactobacilos y los resultados
de la deteccién de RV en heces fueron capturados en un programa para manejo de
datos compatible con las computadoras IBM del INCMNSZ (Paradox, versidn 4.5
Borland International, Inc. Scotts Valley, CA). Los datos fueron analizados utilizando
el programa STATA {(Version 3.0: Centro de Investigacion en Computacién, Santa
Monica, Cal) y SPSS (Versién 8.0, SPSS, Chicago IL.). Se calcularon las tasas de
incidencia dividiendo el numero de episodios de diarrea y de diarrea por RVH entre e
nimero total de meses de observacién, y se calcularon sus intervalos de confianza al
95%. Se llevé a cabo un andlisis de asociacion entre el tipo de alimentacion
{lactancia materna vs no lactancia materna) y el grado de colonizacidon por
Lactobacillus, utilizando una prueba de chi-cuadrada de Mantel y Haenszel . Para el
analisis de la asociacién entre la ocurrencia de diarrea por RVH y variables como la
alimentacion al seno materno, formula iactea, alimentos sélidos ¥y cuentas de
Lactobacillus, se llevd a cabo un andlisis univariado utilizando un modelo de
regresion logistica condicionada (71). Debido a la colinearidad observada entre las
variables en estudio, se ulilizd un analisis de componentes principales, ef cual es un
procedimiento matematico que transforma un conjunto de variables correlacionadas
de respuesta, en un conjunto menor de variables no correlacionadas llamadas
componentes principales (72). E! objetivo de los componentes principales es el de
reducir la dimensionalidad de! conjunto de datos e identificar nuevas variables
significativas Subyacentes (73). Una vez que se redujo la dimensién de nuestras
variables, estas quedaron agrupadas en 2 componentes principales, los cuales
fueron analizados en un modelo de regresion logistica multivariada. Se consideré un

valor de p=0.05 de 2 colas como estadisiicainenie significaiivo,
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RESULTADOS

Se realizé un censo poblacional durante el mes de octubre de 1998 para
identificar lactantes de 0 a 12 meses de edad. Durante el sequimiento los mayores
alcanzaron la edad de 18 meses. Se identificaron 190 sujetos elegibles, los cuales
fueron invitados a participar en el estudio durante |3 tercera semana de octubre. Se
incluyeron 157 lactantes, 78 (49.7%) nifios y 79 (50.3%) nifias. La principal causa por
la cual la mama no aceptd que su hijo participara en el estudio fue la falta de
disposicion para la recoleccion de las muestras. La distribucion por grupos de edad al
inicio del estudio fue: 48 (30.6%) lactantes en el grupo de 0 a 3 meses, 35 (22.3%)
en el grupo de 3 a 6 meses, 45 (28.7%) en el grupo de 6 a 9 meses y 29 (18.5) en el
grupo de ¢ a 12 meses.

Seguimiento de la cohorte. Los lactantes fueron seguidos en un periodo
comprendido entre el 26 de octubre de 1998 y €l 31 de mayo de 1999. Los sujetos en
estudio aportaron un total de 947 meses de seguimiento (media 6.5 meses, mediana
7.75 meses, desviacion estandar 2.22, intervalo 0.5-7 meses), De los 157 nifios que
iniciaron el seguimiento, 117 (74.5%) io terminaron en su totalidad, con un total de
1127 meses esperados de seguimiento, con una pérdida de 179 (16%) meses. Las
causas de baja del estudio fueron: cambio de domicilio (13%), falta de disposicién
para obtencién de las muestras fecales del nifio por parte de la madre (7%), el no
localizar a la madre Yy @ su hijo en un periodo mayor a 2 semanas (2%,
inconformidad con la atencion médica {1%), fallecimiento del nifio a consecuencia de

neumonia (1%) e inicio laboral de la madre (1%). Se obtuvo muestra para deteccion
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de RVH en todos los episodios diarreicos y de las 2067 muestras esperadas para
cultivo de Lactobacillus Spp. se recolectaron 1898 (91 .82%).

Durante g seguimiento del estudio, 109 nifios fueron alimentados al seno
materno durante 656 (69.27%) semanas totales de seguimiento, Los 157 nifios
colaboraron con 440 semanas recibiendo férmula y 657 semanas recibiendo
alimentos sélidos. Como se menciona en las definiciones operacionaies, llamamos
formula a la ingesta de cualquier tipo de leche diferente a [a materna, incluyendo
leches modificadas en proteinas y leche entera de vaca, y alimentos sdlidos a la
ingesta de Cualquier ofro tipo de alimento como liquidos nutritivos y alimentos
solidos, durante un periodo de 24 horas.

Incidencia de diarrea. Se documentaron 169 episodios de diarrea durante el
periodo de estudio. La incidencia global de diarrea fue de 17.8 episodios / 100 nifo-
mes. La incidencia de diarrea dentro de los primeros tres meses de edad fue de 8.14
episodios/100 nifio-mes. Esta incidencia fue en ascenso en los grupos de 3 a 6
meses y 6 a 9 meses (14.2 y 15.35 episodios/nifio mes, respectivamente). La
maxima incidencia de diarrea se observo en el grupo de 9 a 12 meses, siendo esla
de 24.25 episodios/nifio mes. La incidencia de diarrea disminuyd después de los 12
meses de edad a 6.43 episodios/100 nifio-mes, 14.29 episodios/100 nifio-mes en el
grupo de 15 a 18 meses y 8.69 episodios/100 nifio-mes en los mayores de 18 meses
(Tabla 2).

Incidencia de diarrea por RVH. En 16 episodios de diarrea se identificé RVH
por excrecion fecal, La incidencia de diarrea por RVH fue de 1.68 episodios / 100
nifo-mes. La incidencia de diarrea por RVH dentro de los primeros 3 meses de vida
fue de 1.35 episodios/nifio mes. La mayor incidencia se presento entre los 3y6

meses de adad
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de edad fue de 1.18 episodios/100 nifio-mes yen el de 9 a 12 meses fue de 1.83
episodios/100 nifio mes. La incidencia mas baja ocurrio en el grupo de 12 a 15
meses y fue de 0.5 episodios/nifio mes. En e grupo de 15 a 18 meses auments a
1.78 episodios/100 nifio mes, no presentandose ningdn caso a mayor edad (Tabla 3).

Estacionalidad. La incidencia de enfermedad diarreica tuvo variaciones en los
diferentes meses de seguimiento. En octubre se observé una incidencia de 20.51
episodios/100 nifio-mes, presentandose un descenso notable en la incidencia en los
meses de noviembre (7.38 episodios/100 nifio-mes) y diciembre (7.61 episodios/100
nino-mes). En los meses siguientes la incidencia volvig a aumentar, siendo en enero
de 21.59 episodios/100 nino-mes, en febrero de 27.82 episodios/100 nifio-mes, en
marzo de 20.37 episodios, en abril de 24.48 episodios/nifio-mes y en mayo de 20.92
episodios/nifo mes. La diarrea secundaria a infeccion por RV se presents durante los
meses de noviembre, enero y febrero, con una incidencia en el mes de noviembre de
1.13 episodios/nifio-mes. En diciembre no se presentd ningun caso, ocurriendo la
mayor incidencia en los meses de enero en que fue de 5.59 episodios/100 nifio-mes
y en febrero que fue de 5.9 episodios/100 nifio-mes (grafica 2).

Colonizacién intestinal. Treinta Y uno (52%) de los 60 nifios, tanto del grupo
con diarrea por RVH como del grupo control, estaban colonizados por Lacfobacillus
spp (gréfica 3). No se observé una correlacion estadisticamente significativa entre e
grado de colonizacion y el grupo de edad (r de Pearson=0.1 1. p=0.40).

Seleccidn de casos y controles para el analisis de las hipdtesis en
estudio. Se detectaron 16 episodios de diarrea por RVH, de los cuales 2
Correspondieron a un mismo nifio, por lo que para el analisis de casos y controles
anidado en fa cohorte, solo se tomaron en cuenta 15 pacientes. Se eligieron treg

nifios (controles) que no hubieran tenido diarrea durante el seguimiento por cada
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nino que presentd diarrea por RVH, se paret por edad y se asignd cada control de
manera aleatoria. En el grupo de casos hubo 7 (46%) nifios y 8 (54%) niflas, y en el
grupo control 18 (40%) nifios y 27 (60%) nifias (p = 0.58).

Colonizacién por Lactobacillus spp y lactancia materna. Con la finalidad
de determinar si la lactancia materna $e asocia con un aumento en el grado de
colonizacién intestinal por Lactobacillus Spp., se midi6 la colonizacion intestinal por
éstos en muestras recabadas 7. a 15 dias previos al episodio diarreico, y se
compararon los niveles encontrados entre los nifios alimentados al seno materno y
los nifios que no recibian leche materna en ese mismo periodo. La gréfica 4 muestra
en el eje de las ordenadas el grado de colonizacion intestinal en unidades
formadoras de colonias por gramo de heces en escala logaritmica con base 10 ({Log
UFC/g de heces), y en el eje de las abscisas el porcentaje de la poblacion que
presenté este nivel de colonizacidn. Las columnas negras representan a los nifios
que no tomaban leche materna, mientras que las grises a los que tomaban leche
materna. En esta grafica se aprecia que los nifios alimentados con leche materna
son los que presentan mayor grado de colonizacién intestinal, en comparacion con
fos nifios que no recibian leche materna (razén de verosimilitud x*=4.73, p = 0.029).

Grado de colonizacion por Lactobacillus spp y diarrea. Para determinar si
la colonizacion intestinal por Lactobacillus spp. (2 Log 4 UFCig de heces) disminuye
la ocurrencia de episodios de diarrea por RVH, y para poder controlar la influencia
de otros factores como los habitos dietéticos, se describen a continuacion algunas de
las caracteristicas observadas entre el grupo de nifios que presents diarrea por RVH
y el grupo control que no presentd diarrea durante el seguimiento.

Los nifios del grupo control tuvieron una mayor colonizacidn por Lactobacilius

5pp. (inedia geométrica: 5.79, IC §5% 4.92-6.82) que ios nifios que tuvieron diarrea
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por RVH (media geométrica 4.14, IC 95% 2.98-5.76; p=0.10). Esta diferencia se
muestra en la grafica 5. Se realizd un andlisis univariado mediante e! método de
regresién logistica condicionada, en el cual se observd que la colonizacién por
Lactobacillus spp mayor de 4 Ldg UFC/g de heces protege contra la diarrea por RVH
(RM 0.34, 1C95% 0.09-1.23, p=0.10). Asi mismo se observé que el ser alimentado al
seno materno es un factor protector (RM 0.19, 1C95% 0.04-1.04, p=0.03), mientras
que el ser alimentado con férmula lactea (RM 4.27, 1C95% 1.03-17.7, p=0.03) y la
ingesta de alimentos sélidos (RM 11.32, 1C95% 1.28-99.76, p=0.009) aumentan el
riesgo de presentar diarrea por RVH, con valores estadisticamente significativos
(tabla 4). También se observé que los lactantes menores de 6 meses de edad con
niveles de colonizacion menores de 4 Log. UFC/g de heces, presentan mayor riesgo
de presentar diarrea por RVH (RM 0.74, IC 95% 0.09-6.29, p=0.10), mientras que los
de 7 a 18 meses tienen un mayor riesgo de presentar diarrea por RVH (RM0.22, IC
95% 0.04-1.20, 0.06), presentando una tendencia hacia la significancia estadistica
(tabla 5).

Anilisis de componentes principales. Debido a la correlacién existente
entre el recibir leche materna y férmuia lactea, leche materna y alimentos solidos, y
la edad y el recibir alimentos sélidos {tabla 6), en el modelo de regresion logistica
bivariado, se tenia que excluir una de estas variables para poder llevarse a cabo la
estimacion del modelo. Asi mismo se observd una inestabilidad importante en |a
eslimacion iterativa del modelo (tabla 7), la cual se podria explicar, tanto por Ia
colinearidad existente, como por el tamafos de muestra. La colinearidad entre
variables independientes puede causar dos tipos de problemas estadisticos en los
procedimientos algebraicos. La dificultad principal es que la correlacién entre las

variables puede alterar su etecto combinado sobre la variable dependiente (diarrea
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por RVH) llevando a un resultado distorsionado si ambas variables independientes se
mantienen en el modelo de regresion. Una segunda dificultad que es un problema
igualmente importante es que las circunstancias extremas de colinearidad pueden
hacer dificil 6 imposible calcular los coeficientes de regresion. La existencia de una
alta correlacién entre 2 variables, no necesariamente implica que una deba ser
eliminada; las 2 variables pueden tener un efecto individual importante en la variable
dependiente, &) cual se puede evidenciar con un manejo estadistico apropiade de los
datos.

Debido a lo anterior y con la finalidad de utilizar al detalie la informacién de
estas variables, es decir, evitar Ia colinearidad entre éstas y aprovechar la
informacion recolectada sobre el nimero de veces que el nifio recibi® de los
diferentes tipos de alimentos en 24 horas, en lugar de analizar estas variables de
manera dicotdmica, se llevd a cabo un andlisis descriptive de componentes
principales,

La colinearidad sospechada en el analisis de correlacidn multivariada se
confirmé en la matriz de correlacién llevada a cabo como primer paso de! analisis de
componentes principales, en donde se observé una correlacién negativa entre la
alimentacién al seno materno y la ingesta de formula lactea y entre la alimentacion al
seno materno y el consumo de alimentos solidos. También se observd una
correlacion positiva entre el consumo de alimentos sélidos y la edad cumplida en
meses (tabla 6). El peso especifico de cada una de las variables al final del método
de extraccién, se muestra en la tabla 8, donde la variable que explica la mayor parte
de la varianza fue el nimero de veces que se alimentd el nifio con leche materna

{0.87) y la que explica la menor parte de la variabilidad det fenémeno fue la edad dei
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Se obtuvieron cinco componentes principales que explicaban el 100% de Ia
varianza, de los cuales s6lo se tomaron en cuenta los dos primeros componentes por
explicar la mayoria de la varianza (75.319%, tabla 8). El primer componente principal
estuvo constituido por las variables que se asociaron con un Menor 6 mayor riesgo
de diarrea por RVH, mientras que el segundo componente se relacioné con el grado
de colonizacién por Lactobacilius spp (tabla 9).

En la grafica de componentes en espacio rotado (grafica 6) podemos observar
que el ser alimentado con mas tomas de leche materna disminuye el riesgo de
presentar diarrea por RVH (0.11) y aumenta Ia probabilidad de estar colonizado por
Lactobacillus spp (0.25). El estar colonizado por un mayor numero de Lacfobacilius
spp. disminuye el riesgo de presentar diarrea por RVH (0.13). El ser alimentado con
mas tomas de férmula lactea aumenta el riesgo de presentar diarrea por RVH {0.75)
y disminuye |a probabilidad de ser colonizado por Lactobacillus spp (0.53). El ser
alimentado con mayor frecuencia con alimentos solidos, y a mayor edad se tenga en
meses, aumentan el riesgo de presentar diarrea por RVH {0.78 vy 0.61,
respeétivamente) y aumentan de manera moderada la probabilidad de ser
colonizados por Lactobaciflus spp (0.53 y 0.44, respectivamente, tabla 10).

Los 2 componentes principales fueron analizados en un modelo de regresion
logistica multivariada. EI primer componente (que representa la relacion entre una
menor ingesta de leche materna con un consiguiente aumento de |3 ingesta de
férmula y alimentos sdlidos) se asocid con un riesgo mayor para diarrea por RVH
(RM=2.82, 1C95% 0.88-8.99, p=0.079), mientras que el segundo componente, que
representa el grado de colonizacién del intestino del nifio, se mantuvo la direccion de
la asociacion hacia la proteccién RM=0.74, IC95% 0.32-1.73, p=0.50, tabla 11}, pero

con un error tipo 1 muy importante (tabla 11).
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DISCUSION

En este estudio de casos y controles anidado en una cohorte en que se siguid
longitudinalmente a un grupo de 157 nifios de 0 a 20 meses de edad durante una
estacion de RVH, se observé una incidencia global de diarrea de 17.83 episodios/100
nino-mes encontrandose mayor incidencia en el grupo de edad de 9 a 12 meses. La
incidencia de diarrea por RVH fue menor (1.68/100 nifio-mes) a la reportada en
estudios previos en la misma comunidad (4.83 episodios/100 nifto-mes) aun tomando
en cuenta que en el presente estudio se analizé sélo una estacidén de RVH, en
comparacion con el estudio anterior en que se analizaron 2 afios completos de
seguimiento, que incluian periodos de tiempo fuera de la estacién de RVH.

A diferencia de lo reportado en Mexico, donde la estacién en que predominaba
el RVH ocurria de octubre a febrero, con un pico estacional durante el mes de
noviembre, en el presente estudio se reportaron 2 casos aislados en hoviembre,
ninguno en diciembre, y una mayor incidencia en los meses de enero y febrero, sin
presentarse ningtn caso en el resto del seguimiento (marzo a mayo), caincidiendo
‘ésta con lo reportado en ofros centros hospitalarios de |a ciudad de México durante
esta misma estacién, en que también los episodios de diarrea por RVH que
requirieron hospitalizacion se observaron tardiamente, presentdndose con mayor
frecuencia en el mes de enero (comunicacion verbal).

Se han reportado cambios en el patrén estacional de diferentes virus y
bacterias. En un estudio realizado en Per( entre 1997 y 1998, se observé que la
incidencia de diarrea tuvo un incremento de un 200%. Por cada grado centigrado que
aumentaba la temperatura se observé un 8% de aumento en la incidencia de diarrea,
ASI mismo se obseivo un increimento en ias diarreas de eliviogia bacieriana, propias
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de verano, durante los meses frios, lo que resultdé en una pérdida de la
estacionalidad de muchas de las enfermedades de etiologia infecciosa (74).

La comunidad en estudio se caracterizo por madres que comparten un alto
grado cultural hacia la lactancia materna. Ei porcentaje de madres que lactan a sus
hijos de manera exclusiva hasta los 6 meses es muy afta, asi como la lactancia
prolongada después del afic de vida. Diversos estudios han reportado que Ia
colonizacion intestinal es diferente en los nifios alimentados con leche materna que
en los alimentados con formula '(75,76,7?). Harmsen demostrd que esta colonizacién
por bacilos &cido lacticos es favorecida por la alimentacion con la leche materna y
estad dada bésicamente por las bacterias del genero Bifidobacterium (95%), y en
menor grado por Lactobacilfus y enterobacterias, (78). Et objetivo de nuestro estudio
fue el de determinar el pape! de las bacterias del género Lactobacillus, ya que los
estudios llevados a cabo, en cuanto a proteccion contra la enfermedad diarreica, es
con bacterias de este género. En el presente estudio, se determind ia relacion
existente entre la lactancia materna y el grado de colonizacién por bacterias del
género { actobacilius de manera individual, durante los primeros 18 meses de vida. El
grado de colonizacion por Bifidobacterium lo cuantificaremos posteriormente, ya que
en nuestro laboratorio no contamos con experiencia en el cultivo de Bifidobacterium.
En el andlisis univariado se observd que los nifios en cuya alimentacion estaba
incluida la leche materna, presentaron mayor grado de colonizacién intestinal por
Lactobacillus spp, en comparacién con los nifios que recibieron otro tipo de
alimentacion, siendo esta diferencia estadisticamente signiﬁcativ;a. Este resultado Io
tomamos con reserva, ya que la variable fue analizada de manera dicotémica y no se

da el peso especifico al grado de exposicién.



Con el propésito de conocer el la proteccion natural que confiere el grado de
colonizacion intestinal por Lactobacillus en el nifio, en contra de la enfermedad
diarreica causada por RVH, las muestras que se analizaron correspondieron a los
dias 7 a 15 previos a! desarrolio de un episodio diarreico por RVH. En el andlisis
global de los datos no se observé una asociacion estadisticamente significativa entre
el grado de colonizacién intestinal por Lactobacillus spp vy la presencia de
enfermedad diarreica, sin embargo, al estratificar por grupos de edad, se observo
una tendencia hacia un mayor grado de proteccion contra la enfermedad diarreica
causada por RVH en el grupo de nifios mayores de 6 meses de edad. Esta
significancia estadistica marginal pudo explicarse por lo reducido del tamafio de la
muestra obtenida, ya que ésta se calculd en base a la incidencia de diarrea por RVH
de afios anteriores, Que como ya se menciond, tuvo una notable reduccion en el
periodo en que se realizo este estudio,

Se han propuesto diferentes mecanismos mediante los cuales los lactobacilos
pueden prevenir la enfermedad diarreica. Entre los mecanismos propuestos
tenemos, la competencia por nutrientes y sitios de adhesion en ta mucosa intestinal
que impiden la colonizacién por organismos patdgenos, la produccién de sustancias
bactericidas y la estimulacion del sistema inmune. Se desconoce con certeza cual de
estos mecanismos pudiera ser el involucrado en ia prevencion de la diarrea por RVH,
pero pudiera estar involucrado el bloqueo de sitios de unién para RVH, como se ha
demostrado con otros agentes patdgenos.

Diferentes articulos de revisién refieren cual es g cronologia de la
colonizacion intestinal durante los primeros dias de vida, mas no existen estudios en
que se analicen las diferencias en el grado de colonizacién con respecto a la edad
dei niifo, e jos primeros meses de vida. inicialimente encontramoes gue el yrado de
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colonizacion intestinal por Lactobacilius s$pp no se correlaciond con la edad de los
nifios, pero al dicotomizar ambos grupos en nifios mayores y menores de 6 meses de
edad, en el anélisis global de los datos para ver la asociacion entre el grado de
colonizacion intestinal por Lactobacilius spp vy el riesgo de presentar enfermedad
diarreica, observamos que existia una significancia marginal entre ambos grupos, ya
mencionada.

Debidec a la gran correlacion que tuvieron entre si las diferentes variables, ya
la colinearidad observada entre las variables de alimentacion, se realizé el andlisis de
componentes principales, el cual permitid analizar cada una de las variables de
manera independiente, nulificando los efectos de Ia colinearidad, y darle el peso
especifico al grado de exposicién con que se present¢ cada una de ellas. El contar
con los datos completos acerca del nimero de tomas de leche materna, férmula
lactea y alimentos solidos que recibia el nifio cada 24 horas, nos permitid analizar
ésta como variable continua y no sélo de manera dicotémica como se habia hecho
en el analisis univariado. Se observé que la alimentacién con leche materna protege
contra la diarrea por RVH, de manera proporcional al namero de tomas: a mayor
numero de tomas mayor proteccién. Esta proteccién conferida per la lactancia
materna se presenté de manera independiente al grado de colonizacién intestinal por
Lactobacilfus spp, el cual, aunque tambien es proporcional al nivel de exposicion,
confiere mucho menos proteccion que la lactancia materna.

Existen otros factores en la leche materna gue protegen al nific en contra de Ia
enfermedad diarreica, diferentes a la induccidén de una colonizacion intestinal
adecuada, como o son la secrecion de IgA e IgM poliméricas que agfutinan
microorganismos y otros antigenos, inhibiendo su adhesién y penetracion al epitelio,

la accidon bactericida de la lactoferrina y la lisozima, la produccion de citocinas y

47



factores de crecimiento que estimulan el sistema inmunolégico, y la presencia de
oligonucledtidos que compiten por receptores con los patdgenos, adhiriéndose a su
superficie e impidiendo que se unan a estos. La presencia de otros elementos
protectores en la leche materna, diferentes a los que promueven la colonizacién
intestinal, puede explicar la independencia entre ambas variables.

Por otra parte, el consumo de formula lactea, el consumo de alimentos solidos
y la edad se relacionaron con un mayor riesgo de presentar diarrea por RVH.
Contrario a lo observado con Ia lactancia materna, a mayor ntimero de tomas de
alimentos sdlidos y de formula lactea, y a mayor edad, el riesgo de presentar diarrea
por RVH es mucho mayor. En el andlisis de componentes principales vimos que el
grado de colonizacién intestinal coincide con un incremento en la edad de los
lactantes, que a su vez corresponde con el consumo de alimentos sélidos. La
colinearidad observada entre estas tres variables, pudiera ser la causa de que no
hayamos encontrado inicialmente una correlacién entre el grado de colonizacian
intestinal y la edad de los nifios.

Al aumentar ei consumo de formula lactea y alimentos sdlidos, disminuye el
consumo de leche materna. Esta disminucion en &l consumo de leche materna se
agrega a la lista de mecanismos propuestos mediante los cuales e! consumo de
formula lactea y alimentos sélidos favorecen la presencia de diarrea, como son el uso
de agua contaminada para la preparacion de éstos, el consumo de alimentos crudos
y la contaminacion propia del proceso de preparacion de éstos.

A diferencia de los ensayos ciinicos controlados en que se administran
lactobacilos de manera exogena, éste articulo es el primero que demuestra que la
colonizacién intestinal natural por Lactobacilius protege contra ia enfermedad
dianeica ocasionada por RvVH

48



Conclusidén

De lo anteriormente mencionado podemos concluir que:

1. Despugs del ajuste por otras variables, el grado de colonizacién de!
intestino del nifio por Lactobacillus spp no se asocia con la ingesta de
leche humana.

2. A mayor edad, se observé una mejor colonizacion natural del intestino
del nifio por Lactobacillus spp, la cual lo protege contra la diarrea par
RVH.

3. Se confirma el papel protector de la leche materna en la proteccién del
nifio contra la diarrea por RVH.

4. El tomar formula lactea, la edad y Ia ingesta de alimentos solidos se

asocian con un incremento en el riesgo de diarrea por RVH.
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TABLAS

Tabla 1. Principales generos bacterianos que conforman la flora

intestinal.
Bacterias acido-lacticas Bacterias anareobias Grupo aerébico
Bacteroidaceae
Eubacterium ;
Bifidobacterium Peptococcaceae Ente_'robacrenaceae
. A Bacillus
Lactobacilius Veillonelia .-
Corynebacterium
Streptococcus Megasphaera
. Pseudomonas
Enterococcus Gemminer Levaduras
Clostridium
Treponema

Tomado de: Mitzuoka T. Intestinal flora and human health.
Asia Pacific J Clin Nutr, 1998;5:2-9,
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Tabla 2. Incidencia de diarrea en general por grupo de edad.

No. de

Grupos de edad Seguimiento lo. d INCIDENCIA*  IC 95%*
{meses) (meses) episodios

0-<3 73.63 6 8.14 24,140
3-<6 183.04 26 14.20 10.0, 18.6
6-<9 253.04 39 15.35 11.5,19.0
9-<12 218.51 53 2425 19.8, 28.7
12-<15 559.63 36 6.43 4.50, 8.30
15-<18 55.95 8 14.29 6.30,220

18 11.5 1 8.69 0,236
TOTAL 947 169 17.8 2.64,16.75

* episodios/100 nifio-mes

** Intervalo de confianza del 95%
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Tabla 3. Incidencia de diarrea por RVH por grupo de edad.

Grupo de edad Seguimiento No. de INCIDENCIA* IC 95%
{meses) (meses) episodios
0-<3 73.63 1 1.35 0,4.0
3-<6 183.04 4 2.18 0.1,4.3
6-<9 253.04 3 1.18 0,25
9-<12 218.51 4 1.83 0.08, 3.6
12 -<15 559.63 3 0.5 0,11
15-<18 55.95 1 1.78 0,5.2
18 - <25 11.5 0 0 0
TOTAL 947 16 1.68 0,236

* episodios/100 nifio-mes
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Tabla 4, Colonizacién por Lactobacillus spp. (Log UFC/g de heces) en
ninos con diarrea por RVH y controles sanos

Lagﬂggzﬁflségpp n deRnigfnr;os 1.C. 85% P
0 - 6 meses
<4 12 1.0
24 17 0.74 0.09, 6.29 0.78
7 ~ 18 meses
<4 9 . 1.0
>4 22 0.22 0.04, 1.20 0.06

Regresion logistica condicionada para estimacion de riesgos
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Tabla 5. Asociacion entre el tipo de alimentacion y de la colonizacién por
Lactobacillus y la incidencia de diarrea por RVH

VARIABLE RM* IC 95% P

Colonizacion por Lactobacilius spp.
(>4 6 <4 Log UFC/g heces) 0.34 0.09-1.23 0.10

Seno materno

{toma / no toma) 0.19 0.04-1.04 0.03
(En?rrg'}“sﬁgtrﬁ:) 4.27 1.03-17.7 0.03
/;\tféﬂznﬁzsos'tfggao)s 11.32 1.28 -99.76 0.009

Edad 1.24 0.49-3.11 0.64

{continua: meses)

* razon de momios
Analisis univariado mediante el método de regresion logistica condicionada.



Tabla 6. Matriz de correlacion entre las diferentes variables,

Cuentas de Seno Férmula Alimentos Edad
Lactobacillus spp Materno Lactea soblidos (meses)
Cuentas de
Lactobacillus spp 1.000 .108 -.205 139 .104
Seno
materno .108 1.000 =779 -.608 -.4889
Formula
lactea -.205 . -779 1.000 461 .240
Alimentos 139 -.608 461 1.000 700
solidos ' ’ ' : '
Edad
(meses) 104 . -.489 240 .700 1.000
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Tabla 7. Analisis multivariado para ajustar el efecto de la colonizacion en
la presencia de diarrea por RVH por las variables pecho, alimentacion
con férmula y comida

Analisis de regresion multivariade Thu Sep 6 16:46:19 2001 Page 1

-_— — Y =
ot T
Statistize/Tata Analysis
User: Sarbelio
Project: Rotaflora
1. clogit rota clacte cpecho cformula ccomida, group(grupo)oer
Iteratfon 0: log likelihood = ~18.214753
Iteration 1 log likelihood = -15.463634
Iteraticn 2 log likelihood = -14.6824
Iteratien 3 log likelihood = -14.483712
Iteration 4: log likelihood = -14.418515
Iteration §: log likellhood = -14.385038
Tteration 6: log likelihood = -14.3B6464
Iteration 7: log likelihood = -14.383318
Iteration 8: log likelihood = -14,382162
Iteration 9:  log likelihood = -14,381736
Iteration 10: log likelihood = -14.38158
Iteration 11: log likelihood = -14,381522
Iteration 12: log likelihood = -14.381501
Iteration 13: log likelihood = -14,381494
Iteration 14: log likelihood = -14.391491
Iteration 15: log likelihood = -14.38149
Tteration 16: log likelihood = -14.38148%
Iteration 17: Jlog likelihood = -14.381489
Iteration 18: log likelihood = -14,381469
Iteration 19: log likelihood = -14.3§1489
Tteratien 20: log likelihood = -14.381489
Tteration 21: log likelihood = -14.3014889
Iteration 22: log likelihood = -14.381489
Conditional (fixed-effects) logistic regreasion  Number of cbs €0
. LR chi2{4) 12.83
Prob > chi2 0.0122
Log likelihood = -14.381489 Pseudo R2 0.3084
JIota | Odds Ratio sStd. Err. z Brlz| [95% Conf. Interval)
————————— +_-—_———.'_..‘.———-—————-ﬂn——-—--—----———--——---
clacto | 2842378 .2561428 -1.396 0.163 0485977 1.662447
cpeche | 1.17e-1¢ . . . . .
cformula | 2.53e~10  2.80e-10 -22.914 0.000 4.48e-11 1.91e-09
ccomida | 1.06e+1) 1.57e+10 15.631 0.000 5.88e+03 1.%2e+11

Stata Corporation

702 University Drive Bast
College Station, Texas 77840
409-696-4600, fax 409-596-4601
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Tabla 8. Valoracién de las variables mediante el método de extraccion.

VARIABLE INICIAL EXTRACCION
SENO MATERNO 1.000 0.866
FORMULA LACTEA 1.000 0.787
ALIMENTOS SOLIDOS 1.000 0.896
LACTOBACILOS ' 1.000 0.645
EDAD EN MESES 1.000 0.572

Anaiisis factorial: Componentes principales
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Tabla 9. Varianza total explicada por cada uno de los componentes.

Autovalores iniciales

Sumas de las saturaciones al
cuadrado de la extraccion

Componentes
Total % varianza % acumulado Total % varianza % acumulado
L 2363  47.270 47.270 2.363 47.270 47.270
2 1402 28,049 73.319 1.402 28.049 75.319
3 0.872 17.437 92.756
4 0.207 4,148 99.903
5 0.155 3.097 100.0600
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Tabla 10. Matriz de componentes principales.

COMPONENTE 1

COMPONENTE 2
SENO MATERNO -0.895 0.256
FORMULA LACTEA 0.751 -0.473
ALIMENTOS SOLIDOS 0.781 0.535
LACTOBACILOS -0.134 0.792
EDAD EN MESES 0.610 0.447
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Tabla 11. Analisis Multivariado utilizando las 2 nuevas variable extraidas
por le método de componentes principales

COMPONENTES PRINCIPALES RM IC 95% p

PRIMER COMPONENTE:

Relacion entre-

< ingesta de leche materna 282 0.88-8.97 0.079
> ingesta de férmula
> ingesta de alimentos sélidos

SEGUNDO COMPONENTE:

0.74 0.32-1.73 0.50
Grado de colonizacién intestinal

Método de Regresion logistica condicionada
Log-loglikelihood = -17.43 LR chi® (2) = 6.71 p=0.03
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Cuenta de Log. de bacterias/g de heces

GRAFICAS

Gréfica 1. Desarrollo de |a flora normal en los neonatos.

-
L]

-
-

AT

-
o

—x

-3
~

\Qﬂ -A-Bifidobacterias

-O-Enterobacterias
B Estreptococos

v
-
| ff . ?_\ ‘r — —rLactobacilos
/ ." N T ~@-Estafilococos
_7/4/ ; .—

-0O-Clostridios

O = N W AR othom O~ @

/ /
J—"I'_—I—Dl T H 1 T T T T
4 .25 0.5 1 2 3

Edad en dias

0.75

Tomado de: Mitzuoka T. Intestinal flora and human health. Asia Pacific J Clin

Nutr, 1996:5:2-9.

fz‘l

A i ::JE.;J;LJ l\l

Dmm B3R

%, "'\l"'"' -~

oo S Dradil SAFIN

I

69



Grafica 2. Incidencia de diarrea y diarrea por RVH por mes del afio.
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Grafica 3. Distribucion de la colonizacion intestinal por grupo de edad.
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Gréfica 4. Cuentas de Lactobacillus Spp. en nifios alimentados al seno

materna (n = 19) y nifios que no reciben lactancia materna (n = 41).
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Gréfica 5. Cuentas de Lactobacilius Spp. en nifios con diarrea por
RVH (n = 15) y nifios sin diarrea (controles, n = 45)
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Colonizacién por Lactobacillus Spp

Grafica 6. Grafica de componentes en espacio rotado.

Proteccion Riesgo
10 & >
Cuentas de
Lactobacitlus Alimentos sdlidos
0.5 1
Tomas de seno Edad (meses)
materno
0
Formula lactea
-0.51 B
-1.0 . .
-1.0 -0.5 0 0.5

Diarrea por RVH

1.0

Colonizacion

UQIdEZIUO|OD ON

74



FIGURAS

Figura 1. Particulas de RVH demostradas por inmuno-microscopia electrénica en un
filtrado de heces obtenido de un lactante con gastroenteritis aguda.

Tomada de: Midthun K, Kapikian AZ. Rotavirus Vaccines: an Overview. Clin Microb Rev 1996;9:423-34.
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Figura 2. Asignaciones de codificacidn

particulas de RVH. Segmentos de cadena d
(izquierda) codificada por proteinas indiv
esquematicas (centro) 6 en las diferentes ca
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Figura 3, Morfologia colonial de Lactobacillus spp.

77





