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1. Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto a corto plazo del tratamiento con
antibiéticos en la microbiota intestinal de neonatos prematuros. Se recolectaron muestras
de heces de neonatos tratados con antibidticos y sin tratamiento, durante su estancia
hospitalaria en el INPer-IER. Se realiz6 una base de datos con antecedentes clinicos
neonatales para clasificarlos en 4 grupos de estudio: un grupo control que no recibio
antibidticos (Ctrl), y 3 grupos tratados con antibidticos. Los esquemas de antibiéticos
analizados fueron: Al) ampicilina (AMP)/amikacina (AMK), A2) tazobactam-piperacilina
(TZP)/vancomicina (VAN), A3) combinacion de esquemas de antibidticos incluyendo los
anteriores, meropenem (MEM) y Claritromicina (CLR). Se extrajo el DNA de las muestras
de heces neonatales recuperadas alrededor de los 30 dias de vida extrauterina y se
cuantificaron bacterias totales, los phylum Firmicutes, Bacteroidetes, y Actinobacteria, y la

familia Enterobacteriaceae mediante PCR en tiempo real del gen 16S rDNA.

La abundancia relativa de bacterias totales, Enterobacteriaceae y Bacteroidetes fue
similar entre los neonatos no tratados (Ctrl) y tratados con antibiéticos. En contraste, los
neonatos tratados con la combinacion de antibiéticos TZP/VAN (A2) mostré una menor
cantidad de Actinobacteria en comparacion con el grupo control (p=0.017), y con respecto
al grupo de neonatos tratados con el esquema AMP/AMK (Al) (p=0.024). En cuanto a
Firmicutes, encontramos que los bebés que recibieron esquemas de TZP/VAN (A2),
tendieron a presentar una mayor cantidad de estas bacterias con respecto al resto de los
grupos de estudio. En cuanto a la proporcion Firmicutes/Bacteroidetes, esta fue de 1 para
el grupo control y los grupos tratados con AMP/AMK (A1) o la combinacién de antibi6ticos
(A3), mientras que aquellos tratados con el esquema TZP/VAN (A2) tendieron a mostrar
una proporcion de 1.5, sugiriendo una mayor abundancia de Firmicutes con respecto a
Bacteroidetes. Finalmente, en general se observd una mayor abundancia relativa de
bacterias totales y Enterobacteriaceae en los neonatos prematuros, seguida de

Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria.

Es necesario ampliar el analisis incluyendo mas individuos de estudio, y valorar dias
previos y posteriores a los 30 dias de vida. Ademas, es importante considerar el uso de
antibidticos prenatales, y realizar el analisis a nivel género y especie de bacterias
comensales y patdgenas para determinar si el uso de antibiéticos en la etapa neonatal es

un factor importante en la aparicion de disbiosis intestinal.



2. Introduccioén

El ser humano vive en relacion simbiotica con trillones de microorganismos que lo
habitan en comunidades complejas y evolucionadas. Sitios como la piel, la cavidad
oral, genitales, vias respiratorias e intestino, estan colonizadas de forma normal en
su mayoria por bacterias, y en menor cantidad por virus, arqueas Yy
microorganismos eucariotas. Este conjunto de microorganismos tiene un
importante papel en el desarrollo, fisiologia, inmunidad e incluso nutricion del
hospedero, y es denominado microbiota. Por su parte, la microbiota intestinal (Ml)
es una de las mas estudiadas en la actualidad y se sabe que juega un papel
importante en el mantenimiento de la salud del ser humano (Koleva, Kim, Scott, &
Kozyrskyj, 2015; Kuperman & Koren, 2016; Maranduba et al., 2015; Wopereis,
Oozeer, Knipping, Belzer, & Knol, 2014).

Se piensa que la colonizacion de la MI comienza antes del parto y continda
después del nacimiento hasta los 2 o 3 afios cuando se vuelve estable y semeja la
del adulto. Esta colonizacion se ve influenciada por diversos factores como: el tipo
de nacimiento (vaginal o por cesarea), el tipo de alimentacion (leche humana o
férmula), medidas de higiene, edad gestacional y el uso de antibiodticos. Los
ultimos dos factores estan estrechamente relacionados con el desequilibrio de la
microbiota ya que los neonatos prematuros estan predispuestos a recibir
tratamiento con antibidticos al presentar una mayor susceptibilidad a infecciones
debido a la inmadurez de su sistema inmunolégico (Sl) (Tanaka & Nakayama,
2017).

Diversos estudios sefialan que una microbiota perturbada a temprana edad puede
resultar en consecuencias negativas para el hospedero a corto y largo plazo al
alterarse funciones del organismo como: la maduracién del intestino,
angiogénesis, maduracion y regulacion del Sl, digestion de nutrientes y proteccion
contra microorganismos patdgenos. A pesar de los avances en la caracterizacion
de la microbiota humana aun falta mucho por comprender. Por ejemplo, es
necesario conocer con mayor profundidad como se establece la Ml infantil, cdmo

varia su composicion y maduracion segun la edad gestacional al nacimiento y



como influye la administracion de antibidticos en la MI en neonatos pretérmino.
Conocer estas incognitas es esencial para comprender mejor la dinamica de la
colonizacion bacteriana del tracto gastrointestinal (Gl) en la infancia e identificar
estrategias que permitan incrementar el establecimiento de bacterias benéficas y
disminuir la colonizaciébn por bacterias patdgenas causantes de enfermedad
(Collado, Cernada, Baulerl, Vento, & Pérez-Martinez, 2012; Kuppala, Meinzen-
Derr, Morrow, & Schibler, 2011).



3. Marco Teorico

3.1 Microbiota humana

El cuerpo humano es habitado por complejas comunidades de microorganismos.
El término microbiota se refiere a la comunidad microbiana viva que coloniza algun
nicho ecolégico determinado (Icaza-Chavez, 2013). En los ultimos 4 millones de
afos, la evolucion de los hominidos se ha dado a la par con sus microbiomas
(composicion genética o suma de los genomas de la microbiota) (Aagaard et al.,
2014). Se calcula que la microbiota humana estd conformada por 10
microorganismos, superando el numero de células humanas en un factor de 10
(Simren et al., 2013), e incluye alrededor de 500 a 1000 especies (Neu et al.,
2015). La microbiota se clasifica taxon6micamente a través de la nhomenclatura
bioldgica tradicional: dominio, reino, division/phylum, clase, orden, familia, género

y especie.
Sexo

Ambiente Edad

. . Etnia/
xenobicticos  Mlicrobiota
raza
Interacciones Uso
sociales antibidticos
Génotipo

Figura 1 Factores que influyen en la composicion de la microbiota de un individuo.

3.2 Barrera intestinal
El intestino humano, principalmente el intestino grueso (colon) alberga un
ecosistema de millares de microorganismos. Tiene aproximadamente 300 m? de

superficie por lo que es una de las regiones del cuerpo que reciben la mayor



cantidad antigénica, por ello, ademas de sus funciones de nutricibn funge como

defensa ante sustancia dafiinas y microorganismos patdgenos.

La barrera intestinal se encarga de mantener la homeostasis, por un lado, evita el
paso de sustancias nocivas, microorganismos patdégenos, factores
proinflamatorios y antigenos, y por el otro permite la colonizacién de bacterias
comensales que son parte fundamental en la digestion de alimentos, del desarrollo
del SI, intestinal y de los circuitos neuronales intestino-cerebro, entre otras

funciones (Guarner, 2007; Salvo, Alonso, Pardo, Casado, & Vicario, 2015).

Esta compuesta por tres capas, la primera formada por moco, agua y glicocalix
con propiedades hidrofobas y tensoactivas, esta capa contiene Inmunoglobulina A
secretora (SIgA) y péptidos antimicrobianos (AMPSs). A su vez se divide en dos
subcapas siendo la subcapa externa (menos densa) la que se encuentra
altamente colonizada por la microbiota. La segunda esta formada por una
monocapa de células epiteliales intestinales (CEI), mientras que la tercera esta
constituida por la lamina propia y el mesenterio (Maranduba et al., 2015; Salvo et
al., 2015).

Epitelio%! ,/ ‘- 7 J° = Primera Capa

\ Lumen

P e
4 *  Moco
capa externa

Segunda capa

Tercera capa

Moco
capa interna

SNE (Neuropéptidos ) Citoquinas
S - ~ |\ Quimiocinas

N

e Citoquinas ﬁ—/
=t ‘\(\ sl

Proteasas

o

SNC-SNE /7 i

Placa de Peyer

e - T Anti ™,

- = —— nticuerpos y ‘ @

A ol N \"‘3/ \ )

Circulacién/ a’ |

\ istémica B ) /f
&- S \© \D _ Vascularizacion

. == - Misculo liso \\_//
Figura 2 Anatomia de las tres capas que conforman la barrera intestinal (Modificada de: Salvo et. al.,

2015).



3.3 Composicion de la Mi

La microbiota del tracto Gl normal estd formada en su mayoria por bacterias
anaerobias, superando en 100 a 1000 veces a las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas (Yatsunenko et al., 2012), con un contenido de 10* a 102 bacterias por
gramo en el estbmago y duodeno, y de 10'1-10'2 en el colon. Existen mas de 50
phylum bacterianos en la tierra, pero la microbiota del cuerpo humano (incluyendo
la MIl) esta dominada solamente por cuatro: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria y Proteobacteria. La Ml es de las mas abundantes representada por
una gran diversidad de géneros pertenecientes a los cuatro phylum mencionados
(Dethlefsen, McFall-Ngai, & Relman, 2007; O’Hara & Shanahan, 2006).

Densidad Composicion

10! - 103 Streptococcus

101 - 103 Lactobacillus
Streptococcus

4-107

R Lactobacillus

1020 - 1013 Enterobacteriaceae
Bacteroides
Eubacterium
Clostridium

Ruminococcus
Bifidobacterium

Figura 3 Densidad y composicion de la microbiota del tracto Gl (Modificada de: Simren et al.
2013).

3.4 Funciones de la Ml

La Ml realiza diversas funciones benéficas para el hospedero a cambio de un sitio
con temperatura y nutrientes adecuados para establecer sus ecosistemas. Esta
relacion simbidtica facilita la absorcion de nutrientes adquiridos por la alimentacion

y proporciona algunos nutrientes no esenciales (vitaminas), previene la invasion o
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crecimiento exagerado de agentes patdégenos, tiene funciones troficas en el
epitelio Gl, y es parte del desarrollo y regulacién del SI (Guarner, 2007; Maynard,
Elson, Hatton, & Weaver, 2012).

Las bacterias tienen la capacidad de metabolizar algunos compuestos para los
cuales el humano no tiene las enzimas necesarias. Dentro de sus funciones

metabdlicas se encuentran:

1) La sintesis de aminoacidos

2) La produccion de vitaminas: K, Bi2, biotina, acido folico y pantoténico

3) La sintesis de acidos grasos de cadena corta (SCFA)

4) Participacion en vias metabdlicas como: trimetilamina (TMA)/trimetilamina
N-oxido (TMAOQ), las vias primarias y secundarias del acido biliar

5) La interaccion con hormonas endocrinas, como la grelina, la leptina, el
péptido 1 similar al glucagén (GLP-1) y el péptido YY (PYY) (Guarner, 2007;
Tang et al., 2018).

La MI regula la barrera mucosa del intestino controlando la absorcion y
metabolismo de nutrientes, por ejemplo, interviniendo en la homeostasis de la
glucosa por la estimulacion del sistema nervioso parasimpatico, asi como la
maduracién de la propia mucosa y el tejido linfoide asociado con el intestino

(GALT por sus siglas en inglés) (Maynard et al., 2012; Tang et al., 2018).

También es capaz de comunicarse con tejidos distales, el lipopolisacarido (LPS) y
peptidoglicano son componentes de la membrana bacteriana que fungen como
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS), los cuales interactdan con
los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) expresados por las células

de la mucosa intestinal (Tang et al., 2018).

Estudios recientes hablan de la conexién entre la microbiota y sus metabolitos con
el cerebro, a través del nervio vago y el sistema parasimpatico. Ademas, la Ml
evita el alojamiento de microorganismos patégenos al limitar los elementos

nutricionales y el espacio disponible de cada nicho (Maynard et al., 2012).
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3.5 Colonizacion de la Ml

3.5.1 Antes del nacimiento
En la actualidad hay un debate acerca del inicio de la colonizacion de la Ml en el
humano. Algunos estudios apoyan una colonizacion intrauterina por el hallazgo de
bacterias o sus productos en liquido amniético (LA) (Collado, Rautava, Aakko,
Isolauri, & Salminen, 2016), cordon umbilical, membranas fetales, placenta
(Aagaard et al., 2014) e incluso en el meconio. Mientras que otros sefalan un

ambiente estéril apoyando el dogma central de la esterilidad del ambiente uterino.

Se ha propuesto que algunos cambios fisioldgicos y hormonales que ocurren en el
embarazo pueden explicar la presencia de bacterias en sitios que se creian
estériles. Por ejemplo, la translocacion bacteriana desde la cavidad oral o vaginal
por torrente sanguineo favorecida por un aumento en la permeabilidad, la
diseminacibn hematégena o la migracion del tracto Gl inferior o tracto
genitourinario (Figura 4) (Kuperman & Koren, 2016; Madianos, Bobetsis, &
Offenbacher, 2013).

Placenta
Placental

decid
Maternal o

vessels

;V >>= N - — T
/;r,/'/ 2 . \ S ——"
- mnion S i
. Chorion 2 O A =/
. 3 ** Umbilical <l g/l
Amniotic fluid” , .* ~ vessels /2
X oo ‘ “; S / i

Figura 4 Translocacion bacteriana de la cavidad oral, intestino y vagina de la madre a
ubicaciones intrauterinas (Modificada de: Walker, Clemente, Peter, & Loos, 2017).
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Por ejemplo, Aagaard y colaboradores (2014) descubrieron gran similitud entre
bacterias encontradas en placenta y en la cavidad oral materna, ademas, se
piensa que el LA puede ser el primer contacto con bacterias al ser ingerido en la
etapa fetal. Por otra parte, diversos estudios han mostrado que la composicion
bacteriana del meconio es muy semejante a la del LA (61 %), y en menor cantidad
con la cavidad oral y vaginal de las mujeres embarazadas, proponiendo que el
meconio es el reflejo del entorno dentro del utero (Ardissone et al., 2014). Los
principales phylum que han sido encontrados en el meconio son Actinobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria (Hu et al., 2013), y las especies E.

faecalis, S. epidermidis, y E. coli (Jiménez et al., 2008).

Finalmente, entre los estudios a favor del ambiente uterino estéril se encuentra el
trabajo de Malmuthuge y Griebel (2018), quienes, en un modelo ovino, evaluaron
el ambiente intrauterino e intestinal de los fetos, y concluyeron que hasta el tercer
trimestre del embarazo hay un ambiente estéril. Por otro lado, Dominguez Bello
sefala que en el nacimiento la esterilidad se pierde cuando se rompe el saco
amniético exponiendo a los bebés a ingerir bacterias que ingresan al intestino
antes de realizar su primera evacuacion lo que explicaria la presencia de bacterias

en el meconio (Willyard, 2018).

3.5.2 Después del nacimiento
A pesar de que algunos estudios recientes sefialan que la colonizaciéon microbiana
comienza antes del nacimiento, el establecimiento mas significativo de la
microbiota ocurre tras dos importantes eventos: el primero es el nacimiento y la
lactancia, y el segundo la introduccién de alimentos solidos (Tanaka & Nakayama,
2017). Esto es parte de la teoria de la “programacién temprana”, donde tales
eventos produciran diversos cambios fisiolégicos permanentes. En la primera
semana de vida extrauterina hay variaciones dinAmicas en la composicion de la
microbiota (Aagaard et al., 2014), posteriormente continua diversificandose hasta

los 2 o0 3 afios.

La colonizaciéon inicial ocurre principalmente por anaerobios facultativos como

Staphylococcus, Streptococcus y Enterobacteriaceae. Posteriormente, presiones
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ambientales selectivas como los oligosacaridos de la leche humana (HMO por sus
siglas en inglés) y el consumo de oxigeno, ocasionan un cambio donde se da paso
a los colonizadores tardios conformados por anaerobios estrictos como
Bacteroides, Bifidobacterium y Clostridium (Monica et al.,, 2018; Simren et al.,
2013). Bifidobacterium es dominante en la microbiota hasta la introduccion de
alimentos solidos, y después del destete es reemplazada por Bacteroides,
Prevotella, Ruminococcus, Clostridium y Veillonella (Tanaka & Nakayama, 2017).

La colonizacién microbiana esté influenciada por distintos factores como:

e Parto prematuro o a término
e Tipo de nacimiento

e Tipo de alimentacion

¢ Medidas higiénicas

e Administracion de antibidticos

e Factores genéticos

3.5.2.1 Parto prematuro

Diversos estudios coinciden en que la edad de nacimiento es un factor que
interviene en la colonizacion de la M, reportando diferencias entre la colonizacion

de bebés prematuros y a término.

Un bebé a término es aquel nacido vivo entre las 37 y 40 semanas de gestacion
(SDG), mientras que un prematuro es el que nace antes de cumplir las 37 SDG.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que cada afio nacen
aproximadamente 15 millones de neonatos prematuros y los clasifica en 3

categorias:

1) Prematuros extremos (<28 SDG)
2) Muy prematuros (28 a 32 SDG)
3) Prematuros moderados a tardios (32 a 37 SDG)

La prematuridad es un problema de salud publica que implica una alta morbilidad y
mortalidad neonatal, y entre las causas del parto prematuro se encuentran:

embarazos multiples, infecciones y enfermedades crénicas, tabaquismo materno y
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factores genéticos (WHO, 2018). El 25 % de partos prematuros se atribuyen a
causas infecciosas evidenciadas por presencia de bacterias en placenta y LA.
Estas bacterias propician la liberacion de citocinas proinflamatorias,
prostaglandinas y metaloproteasas, que conducen a la maduracion cervical,
ruptura de membranas, contracciones uterinas y parto prematuro. La cantidad de
marcadores de inflamacion y Acido Desoxirribonucleico (DNA) bacteriano se
correlaciona inversamente con la edad gestacional (Ardissone et al., 2014).

Se ha planteado que la colonizacion intestinal en los bebés prematuros se ve
afectada, presentando una microbiota menos estable y diversa con aumento de
bacterias patdgenas con respecto a los bebés a término. Se ha reportado que en
bebés prematuros el phylum mas abundante es Proteobacteria, representando un
54.3 % aproximadamente, y que muestran una disminucion en Bacteroides,
Bifidobacterium, Streptococcus y Lactobacillus en comparacioén con los bebés a
término, estas Ultimas relacionadas con el funcionamiento metabodlico y el
entrenamiento inmunoldgico (Chernikova et al., 2018; Cong et al., 2016; Wandro et
al., 2018).

3.5.2.2 Tipo de nacimiento

Se ha reportado que la MI de los bebés nacidos por canal vaginal es mas
abundante y diversa a la de aquellos nacidos por cesarea, y que en los primeros
90 dias de vida la diversidad dentro de los phylum Actinobacteria y Bacteroidetes
es menor en los bebes nacidos por cesarea (Collado et al., 2012; Rutayisire,
Huang, Liu, & Tao, 2016). Los bebés nacidos por canal vaginal exhiben
abundantes Lactobacillus, Prevotella y Sneathia, adquiridos al entrar en contacto
con la microbiota vaginal y fecal materna, mientras que los nacidos por cesarea
presentan una mayor densidad de Staphylococcus, Corynebacterium vy
Propionibacterium, que provienen de la cavidad oral y la piel materna (Dominguez-
Bello et al., 2010). Esta transmision de la microbiota de la madre al hijo tendréa un

impacto en la salud del bebé a corto y largo plazo.
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3.5.2.3 Tipo de alimentacion

Los lactantes alimentados con leche materna muestran gran diferencia en su
microbiota comparados con los bebés alimentados con formula. La leche materna
contiene bacterias presentes en el pezon, los conductos galactoforos y la piel
como Corynebacterium, Micrococcus, Propionibacterium, ademéas de
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, y éstas ultimas
pueden alcanzar hasta el 60-90 % del total de bacterias en las heces. También
contiene compuestos como aminoacidos, minerales, vitaminas, inmunoglobulinas,
endocanabinoides y HMO, como los galactooligosacaridos (GOS), los cuales
tienen diversas funciones esenciales para los neonatos y la microbiota. La
lactancia materna tiene resultados positivos en el neonato ya que ayuda a la
estimulacién y maduracion del SI. Neonatos prematuros alimentados con leche
humana presentan menor probabilidad de desarrollar enterocolitis necrosante
(ECN) vy sepsis tardia, un mejor crecimiento y una mejor modulacion del
metabolismo y condiciones inflamatorias (Collado et al., 2012; Monica et al., 2018;
Tanaka & Nakayama, 2017).

La alimentacién con férmula propicia una Ml similar a la de los adultos, con un
namero dominante de anaerobios facultativos como Bacteroides y Clostridium, con
una colonizacién tardia por Bifidobacterium. Ademas, se observa un incremento
en los géneros Rothia, Streptococcus, Acidaminococcus, Escherichia coli y
Clostridium difficile (Collado et al., 2012; Parra-Llorca et al., 2018).

Otro tipo de alimentacion es la leche humana pasteurizada que no sustituye a la
lactancia materna debido a que el método de pasteurizacion ocasiona la perdida
de componentes estructurales y funcionales de la leche, por ejemplo, disminuye
los componentes celulares y bacterianos, la actividad de la lactoferrina, lisozima y
el contenido de inmunoglobulina A (IgA), aunque mantiene otros componentes
como algunos oligosacéridos, nucleétidos y acidos grasos poliinsaturados y de

cadena larga (Parra-Llorca et al., 2018).
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Newborn/Lactation Weaning

C-section Formula Milk
Lactobacillus 1t | Staphylococcus 1 Bacteroides 1
Prevotella 1 |Corynebacterium 1 Cl

Sneathia 1 |Propionibacteriumt

Figura 5 Factores que intervienen en la colonizacion de la MI (Tanaka & Nakayama, 2017).

3.5.2.4 Prematurez, uso de antibiéticos y origen de enfermedades

Los bebés prematuros tienen un S| y un tracto intestinal inmaduro lo que
incrementa su susceptibilidad a enfermedades infecciosas requiriendo del uso de
antibiéticos (Chernikova et al., 2018). Por ejemplo, la translocacion bacteriana del
intestino al torrente sanguineo se ve favorecida con una funcion de barrera
disminuida y aumento de permeabilidad, provocando problemas de salud comunes

en este sector como la sepsis (Madianos et al., 2013).

El uso de antibiéticos como profilaxis o frente al diagnéstico salva vidas, sin
embargo, la exposicion de los bebés a los antibidticos puede alterar las
interacciones normales entre el hospedero y su microbiota, provocando un
desequilibrio en las proporciones bacterianas con una pérdida de la diversidad, lo

que se conoce como disbiosis (Rautava, Luoto, Salminen, & Isolauri, 2012).

Los antibioticos orales e inyectables se distribuyen por la sangre y afectan no sélo
a las bacterias patégenas sino también a bacterias comensales (Stoll et al., 2002).

El uso de antibiéticos en la edad temprana tiene efectos adversos en el desarrollo
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de la MI, por ejemplo, se ha reportado una mayor abundancia del phylum
Proteobacteria y baja abundancia de Actinobacteria, menor diversidad en la
microbiota y presencia de bacterias resistentes a antibidticos (Arboleya et al.,
2016).

Diversos estudios epidemiologicos en humanos plantean que el uso de antibioticos
en etapas tempranas de la infancia altera la Ml e incrementa el riesgo de
desarrollar diversas enfermedades a corto y largo plazo. Por ejemplo, se ha
relacionado el uso de antibiéticos en neonatos con enfermedades como la ECN y
la sepsis tardia (Alexander, Northrup, & Bizzarro, 2011; Cotten et al., 2009;
Kuppala et al., 2011). Otros estudios sefialan la relacion del uso de antibiéticos en
la infancia con enfermedades como el asma (Arrieta et al., 2015; Hoskin-Parr,
Teyhan, Blocker, & Henderson, 2013), la obesidad (Azad, Bridgman, Becker, &
Kozyrskyj, 2014) y la enfermedad de Crohn (Virta, Auvinen, Helenius, Huovinen, &
Kolho, 2012).

3.6 Administracion de antibidticos neonatales en el INPer-IER
La decision del uso de antibidticos se basa en diversos criterios como:
a) Antecedentes maternos de infeccion antes o durante el nacimiento (riesgo
de sepsis neonatal)
b) Sospecha o diagnéstico de: sepsis neonatal temprana (durante las primeras
72 horas de vida extrauterina), sepsis neonatal tardia (posterior a las 72
horas de vida extrauterina), ECN, choque séptico, neumonia

c) Cultivos positivos de secreciones neonatales

En la Tabla 1 se describen los esquemas antibiéticos empleados de acuerdo con
el diagnostico clinico neonatal en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales
(UCIN) y la Unidad de Cuidados Intermedios al Recién Nacido (UCIREN) del
Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPer-IER).
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Tabla 1 Esquemas de antibidticos neonatales usados en el INPer-IER

Diagnéstico clinico Esquema antibidtico
Sepsis temprana Ampicilina + Amikacina
Sepsis tardia Tazobactam-Piperacilina + Vancomicina
Sepsis de evolucién térpida, choque Tazobactam-Piperacilina + Vancomicina
séptico, enterocolitis necrosante Meropenem
Neumonia por gérmenes atipicos Claritromicina

Los antibidticos mencionados tienen como principal mecanismo de accion la
alteracion de la sintesis proteica y de la pared bacteriana, y su espectro afecta no
solo los microorganismos patdgenos. Los antibioticos son indispensables para el
tratamiento de infecciones bacterianas, sin embargo, su uso desmedido e
inadecuado puede llevar a problemas de salud importantes, no solo por la
generacion de bacterias multidrogo-resistentes (MDR) sino por la disbiosis que
pueden provocar al eliminar o reducir el nimero de bacterias benéficas que son

parte de la MI.

3.6.1 Caracteristicas de los antibioticos neonatales usados en el

INPer-1ER
La ampicilina es un antibiético B-lactamico que inhibe la sintesis de la pared
celular e induce la activaciéon de enzimas autocataliticas que provocan lisis de la
célula bacteriana. Su espectro son las bacterias Gram negativas (como
Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Proteus mirabillis) y est4 implicada en la
reduccion en general de la diversidad de la MI (Langdon, Crook, & Dantas, 2016;
Pedro, Alfonso, Juan, Maria, & Antonio, 2009). Por su parte, la amikacina es
activa contra especies Gram negativas como Pseudomonas, Escherichia coli,
Proteus, Providencia sp, Klebsiella-Enterobacter-Serratia sp, Acinetobacter sp y
Citrobacter freundii. Su espectro en Gram positivos es reducido, sin embargo, es

activa frente a especies de Staphylococcus (UNAM, 2007).

La piperacilina es un antimicrobiano B-lactdmico de amplio espectro que aumenta
en combinacion con el tazobactam, el cual funge como un inhibidor de la B-
lactamasa, fijandose de forma irreversible al sustrato de la enzima. Su espectro

incluye Gram positivos como Peptostreptococcus, Clostridium, S. aureus,
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Streptococcus y Enterococcus, y Gram negativos como Bacteroidetes (Prevotella).
Por su parte, vancomicina es un antibiético glucopéptido bactericida con un
espectro Gram positivo, su accion radica en la unioén a los aminoacidos terminales
de las cadenas laterales del peptidoglicano inhibiendo su ensamblaje lineal (Avery,
Mary, & Mhairi, 2001; Basilio, Masera, & Morente, 2004; Sullivan, Edlund, & Nord,
2002).

Meropenem es un antibiético carbapenémico, su espectro es el mas amplio de
todos los antibidticos B-lactamicos, penetra facilmente las bacterias Gram

negativas y Gram positivas y tiene un alto nivel de resistencia a las p-lactamasas.

Claritromicina es un macrolido semisintético utilizado en infecciones atipicas,
tiene accion prolongada y es resistente a las B-lactamasas. Su espectro incluye B.
catarrhalis, H. influenzae y S. aureus resistente a las penicilinas, ampicilinas y

cefalosporinas, Chlamydia y Mycoplasma.

3.7 Caracterizacion de la microbiota

En los ultimos afios, el estudio de la microbiota y su importancia en la salud
humana ha cobrado relevancia. Las técnicas moleculares como la secuenciacion
del gen 16S DNA ribosomal (rDNA), la secuenciacion de genoma completo y la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) han permitido caracterizar la
diversidad bacteriana presente en diferentes nichos del cuerpo humano,
sustituyendo las técnicas convencionales de cultivo bacteriano que pueden ser
ineficaces por la dificultad e incluso imposibilidad de cultivar, aislar e identificar
muchas bacterias.

3.7.1 Caracteristicas del gen 16S rDNA
El gen 16S rDNA es una secuencia de nucleétidos de doble cadena que esta
presente en la mayoria de las bacterias y codifica al 16S RNA ribosomal (rRNA)
presente en los ribosomas bacterianos. El ribosoma bacteriano tiene un
coeficiente de sedimentacion de 70S (Svedberg), que a su vez se disocia en la
subunidad grande (50S) y la subunidad pequefia (30S). La subunidad 30S
contiene el 16S rRNA y 21 proteinas diferentes (S1-S21).
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La secuencia de este gen varia entre microorganismos lo que ha permitido la
identificacion molecular de las bacterias. Es muy utilizada en el diagnostico y
secuenciacion del material genético de bacterias importantes para la salud
humana, ademas de que su uso ha ayudado al estudio de la filogenia y taxonomia
bacteriana (Janda & Abbott, 2007; Maria del Rosario Rodicio y Maria del Carmen,
2004; Rin, 2011).
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Figura 6 Subunidades y macromoléculas que conforman el ribosoma bacteriano. Se observa el
16S rRNA (cuadro rosa) parte de la subunidad pequeriia que proviene del gen 16S rDNA
(Modificada de Rodicio, M., Mendoza, M. 2004).

3.7.2 Reaccion de Cadena Polimerasa (PCR)
La técnica de PCR adapta condiciones in vitro del proceso de replicacion del DNA.
Permite multiplicar (amplificar) cantidades pequefias de DNA millones de veces y

consiste basicamente en tres pasos:

1) Desnaturalizacién: Separacion de las cadenas de DNA por medio de calor
2) Alineamiento: Los oligonucleétidos se unen al DNA diana (templado)
3) Extension: Es la sintesis de nuevas cadenas por la enzima DNA polimerasa

Estos 3 pasos se repiten en secuencia, cada repeticion es un ciclo y cada PCR

requiere entre 25 a 40 ciclos de amplificacion.
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Los componentes de la reaccion son:

e Oligonucleétidos (encargados de flanquear el DNA a amplificar)
¢ DNA polimerasa y magnesio como su cofactor

e Desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPS)

e Buffer de reaccion

¢ DNA diana (Panduro, 2000).

3.7.3 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR), es una modificacion de la técnica
convencional, en la que se determina la cantidad de DNA que se amplifica
conforme se produce la reaccion, es decir, se detectan los productos amplificados
(amplicones) durante cada ciclo. Esto se realiza al medir la sefial de fluorescencia
gue aumenta con cada ciclo y que es directamente proporcional a la cantidad de
DNA presente. Esta técnica ha sido empleada para caracterizar la composicion de
la microbiota, mediante el uso de oligonucleétidos especificos para los principales
phylum, géneros y especies bacterianas en muestras animales y humanas (Yang
et al., 2015).

La técnica de PCR es llevada a cabo en equipos llamados termocicladores, los
cuales se encargan de hacer transiciones de temperaturas para las etapas de
desnaturalizacion, alineamiento y extension del DNA, y en el caso de la gPCR el
equipo tiene incorporado un fluorbmetro que detecta y monitorea las sefiales
fluorescentes (Figura 7 A 'y B) (Aguilera et al., 2015). Debido a su costo y facilidad
de estandarizacion, uno de los fluoréforos mas usados es el agente intercalante
SYBR Green. Este compuesto organico que pertenece al grupo de las cianinas
asimétricas tiene la propiedad de unirse al surco menor del DNA de doble cadena
y emitir una sefal de fluorescencia 1000 veces mayor a la mostrada en su estado
libre, por lo que la fluorescencia medida es directamente proporcional a la cantidad
de DNA en la reaccion.
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Figura 7 PCR en tiempo real. A) Etapas de la gPCR: desnaturalizacidn, alineamiento y
extension. Verde: Cadena original, Rojo: Oligonucleétidos, Naranja: DNA polimerasa, Azul:
Nuevas cadenas sintetizadas. B) SYBR Green intercalado en DNA doble cadena. C) Fase
exponencial, lineal y meseta de la reaccion y ciclo umbral (Ct) mostrando la amplificacién de 2
diferentes muestras de DNA (Modificada de: Pefia-Castro, 2013).
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Para determinar la concentracion de DNA blanco presente en la muestra se
calcula la sefnal de fondo (ruido), el ciclo umbral (Ct por sus siglas en inglés: cycle
threshold) y la eficiencia de la reacciéon. Las fases de la reaccién son: inicial,
logaritmica o exponencial, lineal, y estacionaria o meseta (Figura 7C). En la fase
inicial (primeros 10-15 ciclos) no existe la fluorescencia necesaria para diferenciar
del ruido. Enseguida, la fase logaritmica presenta una eficiencia casi total debido a
que los reactivos de la reaccion no se han agotado, mientras que en la fase lineal
los reactivos comienzan a ser limitantes y finalmente en la fase estacionaria la

reaccion se detiene al agotarse los reactivos (Aguilera et al., 2015).

La cuantificacion consiste en la utilizacion de estandares de concentraciones
conocidas que generan una relacion de forma lineal con el Ct permitiendo
determinar la concentracion desconocida de las muestras. ElI Ct corresponde al
ciclo de amplificacion en el que la fluorescencia del fluorocromo reportero supera
el umbral elegido y permite calcular la cantidad inicial de moléculas de DNA por su
relacion proporcional a la cantidad de DNA blanco, donde a mayor cantidad de

DNA en la muestra el valor de Ct serd menor.

Para monitorear la formacion de los amplicones de interés y descartar la formacion
de dimeros de oligonucledtidos, es necesario analizar la curva de disociacion de la
reaccion (Figura 8). Esta se obtiene mediante la medicién de la fluorescencia en
funcion de la temperatura, a medida que la temperatura aumenta el DNA
amplificado se desnaturaliza disminuyendo la fluorescencia debido a la separacion
del fluorocromo SYBR Green con lo que se determina la temperatura de fusion
(Tm por sus siglas en inglés) (Lutfalla & Uze, 2006; Mabel & William, 2006;
Valasek & Repa, 2005).
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Figura 8 Andlisis de la curva de disociacion de qPCR. Cada fragmento amplificado tiene una
Tm caracteristica que depende de su longitud y contenido de nucleétidos. La curva de
disociacién permite diferenciar la fluorescencia correspondiente a la amplificacién de un
producto de PCR (Tm > 80 °C) de la fluorescencia emitida por dimeros de oligonucledtidos
cuya Tm es mas baja (70-80 °C). Las muestras que no amplificaron y los controles negativos no
generan picos (Modificada de: Lutfalla & Uze, 2006).
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4. Justificacion

Cada afio nacen aproximadamente 15 millones de neonatos pretérmino a nivel
mundial. Debido a su alta susceptibilidad a padecer enfermedades infecciosas los
antibioticos son los medicamentos més utilizados en las Unidades de Cuidados
Intensivos (WHO, 2018). Las repercusiones en la colonizacion microbiana
intestinal en los neonatos pretérmino que ocasiona el tratamiento con antibiéticos
a los que frecuentemente se ven expuestos aun no estd completamente
estudiada (Baranowski & Claud, 2019).

En la actualidad, diversos estudios refieren la importancia de la Ml en el desarrollo
adecuado del ser humano, encontrando que alteraciones de la microbiota en
etapas tempranas de la vida, incrementa el riesgo de sepsis y ECN en neonatos, y
de enfermedades autoinmunes, del tracto GI, de sistema nervioso, obesidad y
diabetes en la nifiez 0 edad adulta. La sepsis y la ECN son enfermedades con alta
morbilidad y mortalidad en neonatos prematuros a nivel mundial, y en nuestro pais

existe una alta prevalencia de obesidad y diabetes en nifios y adultos.

Conocer las repercusiones que tiene el uso de antibiéticos en la MI de neonatos
pretérmino puede ayudar a concientizar a la comunidad sobre los efectos
adversos que pueden ocasionar estos medicamentos, e impulsar la creacion de
nuevas estrategias de tratamiento, como la inclusién de prebiéticos y probiéticos
disefiados especialmente para este sector, que permitan restablecer la microbiota

normal y evitar enfermedades.
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5. Objetivo general

Realizar la caracterizacion inicial de la Ml de neonatos prematuros no tratados y

tratados con antibidticos durante su estancia hospitalaria mediante la

cuantificacion de bacterias totales, la familia Enterobacteriaceae y los phylum

Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria para determinar si existen alteraciones

por el tratamiento antibiético.

5.1 Objetivos particulares

Formar una cohorte de estudio de neonatos prematuros no tratados y
tratados con antibidticos y recolectar muestras de heces durante su
estancia hospitalaria.

Clasificar a los neonatos que recibieron antibioticos en 3 grupos de acuerdo
con el tipo de medicamento que recibieron: i) ampicilina y amikacina, ii)
tazobactam-piperacilina y vancomicina, iii) combinacion de esquemas
incluyendo los anteriores mas meropenem y/o claritromicina.

Evaluar los antecedentes infecciosos maternos, datos demograficos y
antropométricos, diagndsticos clinicos, tipo de alimentacion y resultados de
cultivos bacterianos neonatales para determinar si existen diferencias entre
los grupos de estudio.

Analizar el efecto del tratamiento de antibioticos en la Ml de neonatos
prematuros mediante la cuantificacion de bacterias totales, la familia
Enterobacteriaceae y los phylum Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria
en heces obtenidas alrededor del mes de vida extrauterina mediante PCR
en tiempo real del gen 16S rDNA.
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6. Hipotesis

Si los neonatos prematuros son tratados con antibiéticos entonces presentaran
alteraciones de la MI al mes de vida extrauterina con respecto a los neonatos que

no recibieron estos medicamentos durante su estancia hospitalaria.
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7. Diseio experimental

7.1 Tipo de disefio y estudio:

Observacional, cohorte.

7.1.1 Grupos de estudio:
Neonatos prematuros iguales o menores de 32 SDG, hijos de madres mayores de
edad, que no presentaron malformaciones, cromosomopatias, enfermedades
hematoldgicas o metabdlicas, y que recibieron o no tratamiento con antibiéticos
durante su estancia hospitalaria en la UCIN o UCIREN del INPer-IER y que sus

padres hayan firmado el consentimiento informado.

Se analiz6 la microbiota intestinal al mes de vida extrauterina de neonatos
prematuros que fueron clasificados en 4 grupos de estudio: i) Control, no tratados
con antibigticos, ii) Antibiético 1 (Al), tratados con ampicilina
(AMP)/amikacina(AMK), iii) Antibidtico 2 (A2), tratados con tazobactam-
piperacilina (TZP)/vancomicina (VAN), iv) Antibidtico 3 (A3), tratados con la
combinacion de esquemas antibioticos incluyendo los anteriores, meropenem
(MEM) y claritromicina (CLR).
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7.2 Diagrama experimental
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8. Materiales

8.1 Reactivos

QIAamp® PowerFecal® DNA Kit marca Qiagen

Rotor-Gene® SYBR® Green PCR Kit marca Qiagen

Oligonucledtidos sintetizados por Integrated DNA Technologies® (IDT)
H20 grado biologia molecular marca Corning

Radiant Smart Glow

Agarosa grado biologia molecular marca Thermo Fisher Scientific™
DNA gel loading dye (6X) marca Thermo Fisher Scientific™

100 bp DNA Ladder marca Invitrogen

Buffer TBE (Tris borato EDTA)

8.2 Equipos

Termociclador Rotor-Gene® Q marca Qiagen

NanoDrop 2000/2000 C marca Thermo Scientific™

Bafio seco marca Thermo Scientific®

Vortex VTX-5 marca CScientific®

Transiluminador EpiChemi® Darkroom

Sistema de electroforesis Enduro Gel XL marca Labnet International
Centrifuga mini-spin Eppendorf

Cabina de flujo laminar Clase Il A/B3
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9. Metodologia

9.1 Recoleccion y almacenamiento de las muestras de heces

Con la ayuda de la espatula adherida a la tapa de los tubos estériles para heces
se recolectaron las muestras directamente del pafal de bebés prematuros cada
semana durante su estancia hospitalaria. Las muestras recolectadas fueron
inmediatamente refrigeradas a 4°C en la UCIN, transportadas en hieleras con
geles refrigerantes al labora torio, procesadas en condiciones de asepsia,
alicuotadas en crioviales de 1.5 mL rotulados con los datos del neonato y la fecha

de recoleccion, y almacenadas a -70 °C hasta su analisis.

9.2 Extraccion de DNA de las muestras de heces

Se utilizé el kit QlAamp PowerFecal DNA de Qiagen y se siguieron las

instrucciones del fabricante.

Se descongelaron las muestras de heces en hielo y a continuacién se inicio el

protocolo:

1) Se pesaron aproximadamente 200 mg de heces y se colocaron en tubos de 2
mL que contenian perlas de 0.7 mm. Se agregaron 750 pL de la solucion
PowerBead y 60 pL de la solucion C1 (SDS y agentes de disrupcion) a cada
tubo, se mezcld en vortex brevemente y se calentaron las muestras a 65 °C por
10 minutos en bafio seco.

2) Enseguida se mezclaron las muestras en vortex a maxima velocidad por 10
minutos, se centrifugaron a 13,000 x g por 1 minuto y se transfirieron los
sobrenadantes a tubos de recoleccién de 2 mL limpios. Se agregaron 250 uL
de la solucion C2 (elimina inhibidores y precipita material organico e
inorganico), se mezcld en vortex brevemente y se incubaron las muestras 5
minutos en hielo.

3) Se centrifugaron las muestras a 13,000 x g por 1 minuto y evitando tocar el
pellet se recuperaron 600 puL de sobrenadante y se transfirieron a tubos de
recoleccion de 2 mL limpios y se agregaron 200 uL de la solucién C3 (elimina
inhibidores y precipita material organico e inorganico). Se incubaron las

muestras 5 minutos en hielo y se centrifugaron a 13,000 x g por 1 minuto, se
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4)

5)

incubaron y centrifugaron a las mismas condiciones. Se transfirieron los
sobrenadantes a tubos de recoleccion limpios, se agregaron 1200 uyL de la
solucién C4 (soluciébn con alta concentracion de sal) y se mezclé6 por 5
segundos.

Se colocaron las columnas MB Spin en tubos de recoleccién limpios de 2 mL y
se agregaron 650 uL del sobrenadante mas solucién C4, se centrifugaron las
muestras con las mismas condiciones y se desecho el flujo continuo, repitiendo
este procedimiento hasta cargar el total de volumen. Se colocaron 500 yL de
sobrenadante en la columna MB Spin y se centrifugo a 13,000 x g por 1 min.
Se deshecho el flujo continuo y se repitidé hasta el completo procesamiento del
sobrenadante.

Después se agregaron 500 uL de solucién C5 (solucion a base de etanol) y se
centrifugo a 13,000 x g por 1 min descartando nuevamente el flujo continuo y
repitiendo la centrifugacién. Se coloc6 cuidadosamente la columna MB Spin en
un tubo de recoleccién limpio de 2 mL y se agregaron 100 pyL de solucion C6
(tampdn de elucion estéril) en el centro de la membrana de filtro blanco. Se
realiz6 una ultima centrifugaciéon a 13,000 x g por 1 min y se desecho la

columna MB Spin. El DNA fue resguardado a -70 °C hasta su uso.

9.3 Cuantificacion de DNA

Las muestras de DNA fueron descongeladas en hielo, homogenizadas, para

posteriormente determinar su concentracion a una absorbancia de 260 nm (A260).

Se estimd su pureza mediante la proporcion A260/A280 en el equipo Nanodrop.

Para ello se coloc6 1 uL de muestra en el pedestal del equipo asegurando cubrir la

trayectoria de la luz y evitando la formacién de burbujas. Una vez cuantificadas las

muestras de DNA, se ajust6 su concentracion a 5 ng/uL utilizando como diluyente

H20 grado biologia molecular.
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9.4 Andlisis de la Ml neonatal mediante qPCR del gen 16S rDNA
9.4.1 Oligonucledtidos

Para amplificar los fragmentos del gen 16S rDNA correspondientes a una
secuencia universal presente en todas las bacterias, asi como secuencias
especificas de la familia Enterobacteriaceae y de los phylum Firmicutes,
Bacteroidetes y Actinobacteria se utilizaron pares de oligonucle6tidos reportados
previamente en la literatura. En la tabla 2 se muestran las secuencias de los
oligonucledtidos sentido (F) y anti-sentido (R), el tamafio de los productos
generados, la referencia bibliografica de donde se obtuvieron las secuencias, y el
factor de correccién empleado para la determinacion del nimero de copias del
gen/mg de heces.

Tabla 2 Caracteristicas de los pares de oligonucleétidos

Oligonucledtidos Secuencia5’ - 3’ Tamaiio = Referencia Factor de
producto correccion
(pb)
Universal F: ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT 197 12 2.16X1010
R: ATT ACC GCG GCT GCT GGC
Firmicutes F: GGC AGC AGT (A/G)GG GAATCT TC 484 46 5.3X10%°
R: ACA C(C/T)T AG(C/T) ACT CAT CGT TT
Bacteroidetes F: GGA (A/G)CA TGT GGT TTAATT CGATGA T 116 26 1.38X10°1°
R: AGC TGA CGA CAA CCA TGC AG
Actinobacteria F: TGT AGC GGT GGA ATG CGC 277 73 3.04X10%0
R: AAT TAA GCC ACA TGC TCC GCT
Enterobacteriaceae F: GTG CCA GC(A/C) GCC GCG GTAA 355 12 3.89X10°%°

R: GCC TCA AGG GCA CAA CCT CCA AG

Para preparar las soluciones stock de oligonucleétidos, se centrifugaron
brevemente los viales para asegurar que el pellet quedara en el fondo del tubo y a
continuacion se resuspendieron en agua estéril grado biologia molecular de
acuerdo con el contenido de nanomoles. Los nanomoles de oligonucle6tido
proporcionado por el fabricante (IDT) fueron multiplicados por 10, y el niamero
resultante fue la cantidad necesaria de agua en pL para preparar una solucién
stock de 100 pM.

Los oligonucleétidos fueron resuspendidos dentro de una cabina de flujo laminar

Clase 1l A/B3 y mezclados en vortex hasta su disolucion. Enseguida, se
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prepararon alicuotas de trabajo a una concentracion de 10 uM realizando una
diluciébn 1/10 a partir del stock de 100 pM. Los oligonucleétidos fueron
almacenados a -70 °C hasta su uso.

9.4.2 Curva estandar

La curva estandar para cada par de oligonucledtidos se realizd preparando un
stock de 200 ng/uL de DNA bacteriano que tuviera en su estructura la secuencia
blanco. Se realizaron diluciones seriadas 1/10 con H20 grado biologia molecular
para obtener soluciones a 20, 2, 0.2, 0.02, 0.002 y 0.0002 ng/uL. Para la reaccién
de gPCR se utilizaron 5 pyL de cada solucién por lo que se generé una curva
estandar con 6 puntos de concentracion: 100, 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 ng (Figura
9).

Dilucion 1/10

1/10 1/10 1/10 1/10 1/10
D/\ C N N N

Stock ADN 20 ng/uL 2 ng/uL 0.2ng/puL  0.02 ng/uL 0.002 ng/uL 0.0002 ng/pL
200 ng/pL

5ul por reaccién

100 ng 10 ng 1ng 0.1 ng 0.01 ng 0.001 ng

6 puntos de la curva

Figura 9 Generacion de curva estdndar para la cuantificacion de DNA por gPCR. A partir de un stock de
DNA bacteriano a 200 ng/uL se realizan diluciones seriadas 1/10 para obtener los 6 puntos de
concentracion de la curva estandar: 100, 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 ng.
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9.4.3 Mezcla de reaccion gPCR
La preparacion de la mezcla de reaccion de gPCR se realizo en la cabina de flujo
laminar Clase Il A/B3 manteniendo los reactivos y las muestras en hielo.
1) Se prepar6 la mezcla de reaccidn colocando en un tubo tipo Eppendorf de 150
pL la cantidad de los reactivos indicada en la Tabla 3 excepto el DNA.
2) Se mezclaron los componentes de la reaccion y se afadieron 20 pL en cada
tubo de gPCR.

3) Posteriormente se afiadid el DNA de las muestras, curva estandar y controles.

Tabla 3 Preparacion de la mezcla de reaccién de qPCR

Componente Volumen/reaccién Concentracion final
2X Rotor-Gene SYBR Green PCR master mix 12.5 uL 1X
Oligo sentido (10 uM) 2.5uL 1uM
Oligo anti-sentido (10 uM) 2.5 uL 1uM
Agua libre de RNasas 2.5uL -
DNA (5 ng/uL) 5uL 25 ng/reaccién

9.4.4 Condiciones qPCR
La gPCR fue realizada en el termociclador Rotor-Gene® Q. El equipo fue
programado siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La adquisicion

de los datos se realizé en el paso combinado alineamiento/extension.

Tabla 4 Condiciones de gPCR empleadas para el equipo Rotor-Gene Q

Paso Tiempo Temperatura Comentario
Activacion 5 min 95 °C Activacién de la DNA polimerasa HotStarTaq Plus
Desnaturalizacion 5s 95 °C
Alineamiento/ 10s 60 °C Recoleccién de datos de fluorescencia
Extension
Numero de ciclos 35

9.4.5 Electroforesis en gel de agarosa 2 %
Para validar los oligonucleétidos y corroborar la formacion de un solo producto de
amplificacion del peso molecular reportado en la literatura, se realizdé la
electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los productos obtenidos de las

reacciones de qPCR.
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Brevemente:

1) Se pesaron 1.2 g de agarosa y de disolvieron en 60 mL de buffer Tris, Borato,
EDTA (TBE) 0.5 X, se calentd brevemente la mezcla (se calenté en pasos de
15 segundos con agitacion continua hasta su aclaramiento). Cuando la
agarosa alcanzo una temperatura optima se agrego 1 uL del reactivo Radiant
Smart Glow, mezclando ligeramente para no formar burbujas.

2) Se agrego la agarosa al molde para formar el gel y se colocé el peine para la
formacion de los pozos que contendrian las muestras, se dejo solidificar la
agarosa aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente, vy
posteriormente se retird el peine cuidadosamente.

3) Se agregod cantidad suficiente de buffer TBE 0.5 X para cubrir el gel y se
programo la camara de electroforesis a 80 volts por 5 minutos para permitir la
filtracion del buffer TBE en el gel.

4) Posteriormente se cargaron las muestras y el marcador de pesos moleculares
de 100 pb y se efectuo la electroforesis a 80 volts por 75 minutos.

5) Una vez separadas las muestras, se colocé el gel en el transiluminador para

observar las bandas con ayuda de luz UV.

9.5 Analisis estadistico

Los datos son presentados como la media + el error estandar (SEM). Los datos
paramétricos (por ejemplo: SDG, peso, talla) de los grupos de estudio fueron
analizados con analisis de varianza (ANOVA) de una via con post-test de Tukey
con el programa GraphPad Prism version 5. Los datos no paramétricos (por
ejemplo: tipo de alimentacion, diagnosticos clinicos y resultados de cultivos) fueron
analizados con Chi"2 con el programa SigmaStat version 2.03. El nimero de
copias del gen 16S rDNA entre el grupo control y cada uno de los grupos de
antibioticos fue comparado con la prueba t de Student no pareada de dos colas
con el programa GraphPad Prism, o entre todos los grupos entre si mediante
ANOVA de una via con post-test de Tukey. Una p<0.05 fue considerada

estadisticamente significativa.
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10. Resultados

10.1 Formacién de la cohorte y caracteristicas de los grupos de
estudio

Teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusion del proyecto, se
seleccionaron los neonatos prematuros candidatos a formar parte del estudio, y
una vez obtenido el consentimiento informado de los padres, se inicié el proceso
de recoleccion y almacenamiento de muestras de heces neonatales. En un
periodo de 7 meses se logr6 formar una cohorte de estudio de 21 neonatos
prematuros clasificados en 4 grupos: i) Control, no tratados con antibioticos (n=6),
i) Al: tratados con AMP/AMK (n=6), iii) A2: tratados con TZP/VAN (n=3), iv) A3:
tratados con la combinacion de esquemas antibiéticos incluyendo los anteriores,
MEM y CLR (n=6).

En la Tabla 5 se describen los datos demograficos, antropométricos, diagndésticos
clinicos y tipo de alimentacion neonatales, asi como los antecedentes infecciosos
maternos de los grupos de estudio. La mayoria de los neonatos prematuros
controles y tratados con antibidticos nacieron via cesarea y presentaron similares
SDG (x=30.2), peso (x=1208 @), talla (x=38.2 cm) y perimetro cefalico (x=27.6 cm)
al nacimiento. Dentro de las caracteristicas de alimentacion, los grupos control y
A3 tendieron a ser alimentados con leche humana exclusiva, mientras que los
grupos Al y A2 fueron alimentados con la combinacion de leche humana y

formula.

Con respecto a los antecedentes infecciosos maternos, no se encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de corioamnionitis, Ruptura Prematura
de Membranas (RPM), infeccién materna y antibiético prenatal entre los grupos de
estudio. Al evaluar los diagndésticos clinicos neonatales asociados a procesos
inflamatorios-infecciosos se encontré que los neonatos del grupo Al cursaron en
Su mayoria con sepsis temprana, los del grupo A2 presentaron sepsis tardia y
ECN, y los del grupo A3 desarrollaron choque séptico, sepsis temprana y tardia,

ECN y neumonia.
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Finalmente, un 67 % de los neonatos que recibieron tratamiento con TZP/VAN o
combinaciones de antibibticos presentaron cultivos bacterianos positivos, mientras
gue en aquellos tratados con AMP/AMK solo se aislaron bacterias en un 33 % de
los casos. Se recolectaron muestras de heces neonatales a partir del nacimiento y
cada semana durante la estancia hospitalaria. No obstante, en este estudio nos
enfocamos al andlisis de la MI neonatal alrededor de los 30 dias de vida
extrauterina (DVEU) ya que a este tiempo la mayoria de los neonatos ya habian
recibido al menos 1 o 2 esquemas antibioticos, ademas que la estancia

hospitalaria de los neonatos control se concentra alrededor del mes de vida.

Tabla 5 Datos demograficos, antropométricos y clinicos de los grupos de

estudio
Control Al A2 A3 P*
(n=6) (n=6) (n=3) (n=6)
Datos de nacimiento, antropométricos y tipo de alimentacién
SDG 30.47 £0.49 30.47 30.53 29.35 NS
+0.45 +0.31 +0.80

Peso (g) 1289+54.76 1176+124.6 1215+239.4 1153+109.9 NS

Talla (cm) 38.58+0.82 37.83+1.41  38.5+2.75  37.83%1.05 NS

Perimetro cefalico (cm) 28.67+0.33 27.3340.79  27.50#1.53  26.75+0.97 NS

Sexo femenino (%) 66.67 66.67 33.33 50 NS

Cesdrea (%) 83.33 100 100 83.33 NS

LH (%) 83.33 33.33 33.33 66.67 NS

LH+Férmula (%) 16.67 66.67 66.67 33.33 NS

Antecedentes infecciosos maternos

Corioamnionitis (%) 0 0 0 16.67 NS

RPM (%) 33.33 33.33 33.33 50 NS

Infeccién materna (%) 66.67 50 33.33 33.33 NS

Antibidtico prenatal (%) 66.67 66.67 0 50 NS

Diagndsticos clinicos neonatales

Choque séptico (%) 0 0 0 16.67 NS
Sepsis temprana (%) 0 66.67 0 66.67 0.021
Sepsis tardia (%) 0 0 100 50 0.003

ECN (%) 0 0 33.33 33.33 NS

Neumonia (%) 0 0 0 33.33 NS

Cultivos bacterianos

Cultivo positivo (%) 0 33.33 66.67 66.67 0.004
Cultivo negativo (%) 16.67 66.67 33.33 33.33 0.004
Sin cultivo (%) 83.33 0 0 0 0.004

SDG: Semanas de gestacion, LH: Leche humana, RPM: Ruptura prematura de membranas. Los datos
paramétricos y no paramétricos se analizaron con ANOVA de una via con post-test de Tukey y Chi"2,
respectivamente. Una P<0.05 fue considerada estadisticamente significativa, NS: No significativa.

39



10.2 Validacion de los oligonucleotidos Universal, Firmicutes,

Bacteroidetes, Actinobacteria y Enterobacteriaceae por gPCR

Antes de iniciar la extraccion de DNA y el andlisis de la Ml de las muestras de
heces, se realizé un estudio piloto extrayendo el DNA de heces de neonatos
prematuros que no ingresaron al estudio, para validar los oligonucleétidos y las
condiciones de gPCR. En la Figura 10 se muestran las curvas de disociacion
obtenidas de la amplificacién del gen 16S rDNA en muestras de DNA fecal
neonatal probadas con los oligonucleo6tidos Universal, Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria y Enterobacteriaceae. Para cada una de las curvas de disociacion
observamos la formacién de un pico indicando la amplificacion de un solo producto
y la ausencia de dimeros de oligonucledtidos, corroborando la especificidad de los
oligonucledtidos probados. Ademas, no observamos la presencia de sefial en
nuestro control de no templado (NTC), el cual contiene todos los componentes de

la reaccion de gPCR excepto el DNA blanco.
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Figura 10 Curva de disociacion correspondiente a los amplicones de los oligonucledtidos empleados.

40



Para verificar la formacion de un solo producto de gPCR del peso molecular
reportado en la literatura, se analizaron los amplicones generados con los
oligonucledtidos  Universal, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria vy
Enterobacteriaceae, mediante electroforesis en geles de agarosa. En la Figura 11
se observa la presencia de una sola banda del peso esperado para los 5 pares de
oligonucledtidos analizados. No obstante, llamé la atencion que los productos de
amplificacion para Bacteroidetes y Actinobacteria, mostraron bandas difusas de
baja intensidad lo cual coincidi6 con que sus amplicones mostraran valores
elevados de Ct (baja amplificacion) en las reacciones de gPCR con muestras de
DNA fecal neonatal. Se modificé el nUmero de ciclos de amplificacion, asi como el
tiempo y temperatura del paso de alineamiento/extension de la reaccién, pero se

obtuvieron resultados similares (datos no mostrados).

200~

100~

Figura 11 Andlisis de los productos de gPCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %.
Se muestran los productos de gqPCR amplificados a partir del DNA extraido de heces
neonatales con los oligonucledtidos Universal (carriles 1 y 2), Firmicutes (carriles 3 y 4),
Bacteroidetes (carriles 5 y 6), Enterobacteriaceae (carriles 7 y 8), Actinobacteria (carriles 9 y
10), y el control de no templado (NTC, carril 11). A la izquierda del gel se muestra el marcador
de pesos moleculares (M) en pares de bases (pb).
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Debido a esto, se decidié volver al protocolo de gPCR original pero esta vez
incluyendo como controles positivos de la reaccion, el DNA extraido de las heces
de un infante (3.5 afios) y un adulto (23 afos), ya que se esperaba encontrar en
estas muestras una mayor abundancia de los phylum Bacteroidetes vy
Actinobacteria con respecto a los neonatos prematuros. Los amplicones
generados con los oligonucleétidos de Bacteroidetes y Actinobacteria en las
reacciones de qPCR con DNA de nifio y adulto presentaron valores de Ct mas
bajos (alta amplificacion) para estos phylum con respecto a los mostrados por el
neonato (Tabla 6). Estos resultados indican que las condiciones de gqPCR
empleadas eran adecuadas y que la baja amplificacion observada en las muestras
de neonatos prematuros se debia a que estos phylum eran poco abundantes.

Tabla 6 Validacion de los oligonucledtidos para Actinobacteria y Bacteroidetes

Oligonucleétido Valor Ct neonato Valor Ct niiio Valor Ct adulto
Actinobacteria 24.11 19.87 20.43
Bacteroidetes 28.58 8.49 9.61

Finalmente, se probaron los 5 pares de oligonucleétidos por gPCR a partir de la
muestra de DNA de heces de adulto y se analizaron los productos mediante
electroforesis en gel de agarosa. En la Figura 12 se muestra la formacién de una
sola banda del peso molecular esperado para los oligonucle6tidos Universal,

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Enterobacteriaceae, y la ausencia de

bandas en los NTC y blancos de extraccion. I}lTC Bco. ext.
5 |6 10 | [11 12 |

Figura 12 Validacion final de los productos de gPCR mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%. Se muestran los productos de qPCR amplificados a partir del DNA extraido de heces de
adulto con los oligonucledtidos Universal (carril 1), Firmicutes (carril 2), Enterobacteriaceae
(carril 3) Bacteroidetes (carril 4), Actinobacteria (carriles 5), Universal NTC (carril 6), Firmicutes
NTC (carril 7), Enterobacteriaceae NTC (carril 8), Bacteroidetes NTC (carril 9), Actinobacteria
NTC (carril 10), y blancos de extraccion (carriles 11 y 12). A la izquierda del gel se muestra el
marcador de pesos moleculares (M) en pares de bases (pb).



10.3 Caracteristicas de las muestras de heces neonatales
analizadas

En la Tabla 7, se muestran las caracteristicas de las 21 muestras de heces
neonatales analizadas, donde se indican los dias de estancia hospitalaria del
neonato, el tipo y duracién del esquema antibiético, los DVEU del neonato al
momento de la toma de muestra, y los dias transcurridos entre el dia que concluy6

el ultimo tratamiento antibidtico y el dia que se tomo la muestra de heces.

Los dias de estancia hospitalaria fueron en promedio 42 dias para el grupo control
(Ctrl, n=6), 50 dias para el grupo AMP/AMK (Al, n=6), 107 dias para el grupo
TZP/VAN (A2, n=3), y 58 dias para el grupo de combinacion de antibitticos (A3,

n=6). La duracion habitual de los tratamientos antibiéticos fue de:

i. AMP/AMK, 3-10 dias
i. TZP/VAN, 7 dias
ii.  MEM, 10-14 dias
iv. CLR, 14 dias.

No obstante, cuando el tratamiento antibidtico fue iniciado empiricamente (por
sospecha de infeccién en ausencia de cultivos bacterianos positivos), una vez que
se descartd la infeccion y se obtuvieron resultados negativos de los cultivos

bacterianos, se indicé la suspension de la administracion de antibiéticos.

La toma de muestras de heces se realizd en promedio a los 29 dias para el grupo
Ctrl, 30 dias para el grupo Al, 33 dias para el grupo A2, y 38 dias para el grupo
A3. Tres de las 21 muestras analizadas correspondieron a los 44-59 DVEU debido
a que no se recuperaron heces alrededor de los 30 dias. También, se tuvo el caso
de un neonato del grupo A3 del cual se analiz6 la muestra de heces del DVEU 19,

ya que fue la dltima recolectada antes de que falleciera.

En cuanto al periodo transcurrido entre la terminacion del dltimo tratamiento
antibiotico y la toma de muestra de heces, fue muy variable, oscilando de dias a
semanas e incluso algunos neonatos estaban cursando con tratamiento con

antibioéticos.
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Siguiendo las instrucciones del kit QlIAamp® PowerFecal® DNA, se realizé la
extraccion de DNA a partir de aproximadamente 200 mg de heces neonatales,
aunqgue en algunos casos hubo poca cantidad de muestra y se emplearon entre 80
y 130 mg. En el proceso de extraccion de DNA fecal, algunas muestras fueron de
dificil manejo ya que se formaba un pellet no uniforme que no se ubicaba al fondo

del tubo, por lo que se tuvo que repetir el paso de centrifugacion.

En general, se obtuvieron bajas concentraciones de DNA de las muestras de
heces neonatales (4.1-31.4 ng/uL, X=12 ng/uL) (Tabla 8), mientras que para las
muestras de niflo y adulto se logré6 obtener aproximadamente 40 ng/uL. La
mayoria de las muestras de DNA fecal neonatal (16 de 21) mostraron un cociente
A260/280 entre 1.7-1.8 indicando una buena pureza del material genético (Tabla
8, columna derecha). Cocientes A260/280 bajos usualmente indican Ila
contaminacion de la muestra de DNA con los reactivos empleados en el protocolo
de extraccion, no obstante, a concentraciones de DNA <10 ng/pL el equipo

Nanodrop puede arrojar valores inexactos.

Una vez cuantificadas las muestras de DNA fecal neonatal, se ajusté su
concentracion a 5 ng/uL con agua grado biologia molecular, y se procedi6 a la
cuantificacion de bacterias totales, de los phylum Firmicutes, Bacteroidetes y
Actinobacteria, y de la familia Enterobacteriaceae mediante gPCR del gen 16S
rDNA.
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Tabla 7 Caracteristicas de las muestras de heces neonatales

Grupo Diasestancia Esquema Dias DVEU Dias entre ultimo
hospitalaria = antibidtico tratamiento toma tratamiento y toma
antibiético = muestra muestra
35 NA NA 21 NA
35 NA NA 30 NA
Ctrl 32 NA NA 30 NA
53 NA NA 31 NA
52 NA NA 31 NA
47 NA NA 29 NA
32 AMP/AMK 7 28 21
40 AMP/AMK 10 29 19
66 AMP/AMK 6 34 27
Al 54 AMP/AMK 7 35 26
40 AMP/AMK 3 28 23
65 AMP/AMK 8 27 6
AMP/AMK 3
48 TZP/VAN 8 21 3
53 TZP/VAN 7 33 17
A2 220 TZP/VAN 7 44 3
TZP/VAN 2
TZP/VAN 3
23 AMP/AMK 4 19 4
MEM/VAN 6
76 AMP/AMK 7 56 40
TZP/VAN 7
80 AMP/AMK 10 59 15
TZP/VAN 10
A3 89 TZP/VAN 7 33 D4 tratamiento
TZP/VAN 7
AMK 8
32 AMP/AMK 3 28 D10 tratamiento
CLR 14
50 TZP/VAN 7 31 D3 tratamiento
CLR 14

NA: no aplica, AMP/AMK: ampicilina/amikacina, TZP/VAN: piperacilina-tazobactam/vancomicina, MEM:
meropenem, CLR: claritromicina, DVEU: dia de vida extrauterina, D: dia.
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Tabla 8 Concentracion y pureza de las
muestras de DNA fecal de neonatos
Grupo Heces DNA DNA

(mg) (ng/uL) | A260/280
214.7 8.8 1.7
220.3 10.7 1.49
Control 215.9 18.5 1.55
98.5 9.9 1.85
201.3 11.6 1.97
84 12.8 1.86
228.1 31.4 1.77
210 6.1 2
Al 205 7.2 1.67
82.1 10.2 1.81
214.5 114 1.78
204.3 4.1 1.66
218.9 7.7 1.75
A2 200.9 17.1 1.57
201.5 11.6 1.91
204.7 6.7 1.77
133.8 12.5 1.77
A3 202.8 25.8 1.81
99.8 5.5 1.26
208.9 5.9 1.56
201.2 13.2 1.76

10.4 Analisis de la Ml de neonatos prematuros mediante gPCR

Cada muestra de DNA fecal neonatal fue probada por duplicado con los
oligonucledtidos  Universal, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y
Enterobacteriaceae mediante qPCR. La concentracion de los productos de qPCR
fue determinada a partir de la curva estandar generada para cada par de
oligonucledtidos.

En la Figura 13, se muestra el ejemplo del diagrama de amplificacion y la curva
estdndar correspondiente a los oligonucleétidos Universal. Los puntos
correspondientes a la curva de calibracion, que se realiz6 por duplicado y
comprendio de 100 a 0.001 ng, fueron analizados y se obtuvo una eficienciade 1y
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una

R2=99.74 (Figura 13 panel inferior). El valor de la eficiencia resulta de los

valores de Ct y el logaritmo de la concentracion de la muestra, un valor de 1 indica

que tedricamente una secuencia blanco se duplica en cada ciclo.
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Figura 13 Diagrama de amplificacion y curva estdndar de los oligonucledtidos Universal. La
curva estandar fue preparada por duplicado y correspondié a las concentraciones 100, 10, 1,
0.1,0.01, 0.001 ng.

La abundancia relativa de bacterias totales determinada con los oligonucleétidos

Universal fue similar entre los neonatos no tratados (Ctrl) y tratados con
antibioticos (A1-A3) (ANOVA p=0.41) (Figura 14A). Asimismo, la administracién de

antibioticos tampoco alteré la abundancia relativa de la familia de Enterobacterias

en los neonatos prematuros (ANOVA p=0.50) (Figura 14B).

En contraste, los neonatos tratados con la combinacion de antibiéticos TZP/VAN

(grupo A2) mostrarén una menor cantidad de Actinobacterias en comparacion con

el grupo control (t-Student p=0.017), y con respecto al grupo de neonatos tratados
con el esquema AMP/AMK (grupo Al) (ANOVA p=0.024) (Figura 14C).
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En cuanto a los Firmicutes, se encontré que los bebés que recibieron esquemas
de TZP/VAN (grupo A2) tendieron a presentar una mayor cantidad de estas
bacterias con respecto al resto de los grupos de estudio (ANOVA p=0.61) (Figura
14D). No obstante, la abundancia relativa de Bacteroidetes fue similar en los
neonatos no tratados y tratados con antibidticos (ANOVA p=0.81) (Figura 14E). A
continuacion, se calcul6 la proporcion Firmicutes/Bacteriodetes y se encontrd que
esta fue de 1 para el grupo control y los grupos tratados con AMP/AMK (grupo Al)
o la
esquema TZP/VAN (grupo 2) tendieron a mostrar una proporcion de 1.5 (ANOVA
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Figura 14 Andlisis de la Ml de neonatos prematuros no tratados y tratados con antibioticos.
Se muestra el Log del nimero de copias del gen 16S rDNA por mg de heces para los
oligonucledtidos Universal (A), Enterobacteria (B), Actinobacteria (C), Firmicutes (D), y
Bacteroidetes (E), asi como el cociente Firmicutes/Bacteroidetes (F) de los grupos control (Ctrl,
n=6), Al (n=6), A2 (n=3) y A3 (n=6). Se compard el grupo Ctrl con cada uno de los grupos de
antibiéticos mediante la prueba t de Student no paredada de dos colas, y todos los grupos
entre si mediante ANOVA de una via con post-test de Tukey. *P<0.05

combinacion de antibidticos (grupo A3), mientras que aquellos tratados con el
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p=0.23) sugiriendo una mayor abundancia de Firmicutes con respecto a

Bacteroidetes.

Finalmente, en general se observé una mayor abundancia relativa de bacterias
totales y Enterobacterias en los neonatos prematuros, seguida de Firmicutes,
Bacteroidetes, y Actinobacterias.
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11. Discusion

En este estudio se analiz6 mediante gPCR del gen 16S rDNA, la abundancia
relativa de bacterias totales, los phylum Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria,
y la familia Enterobacteriaceae en muestras de heces de neonatos prematuros no
tratados y tratados con antibiéticos, para evaluar posibles alteraciones de la Ml
asociadas al uso de antibidticos. La técnica de gPCR permite hacer
aproximaciones de la densidad de diversos grupos bacterianos determinando la
cantidad de copias del fragmento diana (especifico para cada phylum o familia)

por miligramos de heces (Guo et al., 2008).

Diversos estudios sefalan el papel que tiene la microbiota en el mantenimiento de
la homeostasis y la relacion de la disbiosis con multiples enfermedades. Se sabe
gue una Ml es favorecida por un nacimiento por canal vaginal y alimentacion con
leche materna, y que en neonatos pretérmino convergen distintos factores que
evitan una colonizacién normal. Se piensa que la edad temprana (desde el
nacimiento hasta los 2 o 3 afios) es clave en la colonizacion y que disturbios de la

MI pueden tener efectos negativos en la salud a corto y largo plazo.

Aungue se sabe que la colonizacion en neonatos pretérmino se ve alterada,
algunos estudios refieren una afectacién grave a la Ml por el uso de antibiéticos,
pero que puede ser reversible con medidas como la alimentacion con leche
materna o uso de probidticos, con lo que los neonatos pretérmino pueden llegar a
desarrollar una MI muy parecida a la de los neonatos sanos nacidos a término
(Korpela et al., 2016; Nogacka et al., 2017).

La cohorte estudiada de neonatos prematuros incluyé un grupo control no tratado
con antibidticos post-natales, y tres grupos tratados con antibiéticos durante la
estancia hospitalaria. Se analizaron 3 esquemas de antibiéticos comunmente

empleados en neonatologia para tratar infecciones bacterianas.

El esquema AMP/AMK se emplea como profilaxis en los casos de sospecha de
sepsis debida a antecedentes infecciosos maternos, y en los casos de sepsis

neonatal temprana, la cual se presenta durante las primeras 72 horas de vida
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extrauterina. La sepsis neonatal temprana es ocasionada por la transmision
vertical de microorganismos de la madre. Una terapia antibidtica empirica
temprana puede salvar la vida de los neonatos pero si no es la adecuada puede
resultar en el aumento de la morbilidad y mortalidad (Jain & Unit, 2014). Esto es
debido a que se puede propiciar el aumento de riesgo de sepsis o ECN por el
aumento de la presion selectiva de los antibidticos que se relaciona con una

pérdida de la diversidad bacteriana en la Ml y un aumento de patégenos MDR.

El segundo esquema analizado fue TZP/VAN, el cual se administra en los casos
de sepsis tardia (originada después de las 72 horas de vida) y en ECN. Y el
tercero, incluy6 los tratamientos anteriores combinados con MEM y CLR. MEM es
empleado comunmente cuando los cultivos bacterianos reportan bacterias
productoras de BLEE (B-lactamasas de espectro extendido) y en los casos de
choque séptico, mientras que CLR es administrada cuando se presenta neumonia

originada por agentes atipicos.

Los grupos de estudio estuvieron conformados por: 6 neonatos controles, 6
neonatos tratados con AMP/AMK (grupo Al), 3 neonatos tratados con TZP/VAN
(grupo A2), y 6 neonatos administrados con la combinacién de esquemas
antibioticos incluyendo MEM y CLR (grupo A3). Todos los sujetos de estudio
mostraron similares SDG, datos antropométricos y tipo de alimentacion. Tal como
esperdbamos, dentro del grupo Al se ubicaron Unicamente casos de sepsis
neonatal temprana y en el grupo A2 los casos de sepsis tardia y ECN, mientras

qgue el A3 comprendio casos de choque séptico, sepsis, ECN y neumonia.

Observamos que un 67 % de los neonatos que recibieron tratamiento con
TZP/VAN o combinaciones de antibidticos presentaron cultivos bacterianos
positivos, mientras que soélo el 33 % de los casos tratados con AMP/AMK
reportaron crecimiento bacteriano. Es comun que no se aislen bacterias en el 100
% de los casos en los que se administran antibiéticos, debido a que en ocasiones
el médico inicia el tratamiento antibiético de manera empirica ante la sospecha o
riesgo de infeccién, pero no se logra aislar un agente causal, y ademas existen

bacterias dificiles de cultivar o no cultivables. En este ultimo caso, un diagndstico
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molecular, por ejemplo, la deteccion de DNA bacteriano mediante qPCR, resulta

de gran utilidad.

Durante el tratamiento con antibioticos tanto los patdgenos como comensales
estan expuestos a su efecto. Las alteraciones en la Ml es dependiente de
multiples factores, como: el espectro, la dosificacidn, duracion del tratamiento, via
de administracion, propiedades farmacocinéticas y farmacolégicas (Jernberg, Lo,
Edlund, & Jansson, 2007).

Los resultados mostraron que la abundancia relativa de bacterias totales,
Enterobacteriaceae y Bacteroidetes, no fue alterada por el tratamiento con

antibioticos en los neonatos prematuros a los 30 dias de vida.

Con respecto a Enterobacteriaceae, grupo grande y heterogéneo de bacterias
Gram negativas que concentra a la mayoria de las bacterias patégenas para el
humano, en la MI adulta constituyen un grupo minoritario, sin embargo, en los
neonatos son abundantes hasta que inicia la lactancia materna y se establecen
bacterias como Bifidobacterium. Las Enterobacterias se han asociado con un
aumento en la inflamacion, algunos estudios refieren su aumento en
enfermedades como la ECN (Pammi et al., 2017; Puerta & Mateos, 2010), se ha
reportado su disminucion con los tratamientos de TZP/VAN, MEM (Langdon et al.,
2016; Sullivan et al., 2002).

Por otra parte, aunque no se detectan diferencias significativas en la abundancia
relativa de Bacteroidetes (conformado por bacterias Gram negativas) entre los
grupos de estudio, se observa cierta tendencia a que los neonatos tratados con
TZP/VAN mostraran una menor cantidad de bacterias de este phylum. Esto podria
deberse a que tazobactam tiene repercusion en Bacteroidetes (Avery et al., 2001;
SVPP, 2007).

En contraste, se observa que los bebés tratados con TZP/VAN mostraron una
menor abundancia de Actinobacteria en comparacién con el grupo control, y
también con respecto a los neonatos tratados con AMP/AMK. Actinobacteria es un

phylum conformado en su mayoria por bacterias Gram positivas que tienen como
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caracteristica un alto contenido de G-C en su material genético (55 % en moles de
DNA gendmico). Algunas pueden ser patégenas para el humano (Mycobacterium,
Gardnerella, Nocardia), sin embargo, es uno de los cuatro phylum comensales de
la MI, representado por Bifidobacterium spp (Barka et al., 2016; Gao & Gupta,
2012).

Con respecto a la abundancia relativa de Firmicutes, se observan tendencias a
que los neonatos tratados con TZP/VAN mostraran mayor cantidad de estas
bacterias, mientras que aquellos que recibieron la combinacion de antibiéticos
incluyendo MEM y CLR presentaron una menor cantidad, en comparacion con los
controles y los neonatos que recibieron tratamiento con AMP/AMK. El phylum de
los Firmicutes es el mas abundante de la Ml y esta formado principalmente por

bacterias Gram positivas con bajo contenido de G-C.

En adicion, al analizar la relacion entre el contenido de Firmicutes y Bacteroidetes
debido a que diversos estudios sefialan que su desequilibrio esta implicado en
diversas enfermedades. Por ejemplo, se ha encontrado una disminucion de
Firmicutes y un aumento de Bacteroidetes a medida que los nifios se vuelven
autoinmunes (Giongo et al.,, 2011), y se ha observado una reduccion en la
proporcion Firmicutes/Bacteroidetes en la enfermedad de Crohn y en diabetes tipo
1 (Murri et al.,, 2013). Aungue, no se detectan diferencias significativas en la
proporcién Firmicutes/Bacteroidetes entre los grupos de estudio, se observa una
fuerte tendencia a que el grupo tratado con TZP/VAN mostrara una proporcién de

1.5 mientras que el resto de los grupos presentd una proporcion de 1.

Finalmente, comparando la abundancia relativa de la Ml de neonatos prematuros
analizada en este estudio, las bacterias totales y Enterobacteriaceae fueron las
gue mostraron una mayor cantidad, seguida por Firmicutes, Bacteroidetes y
Actinobacteria. Estos resultados coinciden con el estudio realizado por Arboleya y
colaboradores (2015) donde compararon los principales phylum en neonatos
pretérmino y término nacidos por canal vaginal y alimentados con leche materna, y
encontraron que para el dia 30 de vida los neonatos pretérmino presentaron

abundantes Enterobacterias (mas del 60%), seguidas por los Firmicutes y en
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menor abundancia Actinobacteria y Bacteroidetes. Este patron de densidad de los
cuatro grupos de bacterias analizados y especificamente la abundancia de
Enterobacteriaceae, también se ha reportado en estudios que caracterizan la Ml
de neonatos pretérmino a los 30 dias de vida cuyas madres recibieron antibiético
prenatal (intraparto), observando que las alteraciones en la MI no se presentan en
los primeros dias de vida sino hacia el final del primer mes. En contraste, existen
estudios que contradicen el efecto del uso de antibidticos maternos en el
embarazo (Arboleya et al., 2015; Bailey, Field, Townsend, Rodger, & Brocklehurst,
2016; Nogacka et al., 2017). Dentro de este estudio, todos los grupos analizados
excepto el tratado Unicamente con TZP/VAN recibi6 antibiético prenatal, por lo que
resulta interesante evaluar la Ml al nacimiento de estos neonatos y compararla con

controles libres de este tratamiento.

Las muestras de heces de neonatos prematuros que se analizaron en este estudio
fueron recolectadas alrededor de los 30 DVEU. Este punto de corte fue elegido
debido a que a esa edad la mayoria de los bebés ya habia recibido uno o varios
esquemas de antibidticos, a excepcion de algunas muestras recolectadas
alrededor del dia 19 o 40, debido a condiciones de los bebés y su tratamiento. Es
posible que no se haya detectado diferencias significativas en la Ml de los
neonatos pretérmino debido al tiempo transcurrido entre el Ultimo esquema
antibiotico recibido y la toma de muestras, ya que hay casos en los que habian
pasado solo algunos dias e incluso algunos donde todavia estaban siendo

administrados esquemas antibiéticos.
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12. Conclusiones

La relevancia clinica de la disbiosis no esta completamente esclarecida como
tampoco lo estd el verdadero efecto que ejercen los antibiéticos en la Ml de los
neonatos. Nuestros resultados sugieren que la administracion temprana de
antibioticos en neonatos prematuros puede afectar a corto plazo la microbiota
intestinal, en particular el tratamiento con tazobactam-piperacilina/vancomicina.
Por ello, es importante corroborar estos resultados y extender el andlisis a la
determinacion de especies comensales y patdgenas involucradas en la
homeostasis y disbiosis de la MI, asi como realizar estudios prospectivos para

evaluar los efectos a largo plazo del tratamiento con antibidticos.

55



13. Perspectivas

Corroborar los resultados obtenidos estudiando un mayor numero de
neonatos de todos los grupos de estudio, considerando separar el grupo
tratado con combinaciones de antibidticos para determinar si meropenem y
claritromicina tendrian efectos similares o distintos en la Ml.

Ampliar la caracterizacion de la microbiota intestinal de neonatos
prematuros mediante gPCR del gen 16S rDNA de géneros y especies
comensales y patdgenas.

Evaluar la microbiota en dias cercanos al nacimiento para valorar el efecto
que podrian tener los antibidticos prenatales y determinar como estaba
conformada la microbiota antes de la administracion de los antibidticos.
Realizar estudios a largo plazo para determinar si las alteraciones en la Ml
observadas pueden ser revertidas o si los neonatos presentaran disbiosis
intestinal permanente lo cual los podria poner en riesgo de desarrollar
enfermedades infecciosas, inmunes y metabdlicas en la infancia y edad

adulta.
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