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1. Resumen

La microbiota intestinal es extremadamente compleja, abundante y variada, su
interaccion con las células humanas es simbiética y mutualista desempefiando un
papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis y la regulacion del
sistema inmunoldgico. Los neonatos prematuros presentan un sistema inmunolégico
inmaduro y son especialmente vulnerables a las infecciones bacterianas, lo que
requiere el uso de antibiéticos. Sin embargo, estos medicamentos pueden provocar
alteraciones en la abundancia y composicion de la microbiota intestinal, generar
disbiosis intestinal y favorecer el establecimiento de bacterias patégenas.

Para determinar el efecto del tratamiento con antibioticos sobre la colonizacion
bacteriana intestinal en lactantes prematuros, se analizaron 19 muestras de heces
de 3 lactantes sin tratamiento con antibioticos durante el periodo neonatal, 35
muestras de 7 lactantes que recibieron 3 a 7 dias antibiéticos, y 26 muestras de 7
lactantes recibieron 28 dias de antibidticos. Se extrajo el ADN de las heces, se
amplifico la region V3-V4 del gen ARNr 16S, se purificaron los amplicones y se
secuenciaron en la plataforma lllumina MiSeq. Posteriormente, se utilizd el
programa QIIME 2 para realizar el andlisis taxondmico y definir los filos, familias y
géneros bacterianos, el analisis de diversidad a y B para determinar las diferencias
intra- e inter-grupo, y el analisis LEfSe para identificar las diferencias especificas
entre los grupos.

La diversidad a increment6 en todos los grupos conforme aumenté la edad de los
lactantes. La diversidad B fue diferente entre los grupos y el analisis de LEfSe reveld
las diferencias de bacterias entre grupos a edades especificas. Nuestros resultados
sugieren una asociacion entre el uso prolongado de antibidticos en lactantes
prematuros con una reduccion en la abundancia de Bifidobacterium y un aumento
en la abundancia de Bacteroides, Enterococcus, Clostridium_sensu_stricto 1,
Haemophilus y Veillonella con respecto a los lactantes que no recibieron

antibioéticos.
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2. Introduccioén

La conexion entre los seres humanos y los microorganismos que los rodean es
intima. La microbiota se refiere a los microorganismos vivos que habitan en un
entorno ecoldgico especifico, esta conformada por bacterias, virus, levaduras y
parasitos. La microbiota que se encuentra en el sistema gastrointestinal, también
denominada microbiota intestinal, es la mas compleja, numerosa y diversa. Esta
tiene un comportamiento simbiotico y mutualista con las células eucariotas humanas
donde ayuda a la homeostasis, regula el sistema inmune y esta estrechamente
relacionada con el metabolismo en diversos estados patologicos [1]. En las
regiones distales del sistema gastrointestinal, especificamente el colon, se
encuentra el reservorio mas grande de microorganismos que se sabe influyen en el
desarrollo del sistema inmunolégico y nervioso entérico, el metabolismo de

nutrientes e interacciones con agentes infecciosos [2].

Al nacimiento, el sistema inmune se encuentra inmaduro y su interaccion con la
microbiota intestinal le permite ejercer actividades inmunomoduladoras. Las células
inmunitarias neonatales desarrollan preferentemente tolerancia en respuesta a la
exposicion al antigeno, ya que propician un ambiente antiinflamatorio, aprendiendo
a tolerar el nuevo entorno como la microbiota comensal [2]. Los neonatos
prematuros, debido a su inmadurez, son altamente susceptibles a las infecciones
bacterianas, por lo que es necesario administrarles antibioticos. Sin embargo,
aunque los antibioticos eliminan a las bacterias patdgenas, también afectan a las
bacterias comensales y mutualistas, provocando un desbalance en la microbiota
intestinal denominado disbiosis intestinal que se define como un cambio en la

microbiota que difiere del estado normal o saludable [3].

Diversos estudios establecen las consecuencias negativas a corto y largo plazo de
la perturbacion del desarrollo de la microbiota intestinal en etapas tempranas de la
vida. Se ha reportado que la microbiota intestinal de neonatos con enterocolitis
necrosante presenta mayor abundancia de los géneros Clostridium vy
Enterobacteriaceae [4], [5]. La disbiosis intestinal puede conducir a la aparicion y el
desarrollo de enfermedades sistémicas como los trastornos del espectro autista [6],
el trastorno de déficit de atencién e hiperactividad [7], el asma y las alergias [8], la

obesidad [9], los trastornos autoinmunitarios [10] y la enterocolitis necrosante [11].
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Estos estudios se han llevado a cabo gracias a los avances en las técnicas de
microbiologia molecular, la bioinformética y las plataformas de secuenciacion que
permiten obtener conocimientos sobre la composicion, la dindmica y el impacto de la

microbiota en la salud y la enfermedad [12].
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3. Marco teodrico

3.1. Microbiota humana

La microbiota se define como una comunidad de microorganismos vivos agrupados
en un nicho ecologico determinado. Por otro lado, el microbioma se define como el
conjunto formado por los microorganismos (MO), sus genes y los metabolitos que
producen en un nicho ecoldgico establecido. El ser humano es habitado por estos
MO y ha evolucionado junto con estas poblaciones. Se estima que la microbiota
humana se conforma por cien trillones de MO, superando 10 veces el nimero de
células humanas, representa del 1 al 3 por ciento del peso total del individuo, y esta
formada por al menos 1,000 especies bacterianas [13]. La microbiota habita en
diferentes areas del cuerpo, incluyendo el sistema gastrointestinal, el sistema

genitourinario, la boca, el conducto nasofaringeo, el sistema respiratorio y la piel.
3.1.1. Microbiota de la piel

La piel es la capa mas extensa y expuesta del cuerpo humano y puede ser
facilmente colonizada por MO del entorno. Sin embargo, la piel es un entorno
inhéspito para los MO debido a su sequedad, a la secrecion de acido lactico que
tiene propiedades antisépticas, y a la escasez de nutrientes. No obstante, estas
condiciones no son las mismas en las glandulas sudoriparas, sebaceas y los
foliculos pilosos, ya que aqui se encuentran niveles mas altos de humedad y
nutrientes [14]. La microbiota de la piel del recién nacido (RN) cambia con el tiempo
y puede ser afectada por varios factores, como las caracteristicas de la piel, el
desarrollo del sistema inmunoldgico, las exposiciones ambientales por ejemplo la
estancia en Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN), y el uso de
antibidticos [15]. La piel del RN esta dominada por Firmicutes seguida de
Actinobacteria, Proteobacteria y Bacteroidetes. La sepsis neonatal se considera de
las principales morbilidades del RN prematuro, esta es causada por bacterias

comensales propias de la microbiota de la piel como Staphylococcus epidermidis
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coagulasa negativo que puede ser transmitido intrahospitalariamente por el personal
de salud [16] [17].

3.1.2. Microbiota de la leche humana

Numerosos estudios han descrito que la madre proporciona bacterias a los lactantes
a través de la leche humana (LH) [18]. En 2020, una revision de 44 estudios donde
se evaluaron 3,105 muestras de LH de 2,655 mujeres determin6 que los géneros
encontrados con mayor frecuencia son Staphylococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Pseudomonas, Bifidobacterium, Corynebacterium, Enterococcus,
Acinetobacter, Rothia, Cutibacterium (antes conocido como Propionibacterium),
Veillonella y Bacteroides [19]. Un estudio de cohorte de 428 binomios madre-hijo
donde se extrajo el acido desoxirribonucléico (ADN) de la LH y se secuencié el gen
del acido ribonucleico ribosomico (ARNr) 16S region V4 en la plataforma Illumina
MiSeq reporto que los filos mas abundantes son Proteobacteria y Firmicutes, y los
géneros mas abundantes son Streptococcus, Ralstonia y Staphylococcus [20]. En
cuanto a los factores que influyen en la composicion de la microbiota de la LH se
encuentran el sexo y la edad gestacional del RN, el tipo de nacimiento, la paridad, el
uso de antibidticos intraparto, la etapa de la lactancia, el indice de masa corporal y
la dieta de la madre, la composicion de la leche materna, la infeccion por VIH, la

ubicacion geografica y el método de recoleccidn/alimentacion [19].
3.1.3. Microbiota de la boca

En 2022, Selway y colaboradores analizaron los hisopados bucales de 50 RN
prematuros y determinaron mediante secuenciacion del gen ARNr 16S que a la
semana de vida existe mayor abundancia de Staphylococcus, mientras que a las 6

semanas Streptococcus es mas abundante [21].
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3.1.4. Microbiota vaginal

La vagina en el periodo fértil alberga una microbiota distintiva compuesta
principalmente por lactobacilos, siendo las especies predominantes L. crispatus, L.
jensenii, L. gasseri y/o L. iners. Los lactobacilos producen acido lactico provocando
que el pH vaginal sea de 4 a 4.5, y producen perdxido de hidrogeno que elimina a
los MO de origen intestinal, lo cual permite controlar la densidad de patdgenos
potenciales [22].

3.1.5. Microbiota intestinal

La microbiota intestinal (MI) consiste en una comunidad estable de MO especifica
de cada persona en dos tercios y comun en la mayoria de la poblacion en un tercio,
y puede pesar hasta 2 kilogramos en los adultos [13]. Aproximadamente el 20% de
la variacion en la composicion de la Ml es influenciada por factores como la dieta,

los medicamentos, y genes especificos [3].

Una MI saludable se define como una composicion idealizada de MO asociada a un
estado de salud, lo cual implica que posee un perfil funcional 6ptimo, lleva a cabo
sus funciones de manera adecuada y contribuye al bienestar general del organismo.
Se caracteriza por su estabilidad ecoldgica, es decir tiene la capacidad de resistir
cambios en la estructura de la comunidad de MO cuando se enfrenta a situaciones
de estrés. Ademas, tiene la capacidad de regresar a su estado inicial después de
experimentar cambios inducidos por factores estresantes. No existe una referencia
ideal de una MI humana sana debido a la gran variacion taxonémica de MO entre

individuos de diferente demografia, etnia, sexo, edad y estado de salud [23].
3.2.Composicién de la Ml

La MI esta constituida principalmente por bacterias y una minoria de virus, hongos y
células eucariotas. Los filos bacterianos existentes en la MI incluyen Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacterias y Proteobacteria. Los Firmicutes representan del 60
al 80% de la MI e incluyen mas de 200 géneros donde destacan Ruminococcus,
Clostridium y Lactobacillus. Los Bacteroidetes representan del 20 al 30% de la Mi
donde destacan Bacteroides, Prevotella y Xylanibacter, y las Actinobacterias

representan el 10% donde predomina el género Bifidobacterium. Ademas, se
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encuentran en menor abundancia (menor al 1%) Proteobacteria como Escherichia y

Enterobacteriaceae [24].

La colonizacién de la MI del RN inicia a partir del nacimiento comenzando como un
ecosistema dinamico dominado por Bifidobacterias transmitidas por la madre a
través de la ingestion de la leche materna [25]. Conforme crece el RN la Ml aumenta
en diversidad y riqueza y alcanza su mayor complejidad en la edad adulta donde es
dominada por los filos Firmicutes y Bacteroidetes. En las ultimas etapas de vida, la
composicion de la MI decae en diversidad, es influenciada por la fragilidad de esta
poblacion vulnerable con alto riesgo de mdultiples morbilidades, es mas dindmica y
se caracteriza por una mayor proporcion de Bacteroides a Firmicutes, un aumento

de Proteobacteria y una disminucion de Bifidobacterium [26] (Figura 1).
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Figura 1. Microbiota humana desde nacimiento y a través de las etapas de la
vida. Vision global de la abundancia relativa de filos bacterianos analizados
mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S (16S) o enfoques metagendmicos
(DNA) donde se indican factores que influyen en la composicién de la MI.
Modificada de [27].
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3.3.Funciones de la MI

La MI desempefia un papel fundamental en la regulacion de las funciones
metabdlicas, inmunitarias y endocrinas que participan activamente en la

homeostasis y la salud humana [28].
3.3.1. Metabolismo y M

La MI realiza funciones metabdlicas al fermentar los carbohidratos de la fibra
dietética produciendo &cidos grasos de cadena corta (AGCC) que son utilizados por
células del colon, conocidas como colonocitos, como fuente de energia. Los AGCC
mas comunes son el acetato, el propionato y el butirato. El butirato estimula la
absorcion de sodio y agua en el colon, desempeiia un papel importante en el
mantenimiento y la restauracion de la integridad de la mucosa y el epitelio intestinal
[29] [30], y su produccion puede ser alterada por la dieta y el uso de antibiéticos
(Figura 2). Otras funciones de la MI son la absorcidon de electrolitos y minerales, la
modulacién de la motilidad intestinal, la regulacion del almacenamiento de lipidos, y
la sintesis de algunos micronutrientes como la vitamina K, la vitamina B12, la
biotina, el acido folico y el acido pantoténico [31].

Baja cantidad de hidratos de

Hidratos de carbono / Fibra. Uso de

carbono / Fibra

1 antibidticos
Microbiota: Microbiota:
Clostridiaceae Clostridiaceae
Lachnospiraceae Lachnospiraceae
Ruminococcaceae Ruminococcaceae
Metabolismo derivado de
la microbiota

et butirico Acido butirico

Figura 2. Microbiota y acido butirico. La disrupcién de la Ml a causa del uso de
antibidticos o por cambios en la dieta altera la capacidad de produccion de acido
butirico. Modificada de [30].
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3.3.2. Interaccién hormonal

Algunas bacterias de la Ml tienen la capacidad de producir o metabolizar hormonas,
por ejemplo, Bacillus y Serratia son capaces de producir neurohormonas como la
dopamina [32]. Esta interaccion entre la microbiota y las hormonas demuestra la
estrecha relacion y el potencial impacto que la Ml puede tener en la fisiologia y el

equilibrio hormonal del organismo.
3.3.3. Funciones inmunoldgicas

La MI interactda con el sistema inmunitario del huésped y le proporciona sefiales
gue promueven la maduracién de las células inmunes y el desarrollo normal de sus
funciones, ademas de la eliminacién de toxinas y carcinégenos, lo cual evita a su
vez la colonizaciéon de bacterias patdogenas. El sistema inmunitario reconoce y
aprende a diferenciar entre bacterias comensales y patdgenas en los primeros 2
afios de vida, y cuando la Ml alcanza la madurez permanece estable hasta la vejez
[24].

Las bacterias comensales inducen respuestas de linfocitos B y la produccion de
anticuerpos como la inmunoglubulina G (IgG) y la inmunoglobulina A (IgA) que
pueden ser transmitidos de madres a hijos a través de la placenta y la LH [33].
Ademas, bacterias intestinales como Lactobacillus, Bifidobacterium y metabolitos
bacterianos como el butirato y el propionato inducen linfocitos T reguladores que
tienen efectos antiinflamatorios como la terminacion de actividades inflamatorias de
mastocitos, basofilos, eosindfilos, la supresion de inmunoglobulina E (IgE) y la
induccion de 1gG4 [34], [35].

La barrera intestinal estd formada por tres capas y estad encargada de mantener la
homeostasis evitando la entrada de sustancias nocivas, MO patdgenos, factores
proinflamatorios y antigenos, y permitiendo la colonizacion por bacterias
comensales. La primera capa se forma de moco, agua Yy glicocalix, presenta
propiedades hidréfobas y tensoactivas, y contiene IgA secretora y péptidos
antimicrobianos. En la subcapa externa se encuentra la MIl. La segunda capa se
constituye por una monocapa de células epiteliales intestinales, y la tercera capa se

compone por la lamina propia y el mesenterio.
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3.4.Prebidticos

En Diciembre del 2016, la Asociacién Cientifica Internacional para Probioticos y
Prebidticos (ISAPP, del inglés International Scientific Association for Probiotics and
Prebiotics) definié a un prebidtico como “un sustrato que es utilizado selectivamente
por los MO del huésped que confiere un beneficio para la salud” [36]. Los
prebidticos pueden ser carbohidratos, polifenoles y acidos grasos poliinsaturados
convertidos en los respectivos acidos grasos conjugados, y se caracterizan por no
ser degradados por las enzimas del huésped objetivo. Los prebidticos estimulan
bacterias como las Bifidobacterias, Lactobacillus, Roseburia, Eubacterium, y
Faecalibacterium spp.

Algunos prebioticos con mayores beneficios en la salud humana son los
oligosacaridos no digeribles, los fructooligosacaridos, y los galactooligosacaridos.
Estos oligosacaridos son metabolizados principalmente por Bifidobacterias debido a

sus enzimas [3-fructosidasa y (3-galactosidasa [36].

Segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos,
algunos beneficios de los prebidticos son la reduccion de los niveles de glucosa y
colesterol en sangre, la reduccion de la presion arterial, el aumento de la frecuencia
de las deposiciones, el aumento de la absorcion de minerales, el aumento de la
sensibilidad a la insulina, y la produccion de energia a través de la fermentacion

colodnica [37].

Las principales fuentes de carbohidratos que alimentan la MI infantil incluyen los
oligosacaridos de la leche humana (HMOs, del inglés Human Milk
Oligosaccharides), los glucanos endégenos como las mucinas, los monosacaridos
no digeridos y la lactosa. Estos carbohidratos complejos son metabolizados
principalmente por Bifidobacterium, Lactobacillus y Bacteroides en azlcares mas
simples, como la lactosa. Los azUcares simples son metabolizados por MO
glicoliticos, incluyendo bacterias productoras de lactato como Streptococcus,

Staphylococcus, Enterococcus y Enterobacteria.
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3.4.1. HMOs

La madre promueve activamente la transferencia de miembros especificos de su
microbiota a sus hijos. Esta transmision vertical selectiva de MO es promovida por
los HMOs que favorecen el crecimiento de bifidobacterias [25]. Los HMOs son
carbohidratos no digeribles que llegan intactos al intestino grueso donde actlan
como nutrientes para bacterias benéficas, regulando selectivamente la composicion
de la MI infantii que es dominada por Bifidobacterium en lactantes [38]. En

particular, Bifidobacterium infantis metaboliza directamente los HMOs complejos.
3.5. Probidticos y su administracion

De acuerdo con la ISAPP, los probidticos se definen como MO vivos que al
administrarse en dosis adecuadas proporcionan un beneficio en la salud del
huésped [39].

El mecanismo de accion de los probidticos es variado, por ejemplo
Lacticaseibacillus rhamnosus GG excluye competitivamente bacterias patégenas a
través de su pili dependiente de sortasa SpaCBA. Los pili son apéndices cortos en
forma de pelo presentes en la superficie de varias bacterias, que participan en la
inmunomodulacién de macrofagos y células dendriticas [40]. Los probioticos poseen
la capacidad de replicarse en el huésped y persistir a través del tiempo, producen
sustancias antimicrobianas, interfieren con la adherencia y virulencia de patdgenos,
modulan la inmunidad del huésped, y mejoran la funcion de la barrera epitelial [41],
[42].

3.5.1. Beneficios en Infantes

Los beneficios de los probiéticos en infantes son variados, se utlizan en el
tratamiento de colicos en lactantes [43], en el tratamiento de la diarrea aguda en
infantes [44], y en la prevencion de enterocolitis necrosante (ECN) en neonatos
prematuros [45] [46].

Las especies de Bifidobacterium promovidas por los HMOs convierten los
aminoacidos aromaticos (triptéfano, fenilalanina y tirosina) en sus respectivos acidos

lacticos aromaticos (acido indol-lactico, acido fenil-lactico, y acido 4-hidroxi-fenil-
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lactico) mediante la accion enzimética de una lactato deshidrogenasa aromatica
(Figura 3). Un estudio longitudinal donde se analizé la composicion de la Ml y el
metaboloma de 25 infantes daneses desde el nacimiento hasta los 9 meses,
demostr6 que las concentraciones fecales de acidos lacticos aromaticos
correlacionan positivamente con la abundancia de especies de Bifidobacterium
degradadoras de HMOs incluyendo B. longum, B. breve y B. bifidum. Este estudio
reportd que el acido indol-lactico (ILA) est4 presente en las heces de infantes
amamantados y modula respuestas inmunes al actuar como agonista del receptor
de hidrocarburos arilicos (AhR) y del receptor 3 de acido hidroxicarboxilico (HCA3).
El ILA indujo la produccién de IL-22 en linfocitos T de tipo 17 (Thl17) y redujo la
produccion de IL-12p70 en monocitos estimulados con LPS e interferon gamma,
sugiriendo que este acido lactico aromatico producido por especies de
Bifidobacterium podria ser un modulador importante de las respuestas inmunes en

la vida temprana [47].

Oligosacaridos de leche humana (HMOs) Aminoacidos aromaticos
a 2
o - o
1 m ¢ . L L
A ; @ A ~
Leche Humana Triptéfano Fenilalanina Tirosina
Bifidobacterium breve Bifidobacterium longum subsp infantis
Bifidobacterium scardovii Bifidobacterium longum subsp longum

Bifidobacterium bifidum

Lactato deshidrogenasa aromatica

Especies de Bifidobacterium promovidas por HMOs

Citocinas Células inmunes Receptores Acidos lacticos aromaticos

AhR
/ % /O/j’/lc—
® — oo
®e e @ Células 7
o ' inmunitarias @ Acido indol-lactico Acido
Células Th17 mediadas por ILA (ILA) 4-Hidroxi-fenil-lactico

AhR (4-OH-PLA)

Acido Fenil-lactico

IL-12p70 Monocitos \@ (PLA)
HCAS

Figura 3. Prebidticos y Probidticos presentes en la leche humana. Las
especies de Bifidobacterium que utilizan oligosacéaridos de la leche humana (HMOSs)
producen acidos lacticos aroméaticos inmunoreguladores en el intestino de los
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infantes. Las especies de Bifidobacterium que utilizan los HMOs son méas capaces
de producir &cidos lacticos aromaticos a partir de aminoacidos aromaticos como el
triptofano, la fenilalanina y tirosina, por reacciones enzimaticas (primero una
transaminacion seguida de una hidrogenacién) por la lactato deshidrogenasa
aromatica. La ILA modula las respuestas de citocinas en linfocitos Th17 y provoca
un aumento en la produccién de IL-22 de manera dependiente de la dosis y del
AhR. En monocitos estimulados con LPS e interferon gamma se determino que ILA
podia disminuir la produccion de citocina proinflamatoria IL-12p70, de manera
dependiente del AhR como del receptor del HCA3. HMOs: Oligosacaridos de leche
humana; ILA: acido indol-lactico; 4-OH-PLA: 4-hidroxi-fenil-lactico; PLA: &cido fenil-
lactico; AhR: receptor de hidrocarburos arilicos; HCAS3: receptor 3 de acido
hidréxicarboxilico. Modificado de [48]

3.6.Neonatos prematuros

El proceso de gestacion se lleva a cabo en 37 a 40 semanas desde la ovulacion y
se define como neonato prematuro al RN vivo antes de las 37 semanas de
gestacion (SDG). Los RN prematuros pueden clasificarse en tres categorias de
acuerdo con las SDG al nacimiento: los moderados a tardios van de las 32 a antes
de las 37 SDG, los muy prematuros van de las 28 a antes de las 32 SDG, y los
prematuros extremos son los menores de 28 SDG [49]. Los RN prematuros
presentan diversas complicaciones de salud y son altamente susceptibles a
enfermedades infecciosas e inflamatorias debido a su sistema inmune inmaduro
[50].

3.6.1. Sepsis temprana, sepsis tardia y choque séptico

La sepsis se define como una disfuncion organica potencialmente mortal causada

por una respuesta desregulada del huésped a la infeccién [51].

La sepsis neonatal se clasifica en dos grupos de acuerdo con el tiempo de
presentacion después del nacimiento, la sepsis neonatal temprana (EOS, por sus
siglas en inglés Early-Onset Sepsis) y la sepsis neonatal tardia (LOS, por sus siglas
en inglés Late-Onset Sepsis). La EOS ocurre en las primeras 72 horas de vida y se
debe a factores de riesgo perinatal como infecciones genitourinarias maternas,
corioamnionitis, ruptura prematura de membranas y la presencia de estreptococo
del grupo B en vagina, recto o vias urinarias [52]. La LOS ocurre después de las

primeras 72 horas de vida, se debe a factores de riesgo nosocomiales y es una
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complicacion frecuente en RN prematuros, afectando a un 25% de los RN de muy
bajo peso al nacer (menores de 1,500 gramos) [52].

El choque séptico se define como un tipo de sepsis en el que anomalias
metabdlicas, celulares y circulatorias subyacentes son lo suficientemente profundas

para aumentar sustancialmente la mortalidad [51].
3.6.2. Enterocolitis necrosante

La enterocolitis necrosante (ECN) es una de las principales causas de mortalidad en
RN prematuros, su etiologia es multifactorial, y en esta patologia segmentos del
tracto gastrointestinal del lactante sufren isquemia y posteriormente necrosis [4]. Un
estudio de 32 neonatos prematuros de muy bajo peso al nacer donde se analizé la
composicion de la MI mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S reporto la

dominancia de Enterobacteriaceae, Enterococcus, y Staphylococcus [5].

3.6.3. Enfermedades relacionadas con alteraciones de la Ml
Alteraciones en la MI microbiota intestinal se han relacionado a diversas
enfermedades, por ejemplo, el uso de antibiéticos en etapas tempranas de la vida

se ha asociado a asma y obesidad [53], ECN [4], y la enfermedad de Crohn [54]

3.7.Inicio de la colonizacion
Existe un debate sobre el inicio de la colonizacion bacteriana en los seres humanos.
Se ha sugerido que existe colonizacidn bacteriana intrauterina, que se produce en el
liquido amnidtico y la placenta, donde existe una baja densidad y diversidad de MO
y el filo mas comun es Proteobacteria. Se ha identificado la presencia de ADN de
bacterias de los géneros Escherichia, Shigella, Lactobacillus y Cutibacterium en el
liquido amnidtico, la placenta, y el meconio [55]. También se ha sugerido que existe
la translocacion de bacterias de las cavidades oral y vaginal de la madre hacia la
placenta a través del torrente sanguineo [56]. Otros autores defienden el principio
de la esterilidad intrauterina argumentando que la presencia de bacterias en el
meconio puede deberse a factores de contaminacion externa, y que en el momento
gue el saco amniotico se rompe durante el nacimiento ya sea por parto o cesarea, la

esterilidad termina [57]. Se ha sugerido que el feto esta expuesto a la microbiota
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materna y sus metabolitos que atraviesan la placenta y entran al liquido amniético
[58]. Sin embargo, diversos estudios aseguran que la deteccion de ADN bacteriano
en liquido amnidtico, placenta y meconio se debe a la contaminacion que ocurre
durante la toma y procesamiento de las muestras y la experimentaciéon en los

laboratorios, y que estos en realidad son estériles [59], [60].

3.8. Factores que modulan el establecimiento de la microbiota intestinal infantil.

e Prematurez

Un factor importante en la colonizacién de la Ml es el tipo de nacimiento y la edad
gestacional al nacimiento, segun un estudio que analizé la Ml de 206 neonatos
prematuros y a término mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S, mostré que la
familia bacteriana dominante en neonatos prematuros es Enterobacteriaceae
detectada en el 32% de las muestras, seguida de los géneros Clostridium,
Enterococcus y Veillonella. En los neonatos a término, la familia Enterobacteriaceae
también fue la mas comun, identificada en el 20% de las muestras, seguida por los

géneros Bacteroides, Bifidobacterium y Streptococcus [61].
e Tipo de nacimiento

En diversos estudios se ha demostrado que los lactantes que nacen por el canal
vaginal presentan una Ml mas abundante y diversa que aquellos lactantes que
nacen por cesarea [62], [63]. Un estudio de 120 lactantes sanos que caracterizo la
composicion y la dinamica de la Ml infantil durante el primer afio de vida report6é que
los lactantes nacidos por via vaginal presentan un enriquecimiento de
Bifidobacterium spp y una reduccion de Enterococcus y Klebsiella potencialmente
patégenos [64], mientras que los lactantes nacidos por cesarea encontré una mayor
densidad de Staphylococcus, Corynebacterium y Cutibacterium, que provienen de la
cavidad oral y de la piel materna [34], y probablemente del quiréfano y el personal
de salud [65; 66].

e Tipo de alimentacion

Después del nacimiento, la lactancia materna regula la MI del lactante al
proporcionar factores que promueven selectivamente el crecimiento de bacterias

especificas como las bifidobacterias [55]. La LH contiene bacterias que se
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encuentran en el pezén, los conductos galactoforos y la piel circundante como
Corynebacterium, Micrococcus, Cutibacterium, Staphylococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, y Bifidobacterium [55]. Se han descrito diferencias en la composicion
de la Ml de los neonatos dependiendo de su tipo de alimentacién, ya sea con LH o
con formula lactea. Los neonatos alimentados con formula lactea presentan una
mayor densidad de bacterias anaerobias facultativas, como Bacteroides vy
Clostridium, una sobrerrepresentacion de C. difficile y una colonizacion tardia por
Bifidobacterium en comparacion con aquellos alimentados con LH [34].

La lactancia materna tiene mdltiples beneficios, ayuda a mantener una buena
motilidad intestinal y promueve la maduracion del sistema inmunoldgico. Provee de
IgA, lactoferrina, oligosacéaridos secretarios y acetilhidrolasa del factor activador de
plaquetas al lactante y previene la disbiosis intestinal [55]. Después del destete del
neonato y la introduccion de alimentos solidos a los 6 meses aproximadamente,
incrementa la abundancia de los géneros Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus,
Clostridium, y Veillonella en el intestino. Alrededor de los 2 a 3 afios de vida la Ml

infantil se estabiliza y semeja a la del adulto [34].
e Uso de antibidticos

Los neonatos prematuros presentan un sistema inmunoldgico y gastrointestinal
inmaduro lo cual incrementa su susceptibilidad a infecciones bacterianas, surgiendo
la necesidad de administrar antibioticos para evitar complicaciones de salud. Los
antibidticos, como todo farmaco se distribuyen por el sistema circulatorio,
produciendo su efecto bactericida y/o bacteriostatico sin discriminacion, afectando
tanto a la microbiota patdgena como a la comensal, y provocando un desequilibrio
en la densidad y/o diversidad de la Ml [56]. La magnitud de la alteracion puede estar
influenciada por varios factores, como la duracion del tratamiento, la dosis
administrada, el rango de accion del antibiético, la forma en que se administra y las
caracteristicas especificas del medicamento, como su farmacodinamia vy
farmacocinética [67]. Los antibiéticos perinatales afectan profundamente el
establecimiento de la MI del lactante prematuro y conducen al incremento de
bacterias patégenas como Proteobacteria, Streptococcus y Pseudomonas, y a la

reduccion de bacterias benéficas como Bifidobacterium y Lactobacillus [67].
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3.9. Administracion de antibiéticos neonatales en el INPer-IER
Los criterios empleados en la Institucion para iniciar la administracion de antibioticos
enla UCIN y la Unidad de Cuidados Intermedios al Recién Nacido (UCIREN) son
(Tabla 1):

e Antecedentes maternos de infeccion que pongan en riesgo de sepsis al neonato:
enfermedades genitourinarias activas, fiebre, y presencia de estreptococo tipo b
en la vagina.

e Sospecha o diagnéstico de sepsis neonatal temprana, sepsis neonatal tardia,

enterocolitis necrosante, choque séptico, y neumonia por bacterias atipicas.

Tabla 1. Esquemas de antibidticos neonatales usados en el INPer-IER. Modificada
de 68].

Diagnéstico clinico Antibiéticos administrados

Riesgo de sepsis Ampicilina + Amikacina

Sepsis temprana

Sepsis tardia Piperacilina/ Tazobactam +
Enterocolitis necrosante Vancomicina
Choque séptico Meropenem
Neumonia por bacterias atipicas Claritromicina

3.9.1. Caracteristicas de los antibioticos neonatales usados en el INPER-IER
Ampicilina: antibiotico betalactamico de penicilina de amplio espectro utilizado en el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas
y de algunos anaerobios. La ampicilina tiene actividad bactericida al inhibir la
sintesis de la pared celular mediante la unién a las proteinas de uniéon a la
penicilina, provocando la lisis celular a través de enzimas autoliticas presentes en la
pared celular bacteriana [69].

Amikacina: aminoglucésido semisintético usado como tratamiento de infecciones

causadas por cepas mas resistentes de bacterias Gram negativas como
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Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y algunas bacterias Gram
positivas. Los aminoglucosidos se unen a las subunidades ribosomales 30S
bacterianas, impidiendo la unién del ARN mensajero y los sitios aceptores del ARN
de transferencia incapacitando a las bacterias para sintetizar proteinas esenciales
para su crecimiento, provocando la produccién de péptidos no funcionales o téxicos
[70].

Piperacilina: antibiético de ureidopenicilina semisintético de amplio espectro
utilizado para tratar infecciones por Pseudomonas o infecciones polimicrobianas de
bacterias aerobias y anaerobias, grampositivas y gramnegativas. La piperacilina se
une a proteinas de union a penicilina en la pared celular bacteriana, lo que inhibe la
sintesis final de la pared celular y posteriormente la lisis celular mediada por

enzimas autoliticas de la pared bacteriana [71].

Tazobactam: antibidtico inhibidor de la betalactamasa que interfiere con la
degradacion de antibidticos por organismos productores de enzimas
betalactamasas. Cuando se combina con piperacilina se usa para infecciones
causadas por bacterias aerobias y facultativas grampositivas y gramnegativas,
ademas de anaerobios grampositivos y gramnegativos. Tazobactam muestra poca

actividad antibacteriana por si mismo, y por esta razdn no se administra solo [72].

Vancomicina: antibidtico glicopeptidico obtenido de Streptomyces orientalis, usado
para tratar infecciones bacterianas graves por Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina. Su accion bactericida resulta de la inhibicién de la biosintesis de la pared
celular [73].

Meropenem: antibiotico de amplio espectro contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas. Actla penetrando en las células bacterianas y alterando la sintesis
de componentes esenciales de la pared celular al interactuar con la proteina fijadora
de penicilina. También se utiliza en el tratamiento de la meningitis bacteriana
causada por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Neisseria

meningitidis [74].

Claritromicina: antibiético macrélido semisintético derivado de la eritromicina que

inhibe la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la subunidad 50S e inhibe la
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actividad de la peptidil transferasa, interfiriendo con la translocacion de aminoacidos

durante el proceso de traduccion y ensamblaje de proteinas [75]
3.10. Caracterizacién de la Ml

El cultivo de algunas bacterias de la Ml en medios tradicionales resulta dificil, lo que
dificulta su aislamiento e identificacion. Como solucion, se han empleado técnicas
moleculares para su caracterizacion como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) y la secuenciacion del ARNr 16S.
3.10.1. PCR

Esta es una técnica de biologia molecular fundamentada en la amplificacion de un
fragmento de ADN utilizando una enzima llamada polimerasa. Esta reaccion
requiere de varios componentes, un ADN molde, oligonucléotidos monocatenarios
(primers) de 20 a 30 bases de longitud que se unen a los extremos del ADN y
delimitan la zona de ADN a amplificar por la ADN polimerasa, desoxirribonucleétidos
trifosfato (dNTPs, del inglés deoxynucleotide triphosphates) que son componentes
basicos del ADN (adenina, guanina, citosina y timina), una solucion buffer para
regular el pH y una solucion de sal de cloruro de magnesio que sirven como
cofactores de la ADN polimerasa al disociarse y al liberar el magnesio que tienen

iones de carga positiva (+2) [76].

La reaccion de PCR se lleva a cabo en un termociclador y consta de 3 etapas: 1) La
desnaturalizacion del ADN bicatenario ocurre a 95°C durante 15 a 30 segundos para
gue las hebras del ADN se separen al romperse los enlaces de hidrégeno entre las
bases y se formen cadenas de ADN simples, 2) Después sucede la alineacion de
los oligonucledétidos al ADN o hibridacion que ocurre entre 50 a 65 °C durante 10 a
30 segundos, 3) Por dltimo ocurre la amplificacion o elongacion del ADN a 72°C por
1 minuto donde la Taq polimerasa agrega los dNTPs en direccion 5 a 3’ y se
construye la cadena complementaria de ADN. Estas etapas se repiten de 20 hasta
40 veces aproximadamente, para asi duplicar el nimero de copias de ADN cada vez

obteniendo millones de copias de ADN [77].
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Figura 4. Reaccion en cadena de la polimerasa. La grafica representa las etapas
de la PCR en funcion de la temperatura y el tiempo. La reaccion comienza con la
desnaturalizacion a los 95°C, después a los 50°C sucede la hibridacion y a los 72°C
sucede la elongacion en aproximadamente 4 minutos, esto se repetira en 30 ciclos

en promedio.
3.10.2. Secuenciacion del ARN ribosomal 16S

El ARNr 16S es la macromolécula mas utilizada en estudios de filogenia y
taxonomia bacteriana, ciencia que se encarga de la clasificacion biolégica que
agrupa a las bacterias segun sus similitudes, donde se clasifica después de reino,
filo, clase, orden, familia, género y especie, dando como resultado la identificacion
de dichos organismos. EI ARNr 16 S es un polirribonucleétido de aproximadamente
1,500 nucledtidos, y constituye el marcador ideal para la caracterizacion de la
microbiota [77]. El gen ARNr 16S esta presente en las bacterias y codifica para el
ARNr 16S de los ribosomas bacterianos. El ribosoma bacteriano tiene un coeficiente
de sedimentacion de 70S (unidades Svedberg) y se disocia en dos subunidades, la
subunidad grande 50S y la subunidad pequefia 30S. La subunidad 30S contiene el
ARNr 16S ademas de 16 proteinas diferentes (S1-S21) y la subunidad 50S contiene
los ARNr 5S y 23S y 34 proteinas (L1-L34). EI método molecular de identificacion

bacteriana mediante la secuenciacién del gen ARNr 16S incluye 3 etapas, la primera
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es la amplificacion del gen a partir de la muestra, después se determina la
secuencia de nucleotidos del amplicén y finalmente se analiza la secuencia [78].

3.10.2.1. Miseq lllumina

Por su alto rendimiento y sus bajos costos de secuenciacion, MiSeq de lllumina se
ha convertido en una de las plataformas de secuenciacion mas utilizadas en todo el
mundo [79].

El proceso de secuenciacion de lllumina consta de los siguientes pasos. En primer
lugar, se realiza la amplificacion de los fragmentos de ADN mediante la técnica de
PCR en puente, con el objetivo de generar colonias (clusteres) de fragmentos
idénticos. Luego, se procede a la deteccion de las bases en la secuencia utilizando
etiquetas fluorescentes. La generacion del clister se lleva a cabo mediante la
amplificacion en puente, en la cual los fragmentos de ADN se colocan sobre una
superficie de vidrio dividida en carriles. Cada carril estd recubierto con
oligonucledtidos complementarios a los adaptadores de cada fragmento que se va a
secuenciar, lo que permite que cada fragmento se ancle en su respectiva celda de

flujo.

Una vez que los segmentos estan anclados, la polimerasa comienza a copiar la
hebra de ADN, lo que da lugar a la formacion de una hebra inversa complementaria.
La hebra original es eliminada y la hebra inversa se pliega a través de una
secuencia terminal y se une a su secuencia complementaria de oligonucleotidos,
formando asi un puente. Luego, la polimerasa genera una hebra complementaria
gue es idéntica a la original, lo que resulta en la formacién de dos hebras clonadas
del segmento inicial. Este proceso se repite multiples veces a gran escala,

produciendo millones de copias de cada fragmento [80].

Después de completar la amplificacion clonal, todas las hebras inversas son
removidas, dejando solamente las hebras idénticas a las originales. En este
momento, se introducen en la placa nucleétidos modificados con etiquetas
fluorescentes especificas para cada tipo. Estos nucleétidos contienen una
modificacién quimica conocida como terminadores reversibles, que impide la unién

de mas de un nucleétido marcado en cada sitio de reaccién. Esto se hace con el
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propésito de identificar correctamente cada punto en la secuencia, reduciendo asi el

riesgo de errores en este procedimiento [81].
3.10.2.2. Variante de secuenciacion de amplicones

La variante de secuenciacion de amplicones (ASV, del inglés Amplicon Sequence
Variant) es un parametro se fundamenta en métodos utilizados para identificar las
secuencias exactas y su frecuencia en el analisis de la microbiota. Estos datos se
combinan con un modelo de error durante la secuenciacién para evaluar la
probabilidad de que una lectura frecuente no sea un error del secuenciador. Se
calcula un valor p para cada secuencia especifica, donde la hipétesis nula es que la
secuencia exacta es consecuencia de un error de secuencia. Luego, se filtran las
secuencias en funciéon de un umbral de confianza, seleccionando un conjunto de

secuencias exactas que tienen una confianza estadistica determinada [82].

Los beneficios de utilizar las ASV radican en su comparabilidad entre diferentes
estudios que han utilizado la misma region objetivo. Esto se debe a que las
secuencias exactas generadas por los ASV no requieren agrupacion ni bases de
datos de referencia. Ademas, una secuencia de un gen objetivo siempre generara el
mismo ASV, y se puede comparar con bases de datos de referencia de manera mas
precisa, permitiendo una identificacion taxonomica mas precisa hasta el nivel de

especie e incluso mas alla [83].
3.10.3. Analisis de diversidad de la microbiota

La diversidad integra tres elementos, la riqueza, la equidad y la disparidad. La
rigueza se refiere al nimero total de especies que estan en un ambiente, mientras
gue la equidad es una medida de uniformidad en la distribucién de las abundancias
de las especies, es decir que entre mas homogénea sera mas equitativa una
comunidad y la disparidad es una medida que se refiere a que tan similares son las
especies. La diversidad no tiene un valor absoluto por eso al reportarse es relativa y
estd sujeta al método utilizado [84]. Los cambios en la microbiota se evallan
midiendo cambios en su diversidad alfa (a) y diversidad beta (B) esto utilizando ASV
como un semejante a especies. La diversidad a mide la diversidad entre muestras y
esta puede ser comparada por grupos y la diversidad B indica la medida de

disimilitud entre 2 o mas muestras, lo que refleja el cambio en la composicidén de las

22

——
| —


https://paperpile.com/c/spilPB/8Vze
https://paperpile.com/c/spilPB/BXNR
https://paperpile.com/c/spilPB/PhZZ
https://paperpile.com/c/spilPB/D1lq

comunidades biolégicas [85]. QIIME2 con DADAZ2 proporciona la mejor estimacion
de la riqueza, basada en la secuenciacion de comunidades simuladas complejas
[82; 86; 87 ].

Chaol es una medida para rigueza ajustada por probabilidad de no observar
especies, ésta deriva del limite inferior de riqueza de especies no detectadas en
términos del nimero de singletons y doubletons, el limite inferior correspondiente de

la rigueza de especies que se da a continuacién se denomina estimador Chao1l [88].

Shannon mide la diversidad, este indice demuestra la heterogeneidad de una
comunidad sobre la base de 2 factores: el nimero de especies presentes y su
abundancia relativa [89].

El indice de Simpson mide la uniformidad, es una media aritmética ponderada de
abundancia proporcional y mide la probabilidad de que dos individuos seleccionados
aleatoriamente de una muestra pertenezcan a la misma especie. cuanto mayor se

acerque a 1 menor sera la diversidad [89].
Componentes principales

Los componentes principales son combinaciones lineales de las variables originales
gue capturan la varianza en los datos. La grafica de densidad muestra visualmente
las densidades del segundo componente principal en relacién con el primero, lo cual
permite evaluar la estructura de los datos y detectar conglomerados, valores

atipicos y tendencias [90].

LEfSe es una representacion gréfica utilizada en analisis discriminante lineal, es una
herramienta que se emplea para evaluar el tamafio del efecto. Su principal objetivo
es facilitar las comparaciones entre clases de alta dimension, enfocandose
especialmente en andlisis metagendmicos. Este método permite identificar las
caracteristicas que tienen mayor probabilidad de explicar las diferencias entre las

clases al combinar pruebas estandar de significancia [91].
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4. Justificacion

A nivel mundial |la tasa de nacimientos prematuros oscila entre un 5% y un 18 % de
los RN, y cada afio nacen aproximadamente 15 millones de lactantes prematuros.
Parte de la solucién es el cuidado especial, considerando la administracién de
antibidticos para tratar y prevenir las infecciones (OMS, 2018). Los antibiéticos
administrados afectan la microbiota del neonato, alterando la diversidad de especies
y la composicién de la comunidad [14,92].

Recientemente, el estudio de la microbiota ha tenido un gran impacto al revelar su
conexion con funciones metabdlicas e inmunolégicas. Ademas, se ha observado
gue la alteracién de la microbiota en etapas tempranas de la vida aumenta el riesgo
de enfermedades como sepsis y enterocolitis necrosante en neonatos prematuros,
asi como enfermedades inmunoldgicas, alergias, obesidad y diabetes, que pueden
desarrollarse en la nifiez o en la adultez. Es crucial en salud publica comprender las
consecuencias de los tratamientos con antibidticos en neonatos prematuros y
desarrollar estrategias para contrarrestar los efectos adversos en la salud, como la
administracion de prebioticos y probibticos, ajustar las dosis de los esquemas y

realizar un seguimiento de la microbiota.
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5. Pregunta de investigacion

¢, Qué efecto tiene el tratamiento con antibiéticos en la densidad y diversidad de la

MI en lactantes prematuros?
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6. Hipotesis

El tratamiento con antibiéticos disminuird la abundancia de bacterias benéficas y
aumentara la abundancia de bacterias patdgenas en la MI microbiota intestinal en

lactantes prematuros
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7. Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento con antibiéticos en la densidad y diversidad de la
Ml en lactantes prematuros mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S.

7.1.Objetivos especificos

1. Clasificar a los lactantes en 3 grupos de acuerdo con el uso de antibi6ticos en
el periodo neonatal: 1) no recibieron tratamiento con antibiéticos, 2) recibieron
de 3 a 7 dias de antibiéticos, y 3) recibieron 8 0 mas dias de antibioticos.
Extraer el ADN de las heces para amplificar y purificar la regién V3-V4 del
gen ARNTr 16S.

2. Comparar la composicion de la MI de los lactantes al nacimiento, cerca del
nacimiento, cerca del egreso, al egreso de la estancia hospitalaria, a los 6 y

12 meses mediante los analisis:
o Composicion taxonomica (Filo, Familia y Género)
o Diversidad a (Chaol, Shannon, Simpson).
o Diversidad (.
o LEfSe

o Andlisis de Componentes Principales
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8. Diagrama Experimental
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. Materiales

9.1.Reactivos:

e QlAamp® PowerFecal® DNA Kit marca QIAGEN

e QIAquick® PCR purification kit marca QIAGEN

e Platinum™ PCR SuperMix High Fidelity

e Agarosa grado biologia molecular marca Benchmark Scientific

e Oligonucledtidos sintetizados por Integrated DNA Technologies® (IDT)
e H,O grado biologia molecular marca Corning

e 100 bp DNA Ladder marca Invitrogen

e Buffer TBE (Tris borate EDTA)

e SYBR Safe DNA gel stain

9.2.Equipos
e Termociclador QlAamplifier 96

e Centrifuga 5420 marca eppendorf

e Nanodrop 2000/2000 C marca Thermo Scientific™

e Bafo seco marca Thermo Scientific®

e Vortex VTX-5 marca CScientific®

e Transiluminador EpiChemi3 Darkroom

e Sistema de electroforesis Mini-Sub Cell Gt Cell marca Bio Rad
e Cabina de flujo laminar Clase Il A/B3

e Balanza analitica marca OHAUS

e Equipo de secuenciacion: lllumina MiSeq

9.3.Programas

e Qiime 2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2).
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10. Metodologia

10.1. Estudio de poblacion y disefio del estudio

Los criterios de elegibilidad en el estudio fueron recién nacidos prematuros con edad
gestacional al nacer menor a 32 semanas de gestacion, nacidos de madres
mayores de 18 afos entre marzo del 2018 y junio del 2019 en el INPer-IER. Este
estudio longitudinal, analitico, observacional con un disefio de cohorte retrospectiva
incluyé a recién nacidos prematuros masculinos y femeninos nacidos por parto
vaginal y ceséarea, hijos Unicos y mdltiples, con o sin tratamiento con antibioticos
durante la estancia hospitalaria en la UCIN e UCIREN del INPer-IER.

Los criterios de exclusién considerados fueron aquellos recién nacidos prematuros
con anomalias congénitas, diagnodstico de enfermedades autoinmunes y genéticas,
nacidos de madres menores de 18 afios o madres con infecciones como VIH vy sifilis
o consumo de drogas durante el embarazo o sin consentimiento informado de los
padres. Para el analisis los neonatos fueron clasificados en 3 grupos, considerando
el antibidtico neonatal (ABT). Dias de tratamiento: sin antibioticos (No ABT) para los
neonatos que no fueron tratados con antibioticos, de tres a siete dias de antibiéticos
(3-7 d ABT), y ocho o mas dias de antibiéticos (=8 d ABT).

10.2. Datos maternos y de lactantes prematuros
Los datos maternos y de lactantes prematuros se recuperaron de registros meédicos
electronicos. Las variables de recién nacidos prematuros analizadas fueron el tipo
de nacimiento, las SDG, el sexo, la paridad (Gnico, mudltiple), restriccion del
crecimiento intrauterino (RCIU), peso al nacer, tratamiento antibiotico prenatal, dias
de tratamiento con antibioticos, dias de estancia hospitalaria, Apgar al minuto, Apgar
a los 5 minutos, nutricion parenteral total (NTP), antropometria al egreso (peso, talla
y perimetro cefalico). Los diagnosticos de neonatos prematuros analizados fueron
EOS, LOS, choque séptico, enterocolitis necrosante, neumonia por atipicos,
displasia broncopulmonar, conducto arterioso permeable, anemia,

hiperbilirrubinemia, retinopatia del prematuro, hemorragia intraventricular, apnea.

Las variables maternas analizadas fueron edad materna, desnutricion, sobrepeso,

obesidad, preeclampsia, hipertensién arterial, hipotiroidismo, diabetes gestacional.
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10.3. Practicas de alimentacion.
El INPer-IER es un centro de salud de tercer nivel y un centro de referencia nacional
en Perinatologia donde se atiende embarazos de alto riesgo guiandose en
lineamientos institucionales e internacionales de Neonatologia. La institucién cuenta
con un banco de leche humana que se encuentra certificado por el Laboratorio de
Control de Calidad para Leche Humana que es gestionado por la Red Brasileiia de
bancos de leche humana. Las practicas de alimentacién que se utilizaron en el
instituto son como primera eleccién la leche propia de la madre, la segunda eleccion
es leche humana pasteurizada de donante, y la tercera opcion es la formula lactea
para prematuros (F). Los neonatos estables comenzaron la alimentacion tréfica
dentro de las 24 horas posteriores al nacimiento, mientras que los neonatos con
RCIU y flujo sanguineo placentario alterado se mantuvieron en ayunas. La
alimentacion enteral estd contraindicada durante la distension abdominal,
obstruccion abdominal y bilis gastrica residual en sondas orogastricas. En neonatos
<1.5 kilogramos, los aumentos en las tomas de leche son de 12.5 mL/ kg/ dia y para
neonatos >1.5 kilogramos, son de 25 mL /kg/dia. La leche humana es fortificada
(LHF) con un fortificante de leche a base de bovino a una concentracion de 1:50 se
inicia después de que la alimentacion enteral alcanza los 100 mi/kg/dia, y después
de 3 dias de tolerancia adecuada la concentracion del fortificante en la leche
humana se aumento 1:25. Se identifican 4 regimenes de alimentacion neonatal: 1:
LH exclusiva (incluye la leche materna y la leche humana pasteurizada de donante),
2:LH + LHF, 3: LH + LHF + F, y 4: LH + F. El dia de vida donde alcanzaron los 150

mL/kg/dia en alimentacion enteral se recupero de los registros médicos electronicos.
10.4. Muestras de heces.

Se utilizaron las muestras de heces de neonatos prematuros provenientes del banco
de muestras del laboratorio que se encontraban a -70°C. Las muestras se
identificaron mediante el nimero de expediente del paciente, la edad y fecha en que

se recolectaron las muestras.
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10.5. Extraccion de ADN en las muestras de heces

Se utilizo el kit QlAamp® PowerFecal® ADN kit de la marca QIAGEN siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se descongelaron las muestras de heces en hielo y a

continuacion se inicio el protocolo.

Se pes6 200 mg de muestra de heces colocado en tubos de 2 mL que contienen
cuentas secas de 0.7 mm. Se agreg6 750 pL de solucién “Powerbead” al tubo de
cuentas secas y 60 pL de la solucion “C1” (SDS y agentes de disrupcion) y se
invertié varias veces o vortexe6 brevemente. Se introdujeron los tubos en un

bafio seco caliente a 65°C por 10 minutos.

Se colocaron los tubos en un adaptador de soporte para vortex y se vortexeo a
velocidad maxima durante 10 minutos, posteriormente se centrifugé los tubos a
13,000 rpm por 1 minuto y se transfierio el sobrenadante a un tubo limpio de 2
mL. Se agregaron 250 mL de la solucion C2 (elimina inhibidores y precipita
material organico e inorganico), se mezclé en vortex brevemente e incubd 5

minutos en hielo

Las muestras se centrifugaron a 13,000 g por 1 minuto, posteriormente se
recuperaron 600 pL del sobrenadante, se evitd tocar el pellet donde se
transfirieron a tubos de recoleccion de 2 mL limpios y se agreg6 200 pL de la
solucion C3 (precipita material organico e inorganico y elimina inhibidores). Se
incubaron las muestras de 2-8°C por 5 minutos y se centrifugaron a 13,000 g por
1 minuto. Se transfirié el sobrenadante a tubos de recoleccion limpios de 2 mL y
se agregaron 1200 pL de solucién C4 (alta concentracion de sal) y se mezclo 5

segundos.

Se coloc6 en tubos limpios de recoleccién de 2 mL las columnas “MB spin” y se
agrego6 650 pL de sobrenadante con solucién C4, se centrifugaron a 13,000 g
durante 1 minuto y se desecho el flujo continuo, se repitié hasta que se cargo el
volumen total. Se agreg6 500 uL de la solucién C5 (solucién a base de etanol) y
se centrifug6 a 13,000 g por 1 minuto, se descarté el flujo continuo y se volvié a

centrifugar en las mismas condiciones
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e Se coloco la columna cuidadosamente en un tubo de recoleccion limpio de 2 mL
y se agrego6 100 pL de solucion C6 (tampdn de elucidn estéril) en el centro de la
membrana del filtro blanco. Se realiz6 una centrifugacion final a 13,000 g por 1
minuto y se deseché la columna MB spin. Se resguardé el ADN a -70°C hasta

gue se utilizo.

10.6. Cuantificacion de ADN
Las muestras de ADN se descongelaron en hielo para posteriormente
homogeneizarlas para asi poder determinar su concentracién a una absorbancia de
260 nm (A260) en el equipo Nanodrop 2000/2000 C marca Thermo Scientific™.
Ademas, se utilizo la proporcion A260/A280 para estimar la pureza del DNA. Se
coloco 1 yL de muestra en el pedestal del equipo evitando la formaciéon de burbujas,
y una vez cuantificadas las muestras de ADN, se ajusto la concentracion a 5 ng/ pL,
esto utilizando como diluyente H,0 grado biologia molecular para posteriormente

realizar la PCR punto final.

10.7. PCR punto final para oligonucleotidos V3-V4

10.7.1. Oligonucledtidos
Tabla 2. Oligonucleétidos dirigidos a la region V3-V4 del ARNr 16S

Oligonucleétidos 5" a 3’ Producto | T de alineaciéon
(pb) °C)

Forward o sentido: TCG TCG GCA GCG TCA 500 55

GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGN

GGC WGC AG

Reverse o antisentido: GTC TCG TGG GCT CGG
AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV
GGG TAT CTAATC

10.7.2. Mezcla de reaccion PCR punto final.
La preparacion de la mezcla de reaccion de PCR punto final se realiz6é en la cabina
de flujo laminar Clase Il A/B3 se mantuvl los reactivos y muestras en hielo. Se

preparé la mezcla en tubos eppendorf de 150 pL, segun la tabla 2 a excepcion del
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ADN. Se utilizé la enzima Platinum PCR supermix High Fidelity, que es una mezcla
de ADN polimerasa, sales, magnesio y Dntp (desoxinucleétidos). Se mezclaron los
componentes de la reaccion y se afiadieron 45 L a cada tubo de PCR de 200 pL y

posteriormente se afiadio el ADN de las muestras y controles.
10.7.3. Condiciones PCR punto final

La PCR fue realizada con el termociclador QIA amplifier 96. El equipo fue
programado siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante

Tabla 3. Condiciones de PCR punto final

Condiciones de PCR punto final
Paso Etapa Tiempo Temperatura

G
1 Activacion 3 minutos 95
2 Desnaturalizacion 30 segundos 95
3 Alineacion 30 segundos 55
4 Extension 30 segundos 72
5 Elongacion final 5 minutos 72
6 Conservacion o 4

Los pasos 1, 2, 3y 4 se repitieron en 25 ciclos

10.8. Purificacion de amplicon V3-V4 de ARNr 16S
Se purificd el amplicon utilizando el kit: QIAquick® Gel Extraction Kit (250) QIAGEN.
Inicialmente se mezclaron los 50 pL de la reaccion de PCR con 50 pL de buffer PB y
se aplico al centro de la columna, posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 1
minuto, después se descarto el tubo inferior y se colocé un nuevo tubo colector para
agregar 750 pL de buffer PE al centro de la columna y se incub6 2 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifugé a 13,000 rpm por 1 min, se
cambié nuevamente el tubo colector y se volvié a centrifugar a 13,000 rpm por 1
minuto. Por Ultimo, se colocé la columna en un tubo eppendorf de 1.5 mL
previamente rotulado y se agregd 50 uL de H,0 grado biologia molecular, se incub6

10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 13,000 rpm por 1 minuto para
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eluir el DNA, se resguardd en el congelador para su posterior usé para realizar
electroforesis.

10.9. Electroforesis en gel de agarosa al 2%

Para validar los oligonucle6tidos y corroborar la formacion de un solo
producto de amplificacion del peso molecular reportado en la literatura, se
realizé la electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los productos
obtenidos de las reacciones de PCR. Donde:

e Se pesaron 2 gramos de agarosa en balanza analitica y se disolvié en 100
mL de buffer Tris, Borato, EDTA (TBE) 1 X previamente filtrado en
campana de extraccion al vacio con Filter system 500 mL de la marca
Corning, se calentd la mezcla hasta que quedo disuelto por completo. Se
dejé atemperar la mezcla y se le agregé 10 pL de SYBR Safe DNA gel

stain, y se mezcl6 cuidadosamente.

e 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 a temperatura ambiente y se retird el peine con cuidado. Se
coloco el gel en la camara de electroforesis, cubriendo con buffer TBE 1X,
Se cargaron las muestras previamente mezcladas con 5 pL de muestra, 4
UL de H,0 grado biologia molecular y 1 pL de Blue Juice. Se cargo el

marcador de peso molecular de 1000 pb en el primer carril.

e Se programé la camara a 120 mV por 45 minutos. Una vez separadas las
muestras, se colocé el gel en el transiluminador para observar las bandas

favorecidas por la luz UV.

10.10.  Estandarizacion de método
Se realiz6é un experimento previo para obtener la concentracién ideal de los
componentes de la reaccion donde se probaron diferentes concentraciones
de primers, ADN y la mezcla de reaccion de PCR Platinum PCR supermix

High Fidelity (Tabla 4). Se utilizé6 el ADN de un nifio sano de 3 afios y se
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probaron 8 diferentes condiciones y el control de no templado (NTC). En la
condicion 1 se prepar6 la mezcla con 44 pL de Mastermix, 0.5 pL de cada
primer (16-SF y 16-SR) a una concentracion de 0.1 uM y 5 uL de DNA a una
concentracion de 5 ng/uL para tener 25 ng en total, no se diluyé la muestra
obteniendo un volumen final de 50 pL. En la condicion 2 se preparé la mezcla
con 43 puL de Mastermix, 1 pL de cada primer (16-SF y 16-SR) a una
concentracion de 0.2 uM y 5 pL de DNA a una concentracion de 5 ng/pL para
tener 25 ng en total, no se diluy6 la muestra obteniendo un volumen final de
50 pL.

En la condicion 3 se preparé la mezcla con 35 pL de Mastermix, 0.5 uL de
cada primer (16-SF y 16-SR) a una concentracion de 0.1 uMy 5 puL de DNA a
una concentracion de 5 ng/pL para tener 25 ng en total, se diluy6 la muestra
agregando 9 pL H,0 grado biologia molecular obteniendo un volumen final
de 50 pL. En la condicion 4 se preparé la mezcla con 35 pL de Mastermix, 1
UL de cada primer (16-SF y 16-SR) a una concentracion de 0.2 uM y 5 uL de
DNA a una concentracion de 5 ng/pL para tener 25 ng en total, se diluyo la
muestra agregando 8 pL H,0 grado biologia molecular obteniendo un

volumen final de 50 pL.

En la condicion 5 se preparo la mezcla con 39 pL de Mastermix, 0.5 pL de
cada primer (16-SF y 16-SR) a una concentracion de 0.1 uM y 10 uL de DNA
a una concentracion de 5 ng/uL para tener 50 ng en total, no se diluyo la
muestra obteniendo un volumen final de 50 pL. En la condicién 6 se preparo
la mezcla con 38 puL de Mastermix, 1 yL de cada primer (16-SF y 16-SR) a
una concentracion de 0.2 uM y 10 uL de DNA a una concentracion de 5 ng/uL
para tener 50 ng en total, no se diluyé la muestra obteniendo un volumen final
de 50 pL.

En la condicion 7 se prepard la mezcla con 35 yL de Mastermix, 0.5 yL de
cada primer (16-SF y 16-SR) a una concentracién de 0.1 uM y 10 yuL de DNA
a una concentracion de 5 ng/uL para tener 50 ng en total, se diluy6é la
muestra agregando 4 pL H,0 grado biologia molecular obteniendo un

volumen final de 50 yL. En la condicién 8 se preparé la mezcla con 35 uL de
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Mastermix, 1 pL de cada primer (16-SF y 16-SR) a una concentracion de 0.2

uMy 10 pL de DNA a una concentracién de 5 ng/uL para tener 50 ng en total,

se diluyé la muestra agregando 3 upL H,0

obteniendo un volumen final de 50 pL.

grado biologia molecular

Tabla 4. Estandarizacion de la amplificacion de las regiones V3-V4 del ARNr 16S

Condicion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 NTC
Volumen pL
Mastermix 44 43 35 35 39 38 35 35 35
16-SF (10 uM) 0.5 1 0.5 1 0.5 1 0.5 1 0.5
16-SR (10 uM) 0.5 1 0.5 1 0.5 1 0.5 1 0.5
DNA (5 ng/ pL) 5 5 5 5 10 10 10 10 -
H,O0 - - 9 8 - - 4 3 14
Volumen final 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Concentraciones finales
Primers [uM] 0.1 0.2 0.1 0.2 0.1 0.2 0.1 0.2 0.1
DNA [ng] 25 25 25 25 50 50 50 50 -

Posteriormente se corrié un gel en electroforesis para verificar cual condicion
es la ideal, donde la banda esta 6ptima. Las muestras purificadas (P) indican
gue hubo un procedimiento de purificacion con el kit QIAquick® Gel
Extraction Kit (250) QIAGEN. Con el fin de mejorar la condicién de las
muestras. Se obtuvieron bandas en todas las condiciones sin purificar y
purificadas, sin embargo, hubo condiciones donde se aprecian mejor las
bandas siendo las condiciones: 1, 1P, 2, 2P, 4, 4P, 5, 5P, 6, 6P, 8, 8P (Figura
5) Las bandas de las condiciones 3, 3P 7 y 7 P, aunque estan presentes,
estas se observaron de menor intensidad. En el carril de NTC no se observo
ninguna banda, mostrando que no se encuentran contaminados los reactivos
utilizados, asi como el procedimiento fue el adecuado, teniendo cuidado al

manipular el experimento. Las mejores condiciones fueron la 2P y la 6P al
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observarse las bandas mas intensas y definidas. Considerando que en la
condicién 6P se utilizO6 mayor cantidad de DNA (10 pL), y tendiendo un
resultado igual de favorecedor con 2 P que se ocupé menos DNA (5 pL), se
decidié utilizar la condicion 2 purificada para poder continuar nuestros

experimentos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14 15 16 17

Tamarnio (pb)
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Figura 5. Productos de PCR estandarizacion

Andlisis de los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Se muestran los productos de PCR amplificados a partir del DNA extraido de heces.
(1) Marcador de peso molecular en pares de bases (pb), (2) condicion 1, (3)
condicion 1 purificada, (4) condicion 2, (5) condicion 2 purificada, (6) condicion 3, (7)
condicion 3 purificada, (8) condicién 4, (9) condicion 4 purificada, (10) condicién 5,
(11) condicion 5 purificada, (12) condicion 6, (13) condicion 6 purificada, (14)
condicion 7, (15) condicion 7 purificada, (16) condicion 8, (17) condicion 8 purificada,
(18) NTC (control de no templado). Se observa en el carril 5 (Condicidon nimero 2
purificada) la mejor al obtener una banda mejor definida y utilizar menos ADN
muestra

10.11. Cuantificacion de microbiota intestinal mediante secuenciacion de la
region V3-V4 del gen 16S ribosomal.
Se llevd a cabo la PCR punto final de alta fidelidad con el kit Platinium PCR
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supermix High Fidelity (Invitrogen) utilizando como templado el ADN extraido de las
heces de 80 lactantes con antecedente de nacimiento prematuro para producir un
amplicon de aproximadamente 500 pb correspondiente a la region V3- V4 del gen
16S ribosomal. El amplicon generado fue entregado a la Unidad de Secuenciacion
del Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) donde se realiz6 el
indexado, la preparacion de librerias y la secuenciacion por sintesis de lecturas
pareadas de 2 x 250 pb (500 ciclos) en la plataforma lllumina MiSeq. El analisis de
las secuencias se llevd a cabo en colaboracién con la Dra. Berenice Palacios
Gonzélez del INMEGEN.

10.12.  Andlisis Bioinformatico
Las lecturas fastq de Illumina se procesaron con el paquete de Software (QIIME 2,
del inglés Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2). La calidad de eliminacion
de ruido, la verificacion de quimeras y la agrupacion se realizaron utilizando la
instruccion emparejada de eliminacion de ruido dada 2 (Callahan et al., 2016)
(Bolyen et al., 2019). La base de datos SILVA (release_138) se us6 como la base de
datos 16S de referencia, junto con el clasificador entrenado basado en el algoritmo
naive Bayes para una asignacion taxonomica al 97 %, usando la instruccién de
clasificador de caracteristicas classify-sklearn. Se generdé un arbol filogenético
enraizado para mas pruebas estadisticas de diversidad Shannon, Simpson y Chao
a, y pruebas de diversidad UniFrac B no ponderadas y PCoA derivado (Analisis de

coordenadas principales), utilizando Phyloseq y Vegan R Packages.

Con el paquete DeSeg2 R de Bioconductor, se realizdé un analisis de abundancia
diferencial, con correccion de inferencia multiple de Benjamini-Hochberg, para
identificar variantes de secuencia del amplicon (ASV por sus siglas en inglés)
diferencialmente abundantes entre los grupos de estudio. Los resultados se

consideraron estadisticamente significativos con una p ajustada <0,05.

10.13.  Andlisis estadistico
Los datos son descritos como la media + el error estandar. Los datos paramétricos
como lo es la SDG, peso, edad, Apgar 1 minuto, de los grupos de estudio fueron
analizados primero con una prueba de normalidad Shapiro Wilk para identificar qué

prueba estadistica utilizar, si es normal se aplicé andlisis de varianza (ANOVA) de
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una via con post-test de Tukey, si no es normal se aplico test de Kruskal Wallis con
post-test de Dunn en el programa GraphPad Prism versién 8. Los datos no
paramétricos como tipo de alimentacién, enfermedades de la madre o patologias del
neonato fueron analizados con Prueba de probabilidad exacta de Fisher o Chi-
cuadrada con el programa Fisher Exact Probability Test: 2x3 de VassarStats. Una
p<0.05 fue considerada estadisticamente significativa.
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11. Resultados

Entre marzo del 2018 y junio del 2019, 17 neonatos prematuros menores a 37
semanas de edad gestacional nacidos de madres > 18 afios, fueron elegibles para
participar en este estudio observacional, longitudinal, analitico con disefio de
cohorte retrospectiva, previo consentimiento informado de la madre. Se analizaron
17 infantes prematuros y se clasificaron en 3 grupos de estudio segun los dias que
recibieron tratamiento de antibiéticos (ABT) durante el periodo neonatal: sin
antibiéticos (No ABT, n=3), de tres a siete dias de ABT (3-7 d ABT, n=7), y ocho o
mas dias de ABT (=8 d ABT, n = 7). Se analizaron 19 muestras de grupo control,
gue corresponden a 2 de nacimiento (1_1), 5 cercanas al egreso (1_3), 7 al egreso
(1_4),2 alos 6 meses (1_5), 3 alos 12 meses (1_6). En el grupo 3-7 dias ABT se
analizaron 35 muestras que corresponden a 3 de nacimiento (2_1), 2 cercanas al
nacimiento (2_2), 6 cercanas al egreso (2_3), 8 al egreso (2_4), 9 a los 6 meses
(2_5), 7 alos 12 meses (2_6). En el grupo 28 d ABT se analizaron 26 muestras que
corresponden a 3 cercanas al egreso (3_3), 8 al egreso (3_4), 8 a los 6 meses
(3_5), 7 alos 12 meses (3_6).

En la tabla 5 se observan los datos demograficos, antropomeétricos, diagnésticos
clinicos y tipo de alimentacion neonatal, asi como también los antecedentes
infecciosos maternos de los grupos de estudio. La mayoria de los neonatos del
grupo control nacieron via cesarea y presentaron una media de 32.2 SDG
clasificandolos en neonatos prematuros moderados a tardios, el grupo de 3-7 dias
ATB nacieron la mayoria por cesarea al igual que los 28 dias de antibiotico. Los
neonatos del grupo 3-7 dias de antibidtico (3-7 d ABT) tuvieron en promedio 29.3
SDG, mientras que el grupo de 8 o mas dias de antibidtico (=8 d ABT) fue en
promedio de 27.7 SDG categorizando a los neonatos de estos grupos como
prematuros extremos. Se observo una diferencia estadistica entre las SDG del
grupo control en comparacion con el grupo 28 dias ABT, resultando este ultimo
menor. En el grupo control en su totalidad fueron del género femenino y en los
grupos de antibiotico en ambos grupos la mayoria fueron nifios (71.4% en cada
grupo), al igual hubo 2 gemelos en cada grupo (28.6%). En el peso al nacimiento en
el grupo control en promedio pesaron 1471 gramos, mientras que el grupo 3-7 d el
promedio fue de 1045 gramos y en el grupo 28 d ABT de 1002 gramos, se observa

una tendencia a disminuir en este grupo a comparacién del grupo control. Los
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grupos de 3-7 d ATB y =8 d ABT pasaron mas dias en estancia hospitalaria (64 y 79
dias respectivamente), sin embargo, no hubo diferencias estadisticas con respecto
al grupo control. Los RN de la cohorte no tuvieron diferencias en el RCIU, peso y
talla registrado al egreso de la estancia hospitalaria y el perimetro cefalico (Tabla 5).
En cuanto a la nutricién los grupos 3-7 d ATB y 28 d ABT recibieron mas dias
alimentacién parenteral (17 y 18 dias respectivamente) que el grupo control que
recibi6 9 dias en promedio. La mayoria de los neonatos recibieron como
alimentacién leche humana y leche humana fortificada. El grupo =8 d ABT tard6 mas
dias en alcanzar los 150 mL/Kg/dia por via oral, tardando en promedio 19 dias a
comparacién del grupo control y el grupo 3-7 d ABT de 11 y 12 dias

respectivamente.

En cuanto a los datos maternos en el grupo control el 33.3% tuvo un peso normal y
el 66.6% sobrepeso; en el grupo 3-7 d ABT hubo un 28.6% de madres con peso
normal, un 42.9% de madres con sobrepeso y un 28.6% con obesidad, en el grupo
28 d ABT hubo un 14.3% de madres con peso normal, un 57.1% de madres con
sobrepeso y 28.6% con obesidad, no se observaron diferencias significativas entre
grupos. Se observa que al menos hay una madre en cada grupo que presento
preeclampsia, en hipertension el grupo control no presentd dicha patologia, el grupo
3-7 d ABT hubo un 14.3% de incidencia, asi como en el grupo =8 d ABT el 28.6%.
En cuanto hipotiroidismo el grupo control hubo un 66.6% que presentaron dicha
condicion médica, el grupo 3-7 d ABT el 28.66% y el grupo =28 d ABT el 42.9%. Solo
el grupo 3-7 d ABT y 28 d ABT presentaron el 14.3% de diabetes gestacional, y en
la edad materna las madres oscilan entre 25 afios en el grupo control, de 32 afios
en el grupo 3-7 d ABT y en 31 anos en el grupo 28 d ABT En ninguna de estos
pardmetros antes descritos se observaron diferencias estadisticamente

significativas.

No presentaron los neonatos prematuros sepsis temprana en ninguno de los grupos
de estudio, pero en el grupo 28 d ABT hubo un 28.6% (2 neonatos) que presentaron
sepsis tardia y choque séptico. Solamente en el grupo 3-7 d ABT el 28.6% presentd
ECN., en el grupo 3-7 d ABT el 28.6% presenté nheumonia por atipicos y en el grupo
28 d ABT el 71.4%. En cuanto a sindrome de dificultad respiratoria el grupo No ABT
presentd un 66.6%, el grupo 3-7 d ABT un 71.4% y el grupo =8 d ABT un 85.7 que
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fue casi la mayoria. También se observé para el grupo NO ABT un 33.3%, el grupo
3-7d ABT un 71.4% y el grupo =28 d ABT un 85.7% en displasia broncopulmonar. En
cuanto a la anemia el grupo No ABT no presentd ninguna madre con dicha
patologia, el grupo 3-7 d ABT un 28.6% y el grupo =8 d ABT un 85.7%, en este si
observamos una diferencia estadistica significativa, donde obtuvimos un valor de p <
a 0.05 (p = 0.028). Los neonatos que reciben mas de 8 dias antibiéticos y presentan
anemia se puede deber por su prematurez o deberse a otros factores que implican
en la salud de estos neonatos prematuros. Se obtuvo en el grupo No ABT el 66.6%,
en el grupo 3-7 d ABT un 14.3% y el grupo =8 d ABT 42.9% que presentaron
conducto arterioso permeable, en cuanto a hiperbilirrubinemia se obtuvo en el grupo
No ABT el 66.6%, en el grupo 3-7 d ABT un 71.4% y el grupo 28 d ABT 57.1%. En
apnea el grupo No ABT presento el 33.3%, en el grupo 3-7 d ABT un 28.6% y el
grupo =8 d ABT 14.3%. En cuanto a la hemorragia intraventricular en el grupo No
ABT presentaron el 33.3%, en el grupo 3-7 d ABT un 57.1% y el grupo =28 d ABT
71.4% Por ultimo en el grupo No ABT no presentaron retinopatia del recién nacido,
en el grupo 3-7 d ABT un 57.1% y el grupo =28 d ABT el 71.4%.

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

3-7 dias ABT 28 dias ABT

No ABT (n=3) (n=7) (n=7) p- Value
Datos de nacimiento y antropométricos
SDG 322+1.3 293+1.7 277 £1.7 0.0085** (a)
ABX Prenatal 3(100) 7 (100) 7 (100) 1
Cesarea (%) 2(66.7) 5(71.4) 4 (57.1) 0.999
Género femenino (%) 3 (100) 2 (28.6) 2 (28.6) 0.156
Género masculino (%) 0 (0) 5(71.4) 5(71.4) 0.156
Unico (%) 3 (100) 5(71.4) 5(71.4) 0.999
Multiple (%) 0 (0) 2 (28.6) 2 (28.6) 0.999
Peso al nacimiento (g) 1471 £ 164.2 1045 £ 285.0 1002 £ 278.5 0.0594
Dias estancia hospitalaria 35+3.8 64 +23.7 79 +33.6 0.0914
APG al minuto 5+3.6 6+21 4+£22 0.2436
APG al 5 8+1.1 8+1.2 7+13 0.1745
Somatometria
RCIU 0 (0) 2 (28.6) 1(14.3) 1
Peso egreso 1937 £ 127.9 2275 +292.5 2516 +531.6 0.1408
Talla egreso 43114 44 £2.4 45+ 3 0.3289
PC egreso 31+1.1 31+1.0 32+21 0.3991
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Dias nutricién parenteral
(NTP)
LH (%)

LH + LHF (%)
LH + LHF + F (%)
LH + F (%)
Dia de vida 150 mL /Kg/
Dia

Peso normal
Sobrepeso
Obesidad
Preeclampsia
Hipertension
Hipotiroidismo
Diabetes gestacional
Edad

Sepsis temprana
Sepsis tardia
Choque séptico
ECN
Neumonia atipicos
SDR
Displasia broncopulmonar
Anemia
Conducto arterioso
permeable
Hiperbilirrubinemia
Apnea
HIV (hemorragia
intraventricular)
Retinopatia del recién
nacido

Nutricién

9+6.9 17 +£12.0
0 (0) 0 (0)
2 (66.7) 4 (57.1)
1(33.3) 2 (28.6)
0 (0) 1(14.3)
11+6.4 12+39
Datos Maternos
1(33.3) 2 (28.6)
2 (66.6) 3 (42.9)
0 (0) 2 (28.6)
1(33.3) 1(14.3)
0 (0) 1(14.3)
2 (66.6) 2 (28.6)
0 (0) 1(14.3)
25+7.1 32+5.2
Patologias neonato
0 (0) 0 (0)
0 (0) 0 (0)
0 (0) 0 (0)
0 (0) 2 (28.6)
0 (0) 2 (28.6)
2 (66.6) 5(71.4)
1 (33.3) 5 (71.4)
0 (0) 2 (28.6)
2 (66.6) 1(14.3)
2 (66.6) 5(71.4)
1 (33.3) 2 (28.6)
1 (33.3) 4 (57.1)
0 (0) 4 (57.1)

18 +8.4
1(14.3)
5 (71.4)
0 (0)

1(14.3)

19+8.6

1(14.3)
4 (57.1)
2 (28.6)
1(14.3)
2 (28.6)
3 (42.9)
1(14.3)
31+6.4

0 (0)
2 (28.6)
2 (28.6)

0 (0)
5 (71.4)
6 (85.7)
6 (85.7)
6 (85.7)

3 (42.9)
4 (57.1)
1 (14.3)
5 (71.4)

5 (71.4)

0.4090
0.999
0.822
0.351
0.999

0.1290

0.999
0.999
0.999

0.811
0.999
0.3505

1
0.64
0.64
0.64
0.156
0.999
0.311
0.028*(b)

0.438
0.999
0.999

0.471

0.176

SDG: Semanas de gestacion; abx: antibiotico; RCIU: Retraso del crecimiento
intrauterino; PC: perimetro cefalico; NTP; LH: Leche humana; LHF; Leche humana
fortificada; F: formula lactea; ECN: Enterocolitis necrosante; SDR: Sindrome de
dificultad respiratoria; HIV: hemorragia intraventricular. Una P<0.05 fue considerada
estadisticamente significativa. (a): entre el grupo No ABT y; (b) entre grupo Al y A3.

Después de realizar la extraccion de ADN de las muestras de heces fecales, se

realiz6 la purificacion del oligonucleétido de V3-V4, después se realiz6 un analisis
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de los productos de PCR a través de la metodologia de electroforesis en gel de
agarosa, donde se observan los productos de aproximadamente 500 pares de base.
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Figura 6. Productos de PCR de muestras de heces infantiles

Andlisis de los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Se muestran los productos de PCR amplificados a partir de DNA extraido y
purificado de heces infantiles con los oligonucleétidos de la region V3-V4 del ARNr
16S. A la izquierda del gel indica el marcador de pesos moleculares (M) en pares
de bases.

11.1. Analisis de microbiota intestinal de neonatos prematuros
mediante secuenciacion de ARNr 16S

Después del analisis bioinformatico con QIIME 2. Se obtuvieron las graficas
correspondientes a las abundancias relativas por Filo, Familia y Género. En cuanto
a Filo (Figura 7) se observé que al nacimiento (1_1) una abundancia mayor de
Proteobacterias, siguiendo de Firmicutes y se observé una abundancia menor de
Actinobacteria, cercana al egreso (1_3) se observd un aumento de Firmicutes y una
reduccion de Proteobacterias y Actinobacterias, en el egreso (1_4) hay un ligero
aumento de Firmicutes al igual que se vio ligeramente disminuido la abundancia de
Proteobacterias y Actinobacterias, a los 6 meses (1_5) se observé mayor diversidad

de filos, presenta Bacteroidetes en una abundancia mayor, mayor abundancia de




Actinobacterias y Firmicutes ha disminuido siendo el segundo filo mas abundante
después de Proteobacterias, a los 12 meses (1_6) presenta dominando
Proteobacterias, y siendo muy similares Firmicutes y Actinobacteria y por dltimo
Bacteroidetes. Cuanto al grupo de 3-7 d ABT al nacimiento (2_1) se observa una
dominancia de Proteobacterias y en menor cantidad abundancia de Firmicutes, en
cuanto a cercana al nacimiento (2_2) se ve un ligero aumento de Firmicutes,
observamos que cercana al egreso (2_3) continla el aumento de Firmicutes y se
comienza a apreciar la abundancia de Actinobacterias, al egreso (1_4) hay un
aumento de Firmicutes y una reduccion de Proteobacterias, a los 6 meses (2_5)
existe una mayor abundancia de Bacteroidetes al igual que Actinobacterias, y a los

12 meses (2_6) hay aun mayor abundancia de Bacteroidetes y Actinobacterias. Por

ultimo en el grupo de estudio =28 d ABT, cercana al egreso (3_3) se aprecian mas
abundantes las Proteobacterias, seguidas de Firmicutes y en menor abundancia
Actinobacterias, para el egreso (3_4) hay un aumento drastico en la abundancia de
Firmicutes, muy similar al grupo de 3-7 d ABT, a los 6 meses (3_5) se observo la
presencia de Bacteroidetes y mayor abundancia de Actinobacterias, a los 12 meses
(1_6) se siguio observando este aumento de Bacteroidetes, observamos que hay un
aumento de Firmicutes en comparacion del grupo control donde predominan las

Proteobacterias a este tiempo.
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Figura 7. Composicion taxonémica a nivel de filo

De muestras de secuencias de la region V3-V4 del gen codificante del 16S ARNr; en
funcidn de grupos de estudio y subdividido en temporalidad. ElI primer nimero
corresponde a el grupo: (1) =No ABT, (2)= 3-7 d ABT y (3)= 28 d ABT. El segundo

namero corresponde a la temporalidad de la muestra: 1: al nacimiento, 2: cercana al

nacimiento, 3: cercana al egreso, 4: egreso, 5: a los 6 meses y 6: a los 12 meses.

En cuanto a Familia (Figura 8) se observé que al nacimiento (1_1) existe una
abundancia mayor de Enterobacteriaceae seguida por Peptostreptococcaceae y
Streptococcaceae, cercana al egreso (1_3) se observé el aumento de Clostridiaceae
y Veillonellaceae, al egreso (1_4) aumenta Peptostreptococcaceae, a los 6 meses
(1.5) se observd una diversidad mayor al encontrar mas familias como

Bacteroidaceae, Bifidobacteriaceae, entre otras, para los 12 meses (1_6) se vié un
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aumento de Bifidobacteriaceae, Lachnospiraceae y una disminucion de
Clostridiaceae y Veillonellaceae con respecto a los 6 meses. Para el grupo de 3-7 d
ABT al nacimiento (2_1) la familia mas abundante es Enterobacteriaceae, cercana al
nacimiento (2_2) se vi6 un aumento en la abundancia de Clostridiaceae y
Enterococcaceae, cercana al egreso (2_3) se apreci6 un aumento de
Veillonellaceae y Clostridiaceae, al egreso (2_4) se vi6 un aumento de
Lachnospiraceae y Clostridiaceae y una disminucion de Enterobacteriaceae, a los 6
meses (2_5) se observé una mayor riqueza de familias, notandose Veillonellaceae,
Bacteroidaceae y Lachnospiraceae, y a los 12 meses se vié un aumento de
Lachnospiraceae, Bacteroidaceae, Bifidobacteriaceae, pero se ve en menor
proporcion que el grupo control esta Gltima familia. Para el grupo =28 d ABT, cercana
al egreso (3.3) se observa Peptostreptococcaceae, Clostridiaceae vy
Enterobacteriaceae en mayor proporcion, para el egreso (3_4) se aprecia un
aumento de Clostridiaceae y Veillonellaceae, a los 6 meses (3_5) hay un aumento
de Bifidobacteriaceae, Bacteroidaceae, Lachnospiraceae y una reduccion drastica
de Clostridiaceae, para los 12 meses (1_6) se aprecia un aumento de
Bacteroidaceae, Lachnospiraceae y de Veillonellaceae.
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2 3-
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16-
1.5-
1.4-
13-
11-
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Enterobacteriaceae Bacteroidaceae Pasteurellaceae
Clostridiaceae_1 Bifidobacteriaceae Erysipelotrichaceae
Family Veillonellaceae Streptococcaceae Staphylococcaceae
Lachnospiraceae Ruminococcaceae Eggerthellaceae
Peptostreptococcaceae Enterococcaceae Micrococcaceae

Figura 8. Composicion taxonémica a nivel de familia

Composicion taxondmica a nivel de familia de muestra de secuencias de la regién

V3-V4 del gen codificante del 16S ARNr; en funcion de grupos de estudio y
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subdividido en temporalidad. El primer namero corresponde a el grupo: (1) =No
ABT, (2)= 3-7 d ABT y (3)==28 d ABT. El segundo numero corresponde a la
temporalidad de la muestra: 1: al nacimiento, 2: cercana al nacimiento, 3: cercana al

egreso, 4: egreso, 5: alos 6 meses y 6: alos 12 meses.

En el gréfico de género (Figura 9) se observa una abundancia relativa al nacimiento
(1_1) mayor de Escherichia-Shigella y Klebsiella, cercana al egreso (1_3) se
observé el aumento de Clostridium y Veillonella, al egreso (1_4) aumenté aln mas
Clostridium y Streptococcus, a los 6 meses (1_5) se observé una diversidad mayor
al encontrarse mas géneros como Bacteroides, Bifidobacterias entre otras, para los
12 meses (1_6) se vio un aumento de Bifidobacterias, Blautia, y Faecalibacterium,
también se observo una disminucion de Clostridium y Bacteroides. Para el grupo de
3-7 d ABT al nacimiento (2_1) el género mas abundante fue Escherichia-Shigella
seguido por Klebsiella y Enterobacter, cercana al nacimiento (2_2) se vié un
aumento en la abundancia de Clostridium y una disminucion de Klebsiella en
comparacion del nacimiento , cercana al egreso (2_3) se aprecié un aumento de
Veillonella y Clostridium, al egreso (2_4) se viéo un aumento aun mas de Clostridium
y una disminucion de Escherichia-Shigella, a los 6 meses (2_5) se observé una
mayor riqueza de familias, notandose Bacteroides, Klebsiella, Veillonella y
Faecalibacterium, y a los 12 meses se viO un aumento de Bacteroides,
Bifidobacterium aunque se observa menor abundancia con respecto al grupo
control. Para el grupo =28 d ABT, cercana al egreso (3_3) se observo Klebsiella,
Clostridium y Escherichia-Shigella en mayor proporcién, para el egreso (3_4) se
aprecio un aumento de Clostridium y Veillonella, a los 6 meses (3_5) hubo un
aumento de Bifidobacterias, Bacteroides, Flavonifractor y una reduccion drastica de
Clostridium, para los 12 meses (1_6) se aprecio un aumento de Bacteroides, Blautia

y de Veillonella.
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Figura 9. Composicion taxonomica a nivel de género

Composicion taxondmica a nivel de género de muestra de secuencias de la region
V3-V4 del gen codificante del 16S ARNr; en funcion de grupos de estudio y
subdividido en temporalidad. El primer nimero corresponde a el grupo: (1) = No
ABT, (2) = 3-7 d ABT y (3) =28 d ABT. El segundo numero corresponde a la
temporalidad de la muestra: 1: al nacimiento, 2: cercana al nacimiento, 3: cercana al

egreso, 4: egreso, 5: alos 6 meses y 6: a los 12 meses.

Para evaluar los efectos de las alteraciones en la diversidad bacteriana se midio la
rigueza bacteriana, la diversidad filogenética y la uniformidad en cada muestra. El
uso de antibiéticos no demostré cambios significativos entre grupos control y de
tratamiento con antibidticos cercana al egreso, egreso, 6 meses y 12 meses. Pero la
diversidad a fue aumentando conforme pasaba el tiempo y aunque no es
estadisticamente significativo se observo una tendencia a disminuir esta diversidad
al afio del grupo 3 que fue tratado con mas de 8 dias de antibiético con respecto a
los demas, esto usando un andlisis de Chaol, sin embargo, en los demas analisis
de Shannon y Simpson esta tendencia no se observa. El analisis por Chao 1, nos

indica una estimacion de la abundancia de muestras.
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El analisis con Shannon cuantifica la incertidumbre al predecir la identidad de
especies de un individuo. Valores menores a 2 se considera una baja diversidad,
como observamos en todos nuestros grupos en temporalidades muy cercanas al
nacimiento, pero al afio de vida este valor esta entre 2 y 3 indicando una diversidad
adecuada
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Figura 11. Andlisis de diversidad a por Shannon

Andlisis de diversidad alfa medido por la riqueza de especies de la comunidad y
diversidad (numero efectivo de especies de Shannon)
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El analisis por Simpson es una medida de concentracién, valores cercanos a 1
representan baja dominancia y valores cercanos a 0 una alta dominancia,
observamos que los grupos a los 12 meses muestran una baja dominancia,
indicando una diversidad mas amplia en comparacion de los cercanos al nacimiento
gue hay una dominancia mas alta al acercarse mas a 0.
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Figura 12. Analisis de diversidad a por Simpson.

Andlisis de diversidad alfa medido por la rigueza de especies de la comunidad y
diversidad (Simpson).

El analisis de la diversidad B mide las similitudes entre las muestras en funcion de la
composicion microbiana, donde evalla las alteraciones que afectan la composicion
y la recuperacion de un ecosistema microbiano completo. Se realizaron analisis de
conjuntos de datos de ARNr 16S utilizando el algoritmo UniFrac. Este algoritmo
evalla la similitud entre las comunidades microbianas en funcién del grado de
comparticion de longitud de las ramas en un arbol de la vida bacteriana por parte de

los taxones que las conforman.
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Figura 13. Anadlisis de diversidad : componentes principales

Analisis de diversidad B de muestras calculando las distancias Unifrac ponderadas.
Las muestras fueron codificadas por colores segun al grupo y temporalidad.

La exposicion a los antibiéticos alterd significativamente la abundancia de diversos
taxones bacterianos durante los primeros 12 meses de vida. Fundamentandose en
el andlisis LEfSe, los taxones que se muestran en la siguiente figura fueron
significativamente mas abundantes con respecto a los otros grupos (P <0.01). Se
observé en el grupo control que al nacimiento presenta mas abundancia de
Streptococcus y Staphylococcus y a los 6 meses un aumento de Bifidobacterias,
Faecalibacterium y Eggerthella. En el grupo que recibié de 3 a 7 dias de antibidticos
a los 12 meses (2_6) se observo que existe un aumento de Bacteroides, Blautia y
Clostridium Innocuum Group. Por ultimo, en el grupo de mas de 8 dias de
tratamiento con antibiético, cercana al egreso hay un aumento de Enterococcus, al
egreso hubo mayor abundancia de Clostridium sensu stricto, a los 6 meses presenté
una mayor abundancia de Haemophilus, Flavonifractor y Ersypelatoclostridium y a

los 12 meses de Veillonella.
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Figura 14. LEfSe

Se observan 14 clados taxonémicos diferencialmente abundantes (a = 0,01) con
una puntuacion LDA superior a 4.
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Figura 15. Diversidad a a través del tiempo: indice Chaol

a) Grupo sin tratamiento de antibiéticos, 1_1 nacimiento, 1_3 cercana al egreso, 1_4
egreso, 1 5 alos 6 meses y 1 6 a los 12 meses. Se observa una diferencia
estadisticamente significativa (por test Kruskal-Wallis) entre el nacimiento y el
egreso (p=0.0475), entre el nacimiento y los 6 meses (p= 0.0047), entre el
nacimiento y al afio de vida (p= 0.0055), entre cercana al egreso y a los 6 meses (p=
0.0114), cercana al egreso y a los 12 meses (p= 0.0125). b) Grupo con tratamiento
de antibidticos de 3 a 7 dias, 2_1 nacimiento,2_2 cercana al nacimiento, 2 3
cercana al egreso, 2_4 egreso, 2 5alos 6 mesesy 2 6 alos 12 meses. Se observa
una diferencia estadisticamente significativa (por test Kruskal-Wallis) entre el
nacimiento y a los 12 meses (p=0.0044) entre cercana al nacimiento y a los 12
meses (p= 0.0468) y entre cercana al egreso y a los 6 meses (p= 0.0225). c) Grupo
con tratamiento de antibidticos =8 dias, 3_3 cercana al egreso, 3 4 egreso, 3_ 5 a

los 6 mesesy 3 6 alos 12 meses (por test Kruskal-Wallis).
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12. Discusion.

En este trabajo se analiz6 la abundancia relativa de bacterias en muestras de heces
de neonatos prematuros que recibieron o no tratamiento con antibioticos para
evaluar las posibles alteraciones de la M.l que se asocian al uso de estos
medicamentos. Para ello, se utilizé la secuenciacién del gen 16S ARNTr, el cual nos
permitié identificar los diferentes Filos, Familias y Géneros bacterianos presentes.

La M.l desempefia un papel importante en la salud humana, participando en la
homeostasis, el sistema inmunoldgico y el metabolismo. Su desequilibrio se ha
asociado con diversas enfermedades [1]. La composicién y diversidad de la
microbiota se ve influenciada por el tipo de alimentacion en lactantes. Se ha
observado que los lactantes alimentados con leche materna tienen una microbiota
diferente a aquellos alimentados con férmula, con una mayor presencia de
Bifidobacterias en los primeros y de Escherichia coli, Clostridium difficile,
Bacteroides fragilis y Lactobacilos en los alimentados con férmula [34].

En nuestro estudio de neonatos prematuros, se conformé una cohorte que incluyé
tres grupos: un grupo control sin tratamiento con antibioticos después del
nacimiento, y dos grupos de acuerdo con los dias de antibiético durante el periodo
neonatal. Los grupos de estudio estuvieron conformados por 3 neonatos controles
(grupo No ABT), 7 neonatos tratados con antibidticos de 3 a 7 dias ABT y 6
neonatos tratados con antibidticos =8 dias ABT. Existieron diferencias
estadisticamente significativas en las SDG entre el grupo control y el 28 dias ABT,
mostrando que el grupo control son neonatos prematuros de moderado a tardio es
decir de 32 a 37 SDG mientras que el grupo =8 dias ABT son prematuros extremos
0 muy prematuros con una media de 27.7 SDG con desviacién estandar de 1.7.
Esto concuerda con los dias de tratamiento del grupo =8 dias ABT ya que esta
descrito que los prematuros extremos son mas susceptibles a enfermedades

infecciosas.

En cuanto al tipo de nacimiento no hubo diferencias estadisticas significativas entre
grupos, asi como en el género. En la dieta en todos los grupos la mayoria recibio
una nutricibn compuesta de leche humana mas leche humana fortificada, lo que nos
indica que estos infantes reciben prebidticos y probidticos provenientes de la leche

materna como HMO vy bacterias del género Bifidobacterium [25]; [38]. En cuestion de
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datos maternos como sobrepeso, preeclampsia, hipertensién, hipotiroidismo,
diabetes gestacional no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

De nuestros pacientes en el grupo 28 d ABT existieron 2 neonatos que presentaron
sepsis tardia, 2 con choque séptico, 5 que presentaron neumonia por atipicos, 6 con
SDR. En cuanto al grupo 3 a 7 dias ABT presentaron 2 neonatos ECN, 2 neumonia
por atipicos, 5 con SDR. En el grupo control 2 neonatos presentaron solamente
sindrome de dificultad respiratoria pero ninguna enfermedad infecciosa. En cuanto a
la anemia si se vieron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y el grupo 28 d ABT donde se observa que la anemia es mas frecuente en el
grupo grupo =8 d ABT con un 85.7% y en el grupo control es nulo. En estudios se
describe que los recién nacidos prematuros al presentar riflones inmaduros no
pueden producir suficiente eritropoyetina (EPO) lo que provoca una anemia del
prematuro (AOP, del inglés Anemy of prematurity), la EPO es una hormona esencial

para la produccion de eritrocitos [93].

En muchas situaciones, los médicos comienzan un tratamiento empirico con
antibidticos cuando hay sospecha o riesgo de infeccion, incluso si se realizan
cultivos bacterianos, en ocasiones no se logra aislar el agente causal debido a la
dificultad de cultivar ciertas bacterias. En estos casos, se recurre a métodos de
diagnostico molecular, como la deteccion de ADN bacteriano mediante PCR, para
lograr un diagnéstico preciso y efectivo. Los esquemas utilizados fueron
combinaciones de AMP/AMK, que se emplean como profilaxis en casos de
sospecha de sepsis relacionada con infecciones maternas previas y en casos de
sepsis neonatal temprana, que ocurre durante las primeras 72 horas después del
nacimiento. Nuestros resultados mostraron que en infantes prematuros que
recibieron un tratamiento de 3-7 dias de antibiéticos hay una mayor abundancia de

Bacteroides, Blautia y Clostridium a comparacion de los demas grupos.

La sepsis neonatal temprana se produce cuando las bacterias se transmiten
verticalmente de la madre al recién nacido. En estos casos, se implementa una
terapia antibiética empirica temprana que puede salvar la vida de los neonatos. Sin
embargo, esta terapia también puede tener efectos perjudiciales al aumentar el
riesgo de sepsis o0 enterocolitis necrotizante (ECN). Esto se debe al aumento de la

presién selectiva de los antibiéticos, que puede provocar la pérdida de diversidad
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bacteriana en el intestino y el aumento de la presencia de patégenos multidrogo
resistentes (MDR)

Se utilizé otro esquema denominado P/TZP/VAN, el cual se emplea en casos de
sepsis tardia que ocurre después de las primeras 72 horas de vida, asi como en
neonatos con enterocolitis necrosante. Ademas, otros esquemas pueden utilizarse
como MEM (Meropenem), CLR (claritromicina), AZT (azitromicina). El uso de MEM
esta indicado principalmente cuando se detecta la presencia de bacterias
productoras de BLEE (B-lactamasas de espectro extendido) en los cultivos
bacterianos, asi como en casos de choque séptico. Por su parte, CLR se administra
cuando el neonato presenta neumonia causada por agentes atipicos. La
azitromicina se administra para tratar infecciones bacterianas como bronquitis o

neumonia

En un estudio realizado por Chernikova y colaboradores en 2018 describen que la
familia bacteriana dominante identificada en muestras de heces de lactantes
prematuros fue Enterobacteriaceae representando un 32% de las lecturas
normalizadas, estudio que realizaron con secuenciacion del ARNr 16S region V3-V4
[61], lo que empatd los resultados de nuestra cohorte de neonatos prematuros que
presentan en todos los grupos y todas las temporalidades una mayor proporcion de

Enterobacteriaceae.

Nuestros resultados revelan sobre la abundancia relativa de bacterias, inicialmente
con el grupo control al nacimiento observamos diferencias significativas en cuanto a
la abundancia que es mayor de Streptococcus y Staphylococcus conforme a los
otros grupos. Chernikova describe que la proporciéon de Staphylococcus es del 6%
en infantes pretérmino y conforme a nuestros resultados el grupo control empata
con esta aseveracion, pero también se observa que esta cantidad va disminuyendo

en los grupos tratados con antibiéticos [61]

También observamos que este grupo control que no recibié antibiéticos a los 12
meses existe una diferencia significativa en mayor abundancia con Bifidobacterium,
Faecalibacterium y Eggerthella con respecto a los grupos de 3-7 d ABT y 28 d ABT.
Uzan y colaboradores en 2021 describen en un estudio de neonatos a término sobre
la exposicion de antibiéticos y la perturbacién de la M.l indican que en el grupo

tratado con antibiéticos hay un aumento en la abundancia relativa de Blautia a
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comparacion del grupo control, donde se observa mayor abundancia de
Bifidobacterias [94].

Las bifidobacterias se asocian a multiples beneficios en la salud del infante, y se ha
demostrado que la ausencia de esta se asocia a un aumento de riesgo de desarrollo
de alergias y asma [95] , ademas se ha sugerido que compromete la funcion

inmune, volviendose mas susceptible a enfermedades infecciosas [47].

Segun nuestro informe, en el grupo 3-7 dias tratado con antibiéticos, se demostro
una diferencia estadisticamente significativa en la abundancia a los 12 meses. En
este grupo, se encontr6 un aumento en la presencia de Bacteroides, Blautia y
Clostridium innocuum. Sin embargo, otro estudio realizado por Chernikova y sus
colegas en 2018 describio que el uso de antibidticos en recién nacidos,
especialmente en lactantes prematuros, se asocidé con una menor abundancia de
Bifidobacterium y Bacteroides. Este estudio se llevo a cabo en una cohorte de 206
lactantes, y las muestras se analizaron a partir de las 6 semanas de vida
extrauterina[61] Empatando a nuestros hallazgos, en los grupos tratados con
antibioticos, se demostré una menor abundancia tanto de Bifidobacterium como de

Bacteroides al momento del egreso.

Se ha estudiado y se sospecha que el aumento de algunas especies de Clostridium
como Clostridium butyricum, Clostridium perfringens y Clostridium neonatale se ve

relacionado con un aumento en la incidencia de ECN[96]

En el grupo 28 d ABT en una edad cercana al egreso observamos mayor presencia
de Enterococcus, empatando nuestros resultados con un estudio realizado en recién
nacidos prematuros de peso muy bajo al nacer tratados con antibioticos se
evaluaron los perfiles de la M.l donde hallaron que en el grupo de tratamiento de
antibiotico por 7 dias las especies de Enterococcus fueron significativamente mas
abundantes [97].

Al egreso en el grupo =8 d ABT observamos un aumento en la abundancia de
Clostridium sensu stricto 1 conforme a los demas grupos de estudio. Xu y
colaboradores en el 2022 reportan en su estudio que la abundancia es mayor de
Clostridium en neonatos prematuros que no fueron tratados con antibiéticos a las 3
semanas en comparacion a la semana de vida extrauterina [98], en comparacién

con nuestro estudio este aumento de la abundancia de Clostridium denota que en
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lactantes que se les administré antibiéticos 0 no van a tener un aumento en la
abundancia de Clostridium en el tiempo de 3 semanas y hasta el egreso y después

en el tiempo este ir4 disminuyendo a los 6 meses.

A los 6 meses en el grupo tratado mas de 8 dias con antibiéticos hay una diferencia
significativa sobre el aumento en la abundancia de Haemophilus, Flavonifractor, y
Erysipelatoclostridium con respecto a los demés grupos. En el estudio de Bokulich y
colaboradores, se encontr6 que la exposicion neonatal a antibiéticos aumenta la
abundancia de la clase de Clostridiales en la microbiota intestinal infantil a los 12
meses [99].

Hill y colaboradores en el 2017 reportan una abundancia de Haemophilus en grupos
de neonatos pretérmino [100] en nuestro estudio observamos un aumento en la
abundancia siendo una diferencia estadisticamente significativa conforme a los otros
grupos de estudio, empatando nuestros hallazgos. Al afio se observa un aumento
de Veillonella en el grupo 28 d ABT, esto se ha reportado que en los neonatos
prematuros que recibieron un tratamiento de antibiotico después de los 12 meses

comienza a aumentar la abundancia de esta bacteria en la microbiota intestinal [99]

Un estudio elaborado por Bubser y colaboradores de tipo retrospectivo, analizaron
1407 lactantes prematuros con edad gestacional menor a las 32 SDG nacidos en
Alemania, se les administr0 antibidticos en la primera semana postnatal,
descubrieron que la exposicidon temprana a los antibioticos no afecta el riesgo de
colonizacion con organismos resistentes a multiples farmacos (MDRO por sus siglas

en inglés) y patdgenos altamente epidémicos en lactantes prematuros.

La diversidad bacteriana va aumentando con la edad. Observamos que la diversidad
alfa aumenta conforme aumenta la edad de los lactantes en cada uno de nuestros
grupos estudiados. En un estudio de 40 neonatos prematuros y con un peso muy
bajo al nacer que recibieron tratamiento con antibiéticos, se analizé la M.l de heces,
a través de secuenciacion de amplicones que cubren la regién V3 generada con
cebadores optimizados, los neonatos prematuros albergan una proporcién relativa
mayor de Firmicutes al nacimiento, y de Proteobacteria posteriormente [101]. En
nuestro estudio la diversidad alfa no se ve alterada de manera estadisticamente

significativa entre el grupo control y los grupos tratados con antibiéticos comparados
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en cada edad, pero si se observa una disminucion de Bifidobacterium en los grupos
tratados con antibiéticos y un aumento en Klebsiella
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13. Conclusiones

Encontramos una asociacion entre el uso prolongado de antibioticos con una menor
cantidad en la abundancia de Bifidobacterium y una mayor abundancia de
Enterococcus, Clostridium, Haemophilus y Veillonella en lactantes prematuros
tratados con antibi6ticos en comparacién con los lactantes prematuros que no
recibieron antibiéticos. Aunque no observamos que la diversidad alfa bacteriana
fuera significativamente diferente entre grupos en los distintos tiempos, si se
observa que aumenta esta diversidad alfa con el aumento de la edad del infante.
Segun nuestros hallazgos, sugerimos que la administracion de antibiticos en
lactantes prematuros conlleva a cambios en la composicion de la microbiota

intestinal.
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