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Capitulo I. Resumen

Introduccién: El nacimiento prematuro es la principal causa de mortalidad en los
recién nacidos, y los bebés con muy bajo peso al nacer suelen experimentar varias
complicaciones. La leche materna se considera el estandar de oro de la nutricion,
especialmente para los bebés prematuros con colonizacién intestinal retardada,
porque contiene microorganismos beneficiosos, como los lactobacilos y las

bifidobacterias.

Objetivo: Analizar la microbiota intestinal de lactantes prematuros alimentados con

leche materna con un peso al nacer igual o inferior a 1.500 g.

Material y método: Se realiz6 un estudio observacional en recién nacidos
prematuros con hasta 36.6 semanas de gestacién y peso al nacer de 1500 g o
menos, en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez de Monterrey,
Nuevo Ledn, México. Un total de 40 recién nacidos prematuros se clasificaron en
grupos de alimentacion con leche materna (LM) y de alimentacién mixta (MF) (21
en el grupo de LM y 19 en el grupo de MF), desde octubre de 2017 hasta junio de
2019. Se recolectaron muestras fecales antes de ser introducidos a cualquier tipo
de alimentacion. Una vez que se logro la alimentacion enteral completa, se analizo
la composicion de la microbiota intestinal mediante la secuenciacion del gen 16S
rRNA. Las variables numéricas se compararon mediante la prueba t de Student o la

prueba U de Mann-Whitney para variables no paramétricas. También se calcularon
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dominancia, uniformidad, equitabilidad, el indice de Margalef, alfa de Fisher, indice

Chao-1 e indice de diversidad de Shannon.

Resultados: No se observaron diferencias significativas a nivel de género entre los
grupos. La comparacion de clases indic6 recuentos mas altos de
Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria en la muestra inicial en comparacion con
la final del grupo BM (P <0,011). Ademas, se detectaron recuentos mas altos de
gammaproteobacterias en la muestra final que en la inicial (P = 0,040). Segun el
indice de Margalef, alfa de Fisher y el indice Chao-1, se observd una disminucién
en lariqueza de especies desde la muestra inicial hasta la final, independientemente
del tipo de alimentacién (P < 0,050). Los cuatro filos predominantes fueron
Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria, siendo Proteobacteria la
mas abundante. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las

muestras inicial y final a nivel de filo.

Conclusiones: Nuestro estudio mostré que la lactancia materna se asocia con una
disminucién de alfaproteobacterias y betaproteobacterias y un aumento de
gammaproteobacterias, lo que contribuye a la literatura sobre la estructura de la

microbiota intestinal de los prematuros con muy bajo peso al nacer.

Palabras claves:

Microbiota intestinal, leche materna, prematuro, Proteobacteria, 16S rRNA.
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Capitulo Il. Marco teérico.

1. Antecedentes
Se conoce como prematuro al producto de edad gestacional menor de 37

semanas de gestacion y con peso al nacer menor de 2 mil 500 gramos. !

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cada afio nacen en el
mundo 15 millones de prematuros. De los cuales 1.1 millones mueren cada afio

debido a complicaciones en el parto. 2

El nacimiento pretérmino ocasiona una importante morbimortalidad infantil a nivel
mundial; se coloca como la primera causa de mortalidad en los recién nacidos. Las
principales razones de ingreso a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales
(UCIN) en el prematuro son: membrana hialina, enfermedad pulmonar cronica,
asfixia, sepsis, aspiracion de liquido meconial, apnea, malformaciones (atresia
intestinal y defectos de pared abdominal) cardiopatias y enterocolitis necrotizante.
Mas de las tres cuartas partes de los bebés pretérmino pueden tener una evolucion

adecuada si reciben cuidados sencillos, eficaces y poco costosos. 2

En Estados Unidos de América, 1 de cada 8 recién nacidos es prematuro, y aquellos
de muy bajo peso al nacer experimentan complicaciones neuroldgicas,
gastrointestinales y/o respiratorias. En México, 250 mil recién nacidos se adelantan
a la fecha programada para el nacimiento, de acuerdo a cifras de la OMS. La tasa
de nacimiento de prematuros es de 7.3 por cada 100. 2En el afio 2014 en el Hospital

Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” nacieron aproximadamente 7,000 nifios,
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de los cuales alrededor de 600 fueron prematuros y de ellos 100 tuvieron un peso

menor a 1500 gramos.

Durante el ultimo trimestre del embarazo el feto esta expuesto continuamente a la
proteccion de factores como citocinas y anticuerpos que obtiene al tragar liquido
amniotico, el cual contiene altas cantidades de ellos. Los lactantes que nacen antes
de tiempo experimentan una interrupcion subita de la exposicion de su orofaringe y
tracto gastrointestinal a estos factores protectores que estimulan el sistema
inmunologico. Los niveles de inmunoglobulina G en el recién nacido estan
influenciados basicamente por el paso transplacentario de inmunoglobulina G
materna. El aporte completo se logra por transporte activo a través de la placenta e
inicia aproximadamente a la semana 32 de gestaciéon. 4® Por lo tanto, la
supervivencia de estos nifios esta asociada a complicaciones a mediano y largo
plazo, incluyendo septicemia, enterocolitis necrotizante, hemorragia intraventricular
y secuelas del desarrollo neuroldgico. El bajo peso al nacer es un factor que
predispone al desarrollo de diversas morbilidades, como la enterocolitis
necrotizante, la hemorragia intraventricular, infecciébn nosocomial, entre otras, por lo
gue muchos lactantes requieren cuidados intensivos, recibir antibioticoterapia y
liquidos intravenosos por periodos prolongados.

La inestabilidad clinica normalmente impide la alimentacion enteral en los primeros

dias de vida de los recién nacidos de bajo peso. ’

Es de suma importancia que en la etapa neonatal se proporcione a los nifios una

alimentacion adecuada que permita su crecimiento y desarrollo normal. Los recién
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nacidos pretérmino con bajo peso al nacer requieren una alimentacion para corregir
su deficiencia nutricional, ya que tienen pocas reservas nutrimentales. 8

La nutricibn enteral se prefiere a la nutricion parenteral total ya que evita las
complicaciones relacionadas con la cateterizacion vascular. El objetivo de la
alimentacion en lactantes de bajo peso al nacer es alcanzar la via enteral total en el
menor tiempo posible, manteniendo al mismo tiempo el crecimiento y la nutricion
optima. ° En los neonatos pretérmino es un reto administrar una alimentacion
enteral, debido a la inmadurez fisiologica del sistema gastrointestinal. A las 24
semanas, el tubo digestivo del neonato esta estructuralmente completo, sin
embargo, su motilidad aln estd en desarrollo, la peristalsis aun no esta bien
regulada, por lo que a las 32 semanas es inmadura. Ademas, aun carecen de la
habilidad para coordinar la deglucién-succién, por lo que estan en riesgo de tener
manifestaciones de intolerancia alimentaria y eventualmente, enterocolitis. & 10

La nutricion enteral minima es un término que refleja el intento de facilitar la
maduracion estructural, funcional y microbiana de un intestino inmaduro mediante
la administracion de pequefias cantidades de leche, ademas de la nutricion
parenteral suministrada rutinariamente. ! Se ha observado que los prematuros que
reciben nutricion enteral minima desarrollan un mejor transito intestinal, que es mas
rapido y con patrones de motilidad intestinal normales en menor tiempo, lo que se
traduce en mejor tolerancia digestiva y un menor tiempo para alcanzar la nutricion
enteral completa. !

Ademas, muchos de los biofactores protectores presentes en el liquido amniético
también se encuentran en la leche materna, conformando un método natural que

promueve el adecuado desarrollo y crecimiento del bebé. 12 La leche materna del
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recién nacido pretérmino en las 4 primeras semanas posnatales es mas rica en
nutrientes y esta mas cerca de aportar los requerimientos de las primeras semanas
que la leche materna “madura”. 11

La alimentacion con leche materna, especialmente de manera exclusiva en los
primeros 14 a 28 dias de vida, reduce las complicaciones neonatales, mejora la

progresion a alimentacion enteral y permite una fuerte estimulaciéon inmune. 3

Antecedentes Directos:

La leche materna es la alimentacién ideal para el recién nacido debido a que
contiene diferentes factores inmunes ademas del aporte nutricional necesario para
ellos. Sin embargo, el comienzo de la lactancia materna directa antes de las 32
semanas no es una practica comin en muchas UCIN. 14-16

El calostro protege contra infecciones y alergias al transferir inmunidad pasiva al
recién nacido por absorcion intestinal de inmunoglobulinas. *?

Entre los beneficios que la leche materna proporciona a esta poblaciéon altamente
vulnerable, se incluyen la disminucién de las tasas de sepsis de aparicion tardia, de
retinopatia del prematuro y de enterocolitis necrotizante en comparaciéon con los
bebés prematuros que reciben féormula. 13

Se cree que la colonizacidbn microbiana desempefa un papel importante en la
disminucién de enterocolitis necrotizante. La alimentacion con seno materno es uno
de muchos factores que influyen en la composicion de la microbiota intestinal en

recién nacidos a término. 12° El recién nacido prematuro alimentado con leche
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materna presenta menor retencion gastrica y un vaciamiento gastrico mas rapido
que los alimentados con férmula para prematuro. !

La leche materna proporciona varios compuestos bioactivos que influyen en el
crecimiento, la modulacién y maduracién del sistema inmune, la proteccion en
contra de patdgenos y toxinas y, por ultimo, el establecimiento de la microbiota
intestinal.

Esto se debe a que la leche materna contiene microorganismos benéficos tales
como los lactobacilos y bifidobacterias y es reconocido que la microbiota intestinal
también tiene un papel crucial en el desarrollo del sistema inmune. 20-22

La microbiota de los recién nacidos prematuros es diferente de la de los lactantes
nacidos a término y se caracteriza por un retraso en la colonizacion de los intestinos
y una escasez en las especies bacterianas, en contraste con la microbiota de

multiples cepas aerdbicas y anaerébicas de bebés nacidos a término. 23

Diversos factores relacionados tanto al recién nacido como a su entorno influyen en
la composicién de la microbiota intestinal. Una manera de minimizar alteraciones en
ella es por medio de la leche materna.?*

La colonizacién intestinal afecta el sistema inmune neonatal, especialmente en
recién nacidos con una respuesta inmadura que no cuentan con el apoyo de los
componentes bioactivos de la leche materna. 2* El recién nacido prematuro se
caracteriza por tener un retraso en la colonizacién que esta aln mas comprometida
por la infusion de nutricion parenteral total en ellos, lo que resulta en un mayor riesgo
de invasion por bacterias patogenas. Ademas, el intestino prematuro es mas

susceptible a la invasion microbiana que el intestino de recién nacidos a término. 2
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La colonizacion bacteriana y la respuesta inmune inadecuadas predisponen a la
enterocolitis necrotizante, una enfermedad gastrointestinal grave de los recién
nacidos prematuros. 2°> Los andlisis de heces infantiles muestran que la densidad y
distribucion de especies bacterianas bajas o con sobre crecimiento bacteriano son

comiUnmente asociados a esta enfermedad. 26

En la mayoria de los casos de nifios prematuros no es posible que la madre los
alimente con seno materno ya que los recién nacidos se encuentran hospitalizados
en estado clinicamente inestable. Por esta razén, se han realizado algunos estudios
clinicos en los que el calostro se administra en cantidades tan pequefias que el nifio

no necesita tragar. 1327

El calostro interactia con el tejido linfoide en la orofaringe y es administrado
mediante aplicadores solamente en la mucosa de las mejillas para su absorcion
durante los primeros dias de vida. Estudios han demostrado que esta técnica es
segura, factible y bien tolerada incluso por los prematuros mas pequefios, sin
embargo, se requiere de trabajos mas extensos que reproduzcan estos efectos para
comprobar su eficacia. Dicho procedimiento posee bajo riesgo y ofrece un alto

beneficio para los recién nacidos vulnerables. 1327

Asi mismo, se ha sugerido que los oligosacéaridos de la leche materna interfieren
con la adhesién de las bacterias en la cavidad oral, lo que se traduce en una
reduccion en el riesgo de otitis media e infecciones del tracto respiratorio inferior.

De igual manera, la inmunoglobulina A secretora es un anticuerpo que inhibe la
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unién de patdégenos a la barrera epitelial de la mucosa respiratoria e intestinal,
razones por lo cual la administracion orofaringea del calostro a recién nacidos

pretérmino puede ser considerada un complemento. 28

Las bifidobacterias y lactobacilos son los principales microorganismos que se
observaron en la microbiota de las heces de los bebés alimentados con leche
materna.?°

Las bifidobacterias comprenden las bacterias intestinales predominantes para los
primeros 3 a 6 dias de vida en los bebés a término alimentados con leche materna,
representan hasta el 90% del recuento total de bacterias de la microbiota intestinal.
Los recién nacidos alimentados con férmula tienen aproximadamente 20% menos
bifidobacterias en el intestino. %°

La leche materna contiene cantidades significativas de bifidobacterias que deben
ser consideradas como una posible fuente importante de bacterias en el
establecimiento de la microbiota intestinal del recién nacido. 3° El tracto
gastrointestinal neonatal experimenta cambios estructurales y funcionales que son
influenciados por la dieta. 3!

En los ultimos 10 afios, el uso de técnicas de microbiologia molecular ha contribuido
al conocimiento sobre el desarrollo de la microbiota intestinal a un nivel que
anteriormente era imposible de lograr con técnicas de cultivo clasicas, cuando solo
el 25% de las bacterias de este ecosistema se han cultivado hasta la fecha. Nuestro
conocimiento del desarrollo de la microbiota se ha beneficiado mucho de estas

ultimas tecnologias. 32
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Pocos estudios han empleado andlisis independientes a los cultivos fecales para

investigar la diversidad bacteriana en las heces de recién nacidos.

La metagenomica estudia el conjunto de genomas de los microorganismos de un
determinado entorno, directamente a través de muestras de ese habitat, sin
necesidad de aislarlos y cultivarlos. El uso de esta técnica combinada con las
nuevas tecnologias de secuenciacion masiva ha permitido un gran avance en el
estudio de la ecologia y la diversidad de las comunidades microbianas de
practicamente cualquier ambiente. Obtiene secuencias del genoma de diferentes

microorganismos incluidos los que no son cultivables. 33

La microbiota actualmente esta siendo descrita en términos de riqueza y diversidad,
composicién y funcionalidad. 3436 Las técnicas actuales de andlisis de microbiomas
se basan en la secuenciacion del gen 16 S rRNA bacteriano, identificandolo
filogenéticamente. 34 El término Filo se utiliza en la taxonomia o clasificacién tanto
de animales como de los microorganismos, eucariotas y procariotas, bacterias y
arqueas. Es la categoria inferior al Reino y superior de la Clase. Todos los miembros
de un mismo filo comparten ciertas caracteristicas, como un plan general de
organizacién y mayor similitud entre sus ADN que con especies pertenecientes a
otros filos. El Reino Bacteria comprende unos 30 Filos. 3¢ 3’De acuerdo a
investigaciones disponibles, la microbiota intestinal "normal” o "sana" se compone
de los Filos de bacterias: Firmicutes, que incluye a los Lactobacilos, y Bacteroidetes

(> 90 %), seguido de Actinobacteria y Verrucomicrobia. 3537
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Estos estudios a nivel molecular, facilitados por las técnicas de analisis de
metagendmica estan transformando nuestra comprension de como el microbioma
intestinal modula morfolégica, gastrointestinal e inmunolégicamente el desarrollo y
la biologia del recién nacido en general. En el nacimiento, el tracto intestinal del
bebé es funcionalmente inmaduro y estéril. En consecuencia, el periodo neonatal
es una fase critica, tanto para el desarrollo digestivo como para la colonizacion
intestinal. 3!

El tracto gastrointestinal humano alberga una comunidad microbiana muy compleja.
A pesar de la alta variabilidad entre individuos, los estudios recientes de
metagendmica han identificado diferentes enterotipos de microbiota en los seres
humanos, y las alteraciones de ellas relacionadas con enfermedades. Sin embargo,
la mayoria de los estudios de metagendmica se han centrado en las poblaciones
adultas, los informes en recién nacidos son escasos. La colonizacién microbiana del
tracto digestivo comienza en el nacimiento y proporciona sefiales esenciales para
el desarrollo inmune y la maduracion intestinal. Los primeros estudios de
metagendmica en el desarrollo de la microbiota intestinal se enfocan sobre todo en
los bebés nacidos a término y no en la relacion entre la microbiota y la enterocolitis

necrotizante en los recién nacidos prematuros. 38

El andlisis de la microbiota se llevara a cabo empleando metagénomica, la cual es
una técnica que permite el analisis global de la microbiota a nivel de Filo. En este
proyecto no se realizara la basqueda de patégenos especificos, sino el cambio en

la composicion de la microbiota.
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Cabe mencionar que la exposicién por via orofaringea de los factores contenidos
en la leche materna no ocurren en el lactante hasta que puede alimentarse por via
oral. El retraso o la falta de exposicion a la leche de la madre tras el nacimiento para

los neonatos prematuros pueden contribuir a morbilidades. %13

Cuando es administrado oralmente, las citocinas del calostro interactian con el
tejido linfoide en la cavidad bucal, absorbiendo los factores inmunologicos mediante

la mucosa oral estimulando el sistema inmune.

2. Planteamiento del problemay justificacion

El estudio es importante debido a la considerable cantidad de recién nacidos
pretérmino que hay en nuestra poblacion y que muestran complicaciones que llegan
incluso a poner en riesgo su vida. En los ultimos afios se ha registrado un aumento
de nifios prematuros y casi 40 mil bebés requerirdn cuidados intensivos neonatales.
En comparacion con las mdultiples condiciones aerébicas y anaerébicas de la
microbiota de los bebés nacidos a término, la microbiota de los bebés prematuros
se caracteriza por presentar un retraso en la colonizacion intestinal y una
disminucién de las especies bacterianas 3°.

Las bifidobacterias son las bacterias intestinales predominantes durante los
primeros tres a seis dias de vida en los lactantes a término alimentados con leche
materna 4°. Estas bacterias representan casi el 90% del recuento bacteriano total
de la microbiota intestinal. Los intestinos de los recién nacidos alimentados con

férmula contienen aproximadamente un 20 % menos de bifidobacterias que los de

[17]



los recién nacidos alimentados con leche materna y un mayor numero de

Bacteroides, Clostridium y Enterobacteriaceae.

ORIGINALIDAD

Se realiz6 una revision de la literatura en las bases de datos Medline/PubMed, Wiley
Online Library, Clinical Key en inglés utilizando los términos “colostrum”, “neonate”,
“‘preterm”, “breast milk”, “gut bacterial colonization”, “intestinal flora”, “microbiota”
“‘metagenomics” sin encontrar informacién que correlacione el uso de calostro por
absorcién en mucosa oral en recién nacidos pretérmino con cambios en la habilidad
de colonizar el intestino del neonato o modificar su microbiota. Actualmente no
existe un estudio en México en el que se documenten los cambios en la microbiota

intestinal en pacientes pretérmino menores a 1500 gramos con y sin administracion

de leche materna.

CONTRIBUCION DEL PROYECTO

1. Contribuye a mejorar la practica clinica de los médicos neonatélogos en el
abordaje de pacientes prematuros y disminuir su morbilidad.

2. Descripcion de la microbiota intestinal en prematuros de muy bajo peso
alimentados exclusivamente con leche materna y su comparaciéon con los
prematuros con alimentacién mixta.

3. Nos permitira conocer la prevalencia de enterocolitis necrotizante, sepsis y otras

morbilidades en los prematuros de muy bajo peso al nacer.
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4. Describir la mortalidad asociada a la prematurez.
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Capitulo Ill. Objetivos e hipoétesis

Objetivo principal

1. Analizar la microbiota intestinal de lactantes prematuros alimentados con

leche materna con un peso al nacer igual o inferior a 1.500 g.

Objetivos especificos
1. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes prematuros.
2. Describir la prevalencia especifica de cada tipo de morbilidad en los
pacientes prematuros.

3. Describir la mortalidad asociada a la prematurez.

Hipotesis

Hipotesis alterna: En el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, la
leche materna administrada por via oral desde el nacimiento modifica
favorablemente la microbiota intestinal en recién nacidos prematuros menores de

1500 gramos de peso.

Hipotesis nula: La leche materna administrada por via oral desde el nacimiento no
modifica favorablemente la microbiota intestinal en recién nacidos prematuros
menores de 1500 gramos de peso.
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Capitulo IV. Material y métodos

A) Disefio metodoldgico del estudio:

Estudio observacional, longitudinal, comparativo y prospectivo.

B) Descripcion del disefio:

Se realiz6 un estudio observacional, longitudinal, comparativo y prospectivo en
recién nacidos prematuros con hasta 36,6 semanas de gestacion o menos al
momento del nacimiento y un peso al nacer igual o inferior a 1500 g %, nacidos en
el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez en Monterrey, noreste de
México. Se incluyeron lactantes prematuros durante el periodo de octubre de 2017
a junio de 2019. Se excluyeron los lactantes con anomalias gastrointestinales
congénitas. También se excluyeron los lactantes que fueron trasladados a otra
institucién o que tenian expedientes incompletos. El nUmero de sujetos en cada
etapa del estudio se describié mediante un diagrama de flujo (Figura 1).

Se alentd a las madres de bebés en la unidad de cuidados intensivos neonatales
(UCIN) a que proporcionaran leche materna a sus bebés prematuros. El
investigador o personal calificado se reunié con cada madre que participaria en el
estudio y explico el protocolo estandarizado para la extraccion de leche materna.
Las madres recibieron instrucciones para extraer manualmente aproximadamente

10.0 ml de leche tan pronto como fue posible después del parto. Dentro de las
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primeras 24 horas del nacimiento del prematuro se recolecto6 leche materna, la cual
se almacen6 en la UCIN en un refrigerador exclusivo para muestras de leche
materna. Se capacit6 al personal de salud para el almacenamiento y administracion
de leche materna. #?

Generalmente se preferia la lactancia materna y se utilizaba formula (férmula NAN®
para bebés prematuros, compuesta por: 3,4 g de proteinas/100 kcal, DHA-ARA,
triglicéridos de cadena media, suero de leche, leche desnatada en polvo, vitaminas,
lactosa y lecitina de soja). en caso de que la cantidad de leche materna fuera
insuficiente para cubrir las necesidades de los lactantes. Tan pronto como se pudo
iniciar una estimulacién enteral minima (decision del neonatélogo tratante), se inicié
la alimentacién con un estimulo minimo (0,5 mL/kg/h por dia durante tres dias) y
luego se aumentdé a 1 mL/kg/h por dia hasta que se logré alimentacién enteral
completa (150 ml/kg/d) en todos los recién nacidos clinicamente estables que
pesaban menos de 1 kg. Los recién nacidos con peso superior a 1 kg se iniciaron
con alimentacion enteral (1 ml/kg/h por dia) hasta alcanzar 150 ml/kg/d. No se utiliz6
leche de donante humana ni fortificantes de leche, y no hubo ningdn banco de leche
humana disponible en nuestro hospital durante el periodo de estudio. Se formaron
dos grupos independientes en funcion de la disponibilidad de leche materna. Un
grupo fue alimentado exclusivamente con la leche materna de su madre (BM) y el
otro grupo fue alimentado con una dieta mixta que incluia leche materna y formula
para prematuros (MF). Se incluyeron un total de 40 recién nacidos prematuros, 21
en el grupo BM y 19 en el grupo MF.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de la

Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (clave de registro:
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PE16-00009). Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los padres de

todos los recién nacidos.

Recopilacion de muestras y datos.

Antes de cualquier intervencion (administracion de leche materna o alimentacion
mixta), se recogid una muestra de la primera evacuacion intestinal de cada bebé
para analizar el microbioma intestinal. Todos los bebés prematuros fueron seguidos
durante su estancia en la UCIN y se obtuvo una segunda muestra de heces para su
andlisis después de lograr la alimentacion enteral completa (definida como 150
ml/kg/dia) (Tabla 1). Personal de enfermeria capacitado de la UCIN obtuvieron
muestras de heces utilizando un aplicador estéril y luego las colocaron en un
recipiente estéril. Posteriormente, todas las muestras fueron congeladas a -70° C y
almacenadas para su posterior andlisis. A cada muestra se le asigné un numero de
identificacion Unico. Para realizar el andlisis de la microbiota intestinal por
metagendmica se obtuvo el ADN total de cada una de las muestras de heces. Se
llevd a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para producir
millones de amplicones del gen 16S rRNA. Estos amplicones fueron sometidos a
amplificacion masiva generando asi las secuencias de nucle6tidos necesarios
para analisis microbiano. Los datos moleculares (secuencias de genes de 16S
rRNA) se procesaron mediante bioinformatica avanzada para obtener
conocimiento sobre el efecto de la intervencion de la alimentacion con leche
materna en la microbiota fecal en los recién nacidos. Se empled un enfoque

predictivo para determinar el perfil funcional de las comunidades microbianas
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fecales, lo cual afiadid informacion valiosa al papel de la microbiota intestinal en
la salud intestinal.

Ademas, se recogieron las caracteristicas demograficas y clinicas de los recién
nacidos, incluyendo el tipo de parto, tipo de alimentacién, sexo, semanas de

gestacion, peso y morbilidades en la UCIN (Tabla 1).

C) Resguardo de muestras:

Antes de cualquier intervencién (administracién de leche materna o alimentacién
mixta), se recogié una muestra de la primera evacuacion intestinal de cada bebé
para analizar el microbioma intestinal. Todos los bebés prematuros fueron seguidos
durante su estancia en la UCIN y se obtuvo una segunda muestra de heces para su
andlisis después de lograr la alimentacion enteral completa (definida como 150
ml/kg/dia) (Tabla 1). Enfermeras capacitadas de la UCIN obtuvieron las muestras
de heces utilizando un aplicador estéril y luego las colocaron en un recipiente estéril.
Posteriormente, todas las muestras bioldgicas fueron congeladas a -70° C y
almacenadas para su posterior andlisis. A cada muestra se le asigné un nimero de

identificacion Unico.

D) Tipo de estudio:

Estudio observacional.
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E) Poblacion de estudio:

Recién nacidos prematuros con hasta 36.6 semanas de gestacion o menos y con
un peso menor a 1500 g al momento del nacimiento, del Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzalez” en Monterrey, Nuevo Leo6n, noreste de México en el

periodo comprendido entre octubre 2017 a junio 2019.
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RECOLECCION DE DATOS

El presente estudio se llevo a cabo en el transcurso de 5 afios, con recoleccion de
datos recolectada a través de expedientes clinicos hasta el 31 de diciembre del
2021, con previo consentimiento informado verbal por parte de ambos

padres/tutores.

1.- Caracteristicas de la poblacion

A. Criterios de inclusién:

Recién nacidos prematuros con hasta 36.6 semanas de gestacion o menos al
momento del nacimiento y peso al nacer de 1500 g o menos, nacidos en el Hospital

Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez de Monterrey, noreste de México.

B. Criterios de exclusion:

Lactantes con anomalias gastrointestinales congénitas. Infantes que fueron

trasladados a otra institucion o tenian expedientes incompletos.

C. Criterios de eliminacion:

Pacientes pediatricos que no pudieran completar sus muestras.
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D. Lugar de referenciay método de reclutamiento:

Se reclutaron pacientes del area de Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales,

Pediatria, del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

CONFIDENCIALIDAD

Para salvaguardar la confidencialidad de los sujetos participantes, se identificaron
los sujetos con sus iniciales y niumero de participante. Toda la informacion obtenida
en la investigacidbn como datos personales, entre otros, se resguardé de manera
segura, bajo llave, en las oficinas del Departamento de Pediatria del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” en una carpeta de investigacion a la cual
Unicamente tiene acceso el personal encargado de la investigacién, y de acuerdo a
las regulaciones podra tener acceso autoridades sanitarias como la Secretaria de
Salud y el Comité de Etica en Investigacion y/o el Comité de Investigacion de

nuestra Institucion.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Utilizando una férmula para prueba de hipétesis y diferencia de dos proporciones o
con la proporcion de un valor de referencia, con un valor za de 1.96 con nivel de
significancia del 95% para dos colas, y un valor zf3 de 0.84 con una potencia de

80%, se obtuvo una muestra de 19 participantes por grupo.
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P+ P22 )(K)
(pr—p2)

valor P1 0.95

valor Q1 |0.05

valor P2 0.6

valorQ2 (0.4

valor K 10.5

pl= Proporcion esperada de la variable de interés en grupo 1.
p2= Proporcion esperada de la variable de interés en grupo 2.
gl= 1-pl (complementario, sujetos que no tienen la variable de estudio)
g2= 1-p2 (complementario, sujetos que no tienen la variable de estudio)

K= Constante K determinada por valores de za y zf3.

N=19 pacientes por grupo.
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VARIABLES A ESTUDIAR

Caracteristicas

Tipo de alimentacion: Leche materna exclusiva o Alimentacion Mixta
Género

Via de nacimiento

Categoria de prematurez

Apgar a los 5 minutos

Semanas de edad gestacional

Peso al nacimiento

Talla al nacimiento

Dias para alcanzar la alimentacion enteral completa
Dias de estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos
Sepsis tardia

Retinopatia

Enterocolitis necrotizante

Conducto arterioso permeable

Sindrome de dificultad respiratoria

Displasia broncopulmonar

Hemorragia intraventricular

Mortalidad

Filo de los microorganismos del microbioma

Clase de los microorganismos del microbioma
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un andlisis estadistico descriptivo para comparar grupos entre BM y MF.
Las variables continuas se representan como medias + desviacion estandar. Para
las variables categédricas se utilizaron porcentajes y frecuencias. Las variables
numéricas se compararon mediante la prueba t de Student para muestras
independientes con distribucién normal o mediante la prueba U de Mann-Whitney
para variables no paramétricas. Todos los andlisis se realizaron con IBM SPSS
Statistics version 20 (IBM Corp., Armonk, NY, Estados Unidos). Un valor de p< 0.05

se considerd como significativo.

La dominancia, la uniformidad, la equidad, el indice de Brillouin, el indice de
Margalef, el alfa de Fisher, el indice de Berger-Parker, el indice Chao-1, el indice de
Simpson, el indice de Menhinick y el indice de diversidad de Shannon se calcularon
utilizando el software de estadistica paleontolégica PAST (version 4.03) 3,

Las comparaciones estadisticas para cada grupo de muestra se realizaron mediante
comparaciones por pares de Kruskal-Wallis. La significacion estadistica se
establecio en P <0,050.

La estructura de la comunidad microbiana se analizo utilizando matrices de distancia
UniFrac ponderadas. Se utilizaron graficos de analisis de coordenadas principales

para visualizar los datos en estas matrices, y se utilizo un analisis de similitudes por
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pares (ANOSIM) para determinar las diferencias en las comunidades microbianas

entre los grupos.
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Capitulo V. Resultados

Caracteristicas del paciente

Un total de 40 recién nacidos prematuros que pesaban menos de 1500 g
completaron el seguimiento y fueron analizados y divididos en dos grupos: 21 en el
grupo BM y 19 en el grupo MF. Todos los bebés eran hispanos y el 65% (26/40)
eran varones. Todos los neonatos recibieron antibidticos (ampicilina y
aminoglucésidos) durante la semana inicial mientras participaban en el estudio
como parte de su tratamiento en la UCIN, sin embargo, no hubo uso de antibiéticos
antes del parto y las madres no presentaron rotura prematura de membranas. No
se observaron diferencias significativas en las caracteristicas demogréficas entre
los dos grupos. Ademas, no se observaron diferencias en las caracteristicas clinicas

de los lactantes entre los grupos (Tabla 1).

Distribucion del microbioma

Después de una estricta seleccion de secuencias de calidad, se analizaron 3132039
lecturas y se agruparon 2940310 lecturas. Ademas, para el andlisis final de
microbiota se utilizaron 2937522 lecturas identificadas dentro de los dominios
Bacteria y Archaea. Las lecturas medias por muestra fueron 36719. Para el analisis
de diversidad alfa y beta, las muestras se enrarecieron en 18000 lecturas. Luego,
los datos se evaluaron de forma multivariada para determinar las diferencias entre

los grupos.
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Los datos se han depositado en una base de datos de acceso publico: Numero de
acceso de GenBank SRA: SRR17156517. BioProyecto: PRINA786526 BioMuestra:
SAMN23683919.

No se observaron diferencias significativas a nivel de género entre los grupos BM y
MF (tanto en el momento inicial como en el final). Se construyé un dendrograma
jerérquico dual de clasificaciobn taxonémica para ver los datos de los géneros
predominantes. Las muestras con poblaciones microbianas similares se agruparon
matematicamente y se utilizaron géneros (consorcio) para la agrupacion. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos de BM y MF,
dada la falta de agrupacion entre ambos.

En el grupo BM, las comparaciones a nivel de clase indicaron recuentos mas altos
de Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria en la muestra inicial en comparacion
con la final (P < 0,011) y recuentos mas altos de Gammaproteobacteria en la
muestra final que en la muestra inicial (P = 0,040) (Tabla 2). Los cuatro filos
predominantes fueron Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria,
siendo Proteobacteria la mas abundante (Figura 2). No se observaron diferencias

significativas entre las muestras inicial y final a nivel de filo (Tabla 2).

Diversidad alfa
Se compard la diversidad de especies entre las muestras inicial y final de ambos
grupos. Se observaron diferencias significativas en los indices de Margalef, alfa de

Fisher y Chao-1 en el grupo BM. En cuanto a la uniformidad, también se observaron

[33]



diferencias significativas en el indice de Margalef, alfa de Fisher, Chao-1 y

Menhinick en el grupo MF (P <0,050) (Tabla 3).

Diversidad beta

La estructura de la comunidad microbiana se analiz6 utilizando matrices de distancia
UniFrac ponderadas. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el
conjunto filogenético en ninguno de los grupos. Ademas, no se observd ninguna
diferencia significativa en los valores de ANOSIM R (R = 0,007922601, P = 0,242,
valor Q = 0,24) entre las comunidades microbianas de los grupos BM y MF.

No hubo diferencias significativas en la estructura de la microbiota intestinal entre

los dos grupos después de la alimentacion.
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Capitulo VI. Discusion

Aunque es bien sabido que la leche materna reduce la tasa de sepsis tardia y
enterocolitis necrotizante 44, y podriamos haber esperado que el grupo de BM
tuviera esta importancia clinica en comparaciéon con el grupo de MF, estas
diferencias no se observaron en nuestro estudio posiblemente debido a que no se
realiz6 un seguimiento a mas largo plazo.

Analizamos la composicion de la microbiota intestinal mediante la secuenciacion del
gen 16S rRNA en lactantes prematuros, comparando aquellos alimentados
exclusivamente con BM y aquellos alimentados con MF. En el grupo BM, la
comparacion de clases indicé recuentos mas altos de Alphaproteobacteria y
Betaproteobacteria en la muestra inicial en comparacion con la final y recuentos
mas altos de Gammaproteobacteria en la muestra final que en la muestra inicial.
Las tres clases (Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria)

pertenecen al filo Proteobacteria.

La comunidad microbiana intestinal de recién nacidos sanos generalmente
comienza con la colonizacibn de anaerobios facultativos, seguida del
establecimiento de organismos anaerobicos obligados, como bifidobacterias y
Bacteroidetes 4> 46, Sin embargo, la colonizacion intestinal se retrasa en los bebés
prematuros y el microbioma es menos diverso, con menor abundancia de
bifidobacterias y Bacteroidetes y mayor abundancia de Proteobacterias. Mdltiples

factores pueden influir en la colonizacion inmediata del tracto gastrointestinal,
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especialmente el tipo de parto (vaginal o cesarea), y tal vez las semanas de
gestacion, lo que podria explicar las diferencias observadas en la abundancia
relativa de clases y filos en los recién nacidos segun el tipo de alimentacion incluso
antes de la intervencion 47-4°. La transmision vertical de bacterias de madre a hijo es
uno de los factores mas importantes que influyen en la maduracion de la microbiota.
Diferentes estudios describen el impacto causado por el modo de entrega. El parto
por cesarea tiene una gran influencia en la colonizacion temprana del intestino, que
se caracteriza por el agotamiento de Bacteroidetes, a diferencia de los bebés

nacidos por via vaginal °°.

La mayoria de las pacientes de nuestro estudio nacieron por cesarea por decision
del ginecdlogo. Observamos resultados similares a los descritos en la literatura, con
menos Bacteroidetes en los infantes que nacieron por cesarea.

En nuestro estudio, los cuatro filos predominantes fueron Bacteroidetes,
Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria, siendo Proteobacteria la mas
abundante. No se observaron diferencias significativas entre las muestras inicial y
final a nivel de filo y ninguna de ellas sugiri6 una tendencia. Sin embargo, un tamafio
de muestra mas alto o un estudio a largo plazo pudiese haber reflejado una

diferencia significativa.

Nuestros resultados no indicaron diferencias significativas entre los grupos dentro
del filo Proteobacteria. Sin embargo, el analisis de clases especificas de este filo
revel6 una disminucion en los recuentos de alfaproteobacterias y

betaproteobacterias en bebés prematuros que reciben leche materna. Este
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resultado es significativo porque se ha descrito que el retraso en la maduracion de
la microbiota intestinal junto con una composicién bacteriana dominada por
proteobacterias se correlaciona con la enterocolitis necrotizante y la sepsis de
aparicion tardia en bebés prematuros 5152,

Se observaron recuentos mas altos de bifidobacterias, Bacteroidetes y Clostridium
en el grupo de BM en comparacion con los del grupo de MF. Sin embargo, las
diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas. Se ha descrito
qgue las bifidobacterias se fortalecen en el microbioma intestinal de los bebés a
término que reciben leche materna en comparacion con la formula, lo que se cree
que se debe al suministro de oligosacéaridos de la leche humana. Embleton et al.
también describieron una mayor abundancia relativa de Bifidobacterium en bebés
prematuros alimentados con leche materna, aunque se describi6 en una UCIN

donde también usaban probiéticos °3.

Se ha descrito que la presencia de mayores cantidades de bifidobacterias tiene
beneficios en el intestino de los prematuros y se asocia con proteccion contra la
sepsis de aparicion tardia °*. Ademas, se ha propuesto que las bifidobacterias
producen acetato, que reduce el pH luminal y favorece la funcion de barrera
intestinal 5%, Ademas, este acetato puede convertirse en butirato, que se considera
una molécula antiinflamatoria °’.

La combinacién de Bifidobacterias con otros probidticos se ha asociado con
beneficios para los bebés prematuros. Una revision sistematica que incluyé 63
ensayos (15712 recién nacidos prematuros) mostré que la combinacion de una o

mas especies de Lactobacillus y una o mas Bifidobacterium spp tenia evidencia de
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calidad moderada o alta de reduccion de la mortalidad por todas las causas (OR:
0,56; IC del 95%: 0,39-0,80 32,

En nuestro estudio, no se utilizé leche materna de donante ni enriqguecedores de
leche. Ademas, nuestros hallazgos difieren de un ensayo similar (Asbury et al %)
gue informo6 una menor diversidad microbiana y menor abundancia de Clostridium
en bebés prematuros que también recibian una dieta exclusiva de leche materna.
Sin embargo, estos bebés prematuros estaban recibiendo fortificantes a base de
leche humana. La practica clinica varia: algunas UCIN utilizan habitualmente
fortificantes para la leche materna, mientras que otras nunca los utilizan. Los
estudios sobre los beneficios del uso de fortificantes muestran que no existen datos
de alta calidad sobre los resultados funcionales a largo plazo y la mayoria de los

fortificantes utilizados son de origen bovino 2.

La diversidad alfa es la diversidad media de especies en diferentes habitats. Se
considera un enfoque ubicuo y tiene varias definiciones dependiendo del supuesto
de diversidad de especies %°. Esto significa que se puede utilizar mas de un indice
de diversidad. En este estudio, utilizamos 11 indices de diversidad. Los indices de
diversidad se dividen en términos generales en dos tipos: indices que evaluan la
riqueza de especies (cuantos tipos hay) (por ejemplo, indice de Margalef, indice de
Menbhinick, indice Chao-1 y alfa de Fisher ) e indices que evaltuan la uniformidad
o dominancia de las especies (como se distribuyen los organismos individuales
entre las especies) (por ejemplo, indice de diversidad de Shannon, indice de
Brillouin, indice de Simpson y uniformidad) 6. Aqui, comparamos la diversidad alfa

entre las muestras inicial y final y observamos una disminucién en la riqueza de
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especies desde la muestra inicial hasta la final independientemente del tipo de
alimentacion (segun los resultados del indice de Margalef, el alfa de Fisher y el
indice Chao-1). (Tabla 3). Aunque esperabamos un aumento en la riqgueza de
especies, observamos resultados opuestos. Ma et al % encontraron que la
diversidad alfa puede aumentar significativamente hasta los seis meses de edad,
pero en nuestro estudio los recién nacidos no recibieron seguimiento hasta ese
periodo. De manera similar, estudios previos han informado que la diversidad
microbiana aumenta con la edad, lo que indica una microbiota méas compleja con el
tiempo, lo que podria explicar por qué dicha diversidad aun no se observa en

nuestras muestras %265,

La principal limitacion de este estudio fue que no incluimos un grupo alimentado
exclusivamente con formula para fines de comparacion. Sin embargo, nuestro
protocolo de UCIN fue promover la administracion de leche materna en todos los
bebés prematuros. Esto significa que encontrar bebés prematuros alimentados
exclusivamente con férmula habria sido un desafio y la aleatorizacion no habria sido
correcta eticamente. Otra limitacion fue el impacto en el intestino de la
administracion de antibiéticos que todos los recién nacidos recibieron durante la
semana inicial como parte de su tratamiento en la UCIN. El tratamiento antibiético
utiizado en nuestra UCIN podria haber afectado especialmente a bacilos
gramnegativos como Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Legionella
pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Proteus mirabilis, Helicobacter
pylori, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi entre otros. Se sabe que la

exposicion a antibiéticos disminuye la diversidad de la microbiota intestinal y cambia
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su composicion, lo que permite una cantidad mucho mayor de Proteobacteria, como
se observdO en nuestro estudio, y perjudica las cantidades de Clostridia y

Bifidobacterium 0.
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Capitulo VII. Conclusion

En conclusion, este estudio contribuye a la literatura sobre la estructura de la
comunidad microbiana intestinal de lactantes prematuros, de muy bajo peso al
nacer. La lactancia materna se asocia con una disminucion en los recuentos de
alfaproteobacterias y betaproteobacterias y un aumento de gammaproteobacterias
en bebés prematuros. Ademas, independientemente del tipo de alimentacion, la
riqueza de especies disminuye desde la muestra inicial hasta la final. La creciente
evidencia en este campo sugiere que existe potencial para crear estrategias que
podrian ayudar a reducir las morbilidades asociadas con los bebés prematuros con
muy bajo peso al nacer mediante la manipulacién de su microbiota a temprana edad
39, Se requieren mas estudios para comprender mejor los factores que pueden

afectar el desarrollo de la microbiota del recién nacido.
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Capitulo IX. Anexos

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y perinatales de 40 recién nacidos prematuros.

Tipo de alimentacién

Leche _
o Mixta, n Valor
Caracteristicas materna, n =
19 de P
21

Género
Femenino 5 (24) 9 (47) 0.113
Masculino 16 (76) 10 (53)
Via de nacimiento
Vaginal 6 (28) 4 (21) 0.582
Cesarea 15 (71) 15 (78)
Categoria de prematurez
Prematuro tardio (34-36.6 semanas de

. 0 (0) 2 (10) 0.225
gestacion)
Prematuro  (28-33.6 semanas de

- 20 (95) 15 (79)
gestacion)
Prematuro extremo (< 27.6 semanas de

- 1(5 2 (10)
gestacion)
Apgar a los 5 min
0-3 0 (0) 0 (0) 0.087
4-6 2(9) 2 (10)
7-10 19 (90) 17 (89)
Semanas de gestacion, media + DE 292 302 0.103
Peso al nacer (g), media + DE 1,180+£217 1276+169 0.132
Talla al nacer (cm), media + DE 37+3 38+2 0.338
Intubado al nacer 4 (19) 5 (26) 0.581
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Dias para alcanzar alimentacion enteral

completa, media = DE

Estancia en UCIN (dias), media £ DE
Sepsis tardia

Retinopatia

Enterocolitis necrotizante

Conducto arterioso persistente
Sindrome de dificultad respiratoria
Displasia broncopulmonar
Hemorragia intraventricular
Mortalidad

18 +10

28 +19
5 (24)
1(5)

3 (14)
6 (29)
18 (86)
4 (19)
10 (48)
0(0)

15+8

26 +17
2 (10)

0 (0)

4 (21)

5 (26)
19 (100)
3 (16)

5 (26)

2 (10)

0.346

0.668
0.413
0.997
0.685
0.994
0.239
0.991
0.202
0.218
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Tabla 2. Comparacion de abundancias relativas de clases y filos entre las muestras

inicial y final.

Tipo de alimentacion

Leche materna, n =21 Mixta, n =19
o . ' Inicial, _ '
Inicial, Final, media Valor _ Final, media Valor
media *
media + DE + DE de P + DE de P
DE
Clase
Bacteroidi
7.468 + 15 6.835+ 14 0.782 1.890+3 2.872+11 0.612
a
Flavobact 0.008 + 0.005 +
0.245 + 10 0.106 0.404 +1 0.041
eria 0.004 0.005
Sphingob 0.001 + 0.002 +
. 0.030 + 0.09 0.155 0.055+0.1 0.100
acteria 0.001 0.006
Cytophagi 0.001 + 0.0004 + 0.063 +
0.030+0.10 0.208 0.320
a 0.002 0.001 0.268
Actinobact
. 2270+ 2.0 4519+9 0.261 1.396+2 3.520+ 10 0.398
eria
Bacilli 14.975 + 17 17.794 +17 0539 19.112+29 20.131+26 0.875
Clostridia  1.664 + 30 3.525+6 0.177 15172 5.084 + 15 0.326
. 0.054 +
Mollicutes 4.334 + 17 0.274 4.424+19 4.607 =20 0.324
0.076
Erysipelot 0.0001 + 0.0006 + 0.028 + 0.0002 +
o 0.253 0.063
richia 0.0005 0.001 0.06 0.0008
Negativicu 0.337 *
1.038 £ 3.0 2440 +5 0.138 0.387 %1 0.857
tes 0.813
Alphaprot 0.017 + 0.237 +
- 0.989+1.0 0.005 0.570%1 0.103
eobacteria 0.011 0.623
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Betaprote

_ 23.550 + 27.0
obacteria
Deltaprote

' 1.585+ 4.0
obacteria
Epsilonpr

oteobacte 0.130+0.4
ria

Gammapr

oteobacte 40.831 + 30.0

ria

Phylum
Bacteroid
7.775 £ 15

etes
Actinobact

_ 2.282 +2
eria
Firmicutes 17.678 +£19
Proteobac

_ 67.087 + 24
teria

0.643
0.290
0.200
0.593

I+

I+

0.001
0.002

I+

64.381 + 24

6.786 + 14

4131 +9

23.761 +17

65.243 + 24

0.001

0.081

0.179

0.004

0.667

0.373

0.219

0.772

18.517+28 12.789 + 28

0.103
0.168

0.163+0.4

0.009 + 0.0009
0.02 0.002

51.063+36 50.182 + 34

23503 2943 +11

1.396 + 2 3.520+ 10

21.046+29 25.553 + 28

70.324+31 63.314+31

I+

I+

0.509

0.582

0.218

0.921

0.762

0.391

0.558

0.403
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Tabla 3. Estadisticas de la diversidad alfa analizando el filo.

Tipo de alimentacion

Leche materna (n = 21) Mixta (n = 19)
Inicial, Final, Inicial, Final,
media * media =* media + media =
. Valor Valor
Indice DE o DE 0 DE o DE o]
. . de P _ . de P
mediana mediana mediana mediana
(rango) (rango) (rango) (rango)
Riqueza de especies
indice de 160 =+ 137 +
0.042 153 1.31 0.0061
Margalef 0.43 0.27
_ 2.20 + 1.82 +
Alpha de Fisher 0.037 2.05 1.71 0.007*
0.68 0.41
3 8.33 + 7.29 +
Indice Chao-1 0.044 8 7 0.0071
1.96 1.23
indice de
o 0.9 0.7 0.079 0.8 0.7 0.0071
Menhinick
Dominancia de especies
_ . 0.63 + 0.60 + 0.747 + 0.699 +
Dominancia 0.617 0.396
0.18 0.22 0.153 0.189
0.26 + 0.29 + 0.194 + 0.246 =+
Igualdad 0.363 0.020
0.09 0.13 0.046 0.080
. 051 + 0.53 + 0.344 + 0.392 +
Indice de Brillouin 0.807 0.551
0.26 0.33 0.226 0.265
indice de 0.589 0.253 + 0.301 +
_ 98.00 0.4600 X 0.396
Simpson 0.153 0.189
indice de
0.68 + 065 + 0.49 + 0.51 +
diversidad de 0.755 0.819
0.29 0.34 0.250 0.26
Shannon
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_ 033 + 0.34 + 0.226 + 0.264
Equidad 0.873
0.15 0.19 0.109 0.141
Indice de Berger— 0.73 + 0.67 +
0.284 0.85 0.81
Parker 0.16 0.20
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Figura 1. Diagrama de flujo del nimero de sujetos en cada etapa del estudio.
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(potencialmente elegibles) = 71
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Figura 2. Abundancia relativa de Filos entre las muestras iniciales (previas a cualquier tipo de
alimentacion) y finales (cuando se alcanzo la alimentacion enteral completa) de 40 prematuros
alimentados con leche materna o con alimentacion mixta.
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Anexo 1. Aprobacion del Comité de Etica en Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON@ FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DR. med. MANUEL ENRIQUE DE LA O CAVAZOS
Investigador principal

Departamento de Pediatria

Presente.-

Estimado Dr. De la O:

Le informo que nuestro Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario “Dr. Jose
Eleuterio Gonzalez", ha evaluado y aprobado el proyecto de investigacion titulado: “Efectos
de la administracion oral de leche materna para estudiar la colonizacion intestinal en
neonatos prematuros con peso menor a 1500 gramos” el cual quedo registrado en esta
Subdireccion con la clave PE16-00009, participando ademas la Dra. Sandra Gabriela Sanchez
Gonzalez, Dra. med. Barbara Gabriela Cardenas del Castillo, Dr. med. Isaias Rodriguez
Balderrama, Dra. Elvira Garza Gonzalez y el Dr. Neri A. Alvares Villalobos como Co-
Investigador. De igual forma el siguiente documento:

e Protocolo en extenso, version 1.0 de fecha Mayo del 2016.
e Formato de Consentimiento Informado, version 1.0 de fecha Mayo 2016.
o Asentimiento Informado, version 1.0 de fecha Mayo 2016.

Le reitero que es su obligacion presentar a este Comité de Etica en Investigacion un informe
técnico parcial a mas tardar el dia en que se cumpla el afio de emision de este oficio, asi como
notificar la conclusion del estudio.

Sera nuestra obligacion realizar visitas de seguimiento a su sitio de investigacion para que todo
lo anterior esté debidamente consignado, en caso de no apegarse, este Comité tiene la
autoridad de suspender temporal o definitivamente la investigacion en curso, todo esto con la
finalidad de resguardar el beneficio y seguridad de todo el personal y sujetos en investigacion.

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis"
Monterrey N L., 03 da Junio de 20%6

COMITE OF INVESTIGACION
DR. med. JOSE GERARDO GARZA LEAL
Presidente del Comité de Etica en Investigacion

Comité de Etica en Investigacién

Comité de Investigacién

Av. Francisco |. Madero Pte. s/n y Av. Gonzalitos, Col. Mitras Centro, 64460 Monterray,N.L. México Apartado Postal 1-4469
Teléfonos: (+52) 8329 4050 Ext. 2870 al 2874, Corroo Eloctréni linlca@meduanl.com

Septiembre 15,2014
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Anexo 2. Aprobacion del Comité de Investigacion

‘UANL :

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON o FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DR. med. MANUEL ENRIQUE DE LA O CAVAZOS
Investigador principal

Departamento de Pediatria

Presente.-

Estimado Dr. De la O:

En respuesta a su solicitud con numero de Ingreso PI116-00137 con fecha del 19 de Mayo del
2016, recibida en las Oficinas de la Secretaria de Investigacién Clinica de la Subdireccién de
Investigacion, se extiende la siguiente DICTAMEN FAVORABLE con fundamento en los
articulos 4° parrafo cuarto y 16 de la Constitucién Politica de los Estados Unidos Mexicanos;
asi como los articulos 14-16, 99 parrafo tercero, 102, 106 del Reglamento de la Ley General
de Salud en Materia de Investigacién para la salud; asi como de los articulos 111,112y 119
del Decreto que modifica a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud
publicado el dia 2 de abril del 2014; Ademés Punto 4.4, 4.7, 6.2, 8de la Norma Oficial
Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucién de proyectos de
investigacion para la salud en seres humanos; asi como por el Reglamento interno de
Investigacién de Nuestra Institucién.

Se informa que el Comité de Investigacion ha determinado que el Protocolo de Investigacion
clinica abajo mencionado cuenta con la calidad técnica, aspectos metodolégicos y mérito
cientifico requeridos.

“Efectos de la administracién oral de leche materna para estudiar la colonizacién
intestinal en neonatos prematuros con peso menor a 1500 gramos” el cual quedé
registrado en esta Subdireccién con la clave PE16-00009.

De igual forma los siguientes documentos:
* Protocolo en extenso, versién 1.0 de fecha Mayo del 2016.

Le rgitero que es su obligacién presentar a este Comité de Investigacion un informe técnico
parf:lal a mas tardar el dia en que se cumpla el afio de emisién de este oficio, asi como
notificar la conclusién del estudio.

Sera nuestra obligacién realizar visitas de seguimiento a su sitio de investigacién para que
todo lo anterior este debidamente consignado, en caso de no apegarse, este Comité tiene la
autoridad de suspender temporal o definitivamente la investigacién en curso, todo esto con la
finalidad de resguardar el beneficio y seguridad de todo el personal y sujetos en investigacion.

Atentamente.- . n.mumwﬂ

“Alere Flammam Veritatis”
Monterrey, Nuevo Leén 03 de Junio del 2016

DR. C. GUILLERMO ELIZONDO RIOJAS ‘ T4 o8 A
Presidente del Comité de Investigacion COMITE DE INVESTICACIOM
Comité de Etica en Investigacién

Comité de Investigacion
Av. Francisco |. Madero Pte. s/n y Av. Gonzalitos, Col. Mitras Centro, 64460 Monterrey,N.L. México Apartado Postal 1-4469
Teléfonos: (+52) 8329 4050 Ext. 2870 al 2874. Correo Electrénico: investigacionclinica@meduanl.com

Septiembre 15, 2014
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