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CAPITULO I: RESUMEN

Introduccion: La hospitalizacion pediatrica y la exposicidon a antibiéticos se asocian
con alteraciones del microbioma intestinal y podrian modificar la resistencia a la
colonizacion por patégenos. En este contexto, se evalud el perfil microbiologico
intestinal mediante coprocultivo dirigido y PCR para bacterias enteropatogenas y
comensales en pacientes pediatricos hospitalizados.

Objetivo: Describir la deteccidn de bacterias enteropatdogenas y comensales en
heces de pacientes pediatricos hospitalizados y explorar su asociacion con
variables clinicas y exposiciones (p. €j., via de nacimiento, antibiéticos, probiéticos,
lactancia).

Métodos: Estudio en 91 pacientes pediatricos hospitalizados con caracterizaciéon
clinica y de exposicion antimicrobiana. Se realizé coprocultivo dirigido y se clasifico
el patron de microbiota colibacilar (normal/ausente/disminucion +, ++, +++),
definiendo “microbiota alterada” por cambios en dicho patron. Se aplico PCR para
enteropatégenos (incluyendo Aeromonas spp.) y para comensales seleccionados
(Sutterella spp., Ruminococcus torques, R. gnavus, Akkermansia muciniphila). Las
comparaciones se realizaron con Fisher/chi-cuadrada/Wilcoxon segun
correspondiera, y correlaciones con Spearman.

Resultados: El coprocultivo mostré aislamiento limitado; el patron colibacilar
evidencio microbiota alterada en 95% de los pacientes, con ausencia de microbiota
colibacilar en 12%. Por PCR, se identific6 Aeromonas spp. en 2.2% y no se
detectaron Shigella, Salmonella, C. difficile, Yersinia ni Campylobacter. En
comensales, Sutterella spp. se detectd en 66%, R. torques en 73%, R. gnavus en
92%, y no se identificdé A. muciniphila. La presencia global de comensales se
correlacioné negativamente con la presencia de patégenos (rho = -0.333; p =
0.001). Sutterella spp. mostro correlacién negativa con antibiéticos (rho = -0.258; p
= 0.014) y positiva con parto vaginal (rho = 0.247; p = 0.018), consistente con una
mayor frecuencia por via de nacimiento (p = 0.018). El uso de probidticos no mostré



diferencias significativas, con una tendencia a menor R. torques (43% vs 75%; p =
0.087).

Conclusiones: En esta cohorte pediatrica hospitalaria predominé un patrén
compatible con disbiosis colibacilar, con baja deteccion de enteropatdogenos
clasicos y alta deteccion de comensales seleccionados. La relacion inversa
comensales—patdgenos y la asociacion de Sutterella spp. con antibidticos y via de
nacimiento sugieren que exposiciones perinatales e intrahospitalarias influyen en la

composicién microbiana intestinal en el entorno hospitalario.



CAPITULO II: INTRODUCCION

2.1 Microbiota intestina, disbiosis y desarrollo humano.

La microbiota intestinal es una comunidad compleja de microorganismos que
residen en el tracto digestivo, incluyendo bacterias, virus, hongos y otros
microorganismos. Estos organismos desempefan roles esenciales en la digestion
de alimentos, la sintesis de vitaminas, la proteccion contra patégenos y la regulacion
del sistema inmunologico. En equilibrio, la microbiota intestinal contribuye
significativamente a nuestra salud general, pero cuando se desequilibra, se
relaciona con diversas enfermedades, desde problemas digestivos hasta trastornos
inmunoldégicos, neuroldgicos, psiquiatricos y metabdlicos. (1)

Recientemente, diversos estudios se han enfocado en entender la microbiota
humana y su relacion con enfermedades. Actualmente, entendemos que esta
compleja comunidad de microorganismos es crucial para mantener un estado de
salud optimo (2-4). Varios estudios han demostrado que la disbiosis de la
comunidad bacteriana puede conducir a enfermedades intestinales, incluyendo la
diarrea aguda, la enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedades autoinmunes
con sintomas gastrointestinales (4,5). Los microorganismos que componen la
microbiota intestinal en condiciones fisioldgicas, poseen relaciones complejas entre
si mismas y el huésped, dichas interacciones, son desarrolladas durante las
primeras etapas de la vida. Los microorganismos que la componen y las relaciones
que estos forman con el sistema inmune por medio de la barrera intestinal, son un
factor clave en el desarrollo de una adecuada microbiota intestinal y del sistema
inmunoldgico (6).



2.2 Composicion de la microbiota humana

Los principales microorganismos que componen la microbiota intestinal
durante las primeras etapas de la vida consisten en: Actinobacteria spp, Bacteroides
spp., Firmicutes spp, Fusobacterium spp, Proteobacteria spp, entre otras (6,7). La
composicion y diversidad de la microbiota intestinal pueden verse influenciadas por
multiples factores, incluyendo la dieta, el uso de antibidticos, y condiciones de salud
subyacentes (6). En el contexto pediatrico, una microbiota intestinal equilibrada es
fundamental para el desarrollo inmunoldgico y metabdlico adecuado, ya que
alteraciones en esta comunidad microbiana se ha asociado con diversas entidades,

como alergias, obesidad y trastornos del espectro autista (3,6,8).

La microbiota intestinal esta implicada en una variedad de funciones
fisiologicas esenciales, como la digestidn de alimentos no digeribles, la sintesis de
vitaminas (por ejemplo, vitamina K y algunas del complejo B), y la regulacién del
sistema inmunoldgico (1,2). Ademas, contribuye a la proteccion contra patégenos
mediante la competencia por nutrientes y la produccidon de sustancias

antimicrobianas.

La composicidn de la microbiota intestinal esta en constante cambio y puede
ser influenciada por una variedad de factores tanto intrinsecos como extrinsecos.
Los factores mas estudiados que alteran la composicién de la microbiota intestinal
son: la dieta (9), antibiéticos (10,11), e infecciones (12). La dieta juega un papel
fundamental, ya que diferentes nutrientes y alimentos pueden promover o inhibir el
crecimiento de distintos tipos de microorganismos (9). Ademas, la dieta no solo
afecta de forma directa por la disponibilidad de sustrato la composicion de la
microbiota, sino que también, puede alterarla de forma indirecta, al exponer
antigenos en los alimentos al sistema inmunoldgico en la luz intestinal, o la
deficiencia de algunos componentes presentes en la dieta, que inhiban el
crecimiento de ciertos microorganismos, por ejemplo, la vitamina A, puede inhibir el

crecimiento de Bacteroides vulgatus, y se ha demostrado en modelos animales que
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la deficiencia de vitamina A conlleva a una proliferacion de este

microorganismo(9,13).

2.3 Modificadores de la microbiota intestinal

El uso de antibidticos puede tener un impacto significativo y a menudo
adverso en la composicion de la microbiota intestinal. Un exponente de este
fendbmeno fue un estudio prospectivo de la microbiota intestinal en pacientes que
recibieron terapia con vancomicina oral, en estos pacientes la mayoria de los
géneros de microbiota intestinal y las unidades taxondmicas operacionales (OTUSs)
fueron eliminadas en todos los sujetos analizados, incluyendo todas las OTUs
basales del filo Bacteroidetes (14). Este tratamiento fue acompanado por una vasta
expansion de géneros asociados con infecciones, como Klebsiella y
Escherichia/Shigella. Tras la interrupcién del antibiético, se observaron diferencias
notables en la resiliencia de la microbiota entre los individuos. Mientras que algunos
lograron recuperar una composicion microbiota similar a la inicial, en otros, hasta un
89% de las OTUs abundantes no pudieron ser detectadas nuevamente. La principal
complicacion asociada al uso de antibidticos durante la estancia hospitalaria es la
infeccidn por Clostridium difficile, en donde se ha demostrado que a pesar de que
este microorganismo puede estar presente en el intestino de forma no patoldgica,
el uso de antibidticos altera la composicion de la microbiota intestinal, aumentando
la proporcion de C.difficile en el intestino, esto debido a su resistencia a los
antibiéticos y ocasionar un cuadro de colitis pseudomembranosa, condicién que

pone en peligro la vida.

La disbiosis intestinal, por una pérdida del equilibrio en las comunidades de
microorganismos en la microbiota intestinal puede presentarse clinicamente como
un cuadro de diarrea aguda (DA). Dentro de las diarreas agudas de origen
infeccioso, se evaluan por los mecanismos especificos que desencadenan un
aumento en la frecuencia de las deposiciones o un cambio en la consistencia y/o

composicion de las mismas, es asi como se dividen en diarrea secretora,
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caracterizada por una secrecion excesiva de agua y electrolitos a la luz intestinal,
donde el patdégeno involucrado posee toxinas que provocan un aumento de
segundos mensajeros dentro del enterocito, lo que a su vez provoca la secrecion
activa de iones de cloro, ocasionando un aumento del gasto fecal (15). Suele
describirse como consecuencia de la presencia anormal de agentes microbianos
como: E. coli, V. cholerae, C. difficile, C. perfringens, Shigella, Salmonella, Bacillus
cereus, Giardia lamblia, Y. Enterocolitica o S. aureus (11,16). Este fenédmeno a su
vez, se ve agravado por la presencia de mediadores inflamatorios, o citocinas

proinflamatorias, como lo es el caso de la IL-6, IL-8 o TNFa (16).

Por otro lado, las diarreas infecciosas citotoxicas se caracterizan por una
lesion directa del epitelio intestinal, tipicamente inducida por patdégenos como E. coli
enterohemorragica, Rotavirus o Cryptosporidium. Por ultimo, las diarreas agudas de
origen infeccioso pueden tener como presentacion una diarrea disentérica la cual
se caracteriza por sangre en heces, lo que implica una inflamacién del epitelio
intestinal, que suele ser ocasionada por microorganismos como Salmonella,
Shigella, Entamoeba histolytica, C. difficile, Y. Enterocolitica o Campylobacter fetus
(11,17).

Otros factores que influyen en la composicion de la microbiota intestinal
incluyen la via de nacimiento, ya que puede tener un impacto significativo en la
colonizacion inicial de la microbiota intestinal. Los bebés nacidos por parto vaginal
son expuestos a la microbiota vaginal y fecal de la madre, lo que generalmente
resulta en una colonizacion inicial dominada por bacterias beneficiosas como
Lactobacillus, Bifidobacterium y Bacteroides. En contraste, los bebés nacidos por
cesarea son inicialmente colonizados por microorganismos de la piel y del ambiente
hospitalario, lo que puede resultar en una menor diversidad microbiana y una mayor
abundancia de patdgenos oportunistas como Clostridium y Staphylococcus (20).
Esta diferencia en la colonizacién inicial puede tener implicaciones a largo plazo
para la salud del nifio, ya que una microbiota menos diversa y equilibrada esta

asociada con un mayor riesgo de enfermedades. Ademas, la lactancia materna
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versus la alimentaciéon con formula también juega un papel importante en el
desarrollo de la microbiota, ya que la leche materna contiene oligosacaridos que
favorecen el crecimiento de bacterias beneficiosas. Estos factores, combinados con
la genética del huésped y el entorno en el que vive, contribuyen a la compleja
dinamica de la microbiota intestinal a lo largo de la vida (21).

Posterior a la via de nacimiento, la dieta y el mecanismo de lactancia materna
afectan la composicion de la microbiota intestinal. Esto se ha visto demostrado a lo
largo de varias décadas por diversos estudios, donde la diversidad de la microbiota
intestinal de los nifios alimentados con férmula es mayor que los nifios alimentados
con lactancia materna, caracterizada por un aumento en la presencia de
microorganismos como Atfopobiuim, acompafada de una disminucion de la

composicion por Bifidobacterium (1,8,22).

2.4 Eje cerebro-intestino-microbiota

La microbiota intestinal afecta al individuo mas alla de la proteccion contra
trastornos gastrointestinales. El eje cerebro-intestino-microbiota es una red de
comunicacion bidireccional que conecta el sistema nervioso central y el tracto
gastrointestinal a través de sefales neuroldgicas, hormonales e inmunoldgicas.
Este eje permite que el cerebro influya en la funcion intestinal y que la microbiota
intestinal, a su vez, afecte la salud mental y emocional. Estudios recientes han
demostrado que los microorganismos intestinales pueden producir
neurotransmisores y otros compuestos que modulan el estado de animo, el
comportamiento y la respuesta al estrés. Alteraciones en esta comunicacion pueden
estar relacionadas con una variedad de condiciones, incluyendo trastornos
gastrointestinales, ansiedad, depresiéon y enfermedades neurodegenerativas,
subrayando la importancia de mantener una microbiota equilibrada para la salud
general del individuo (3,23).



2.5 Metodologias del estudio de la microbiota intestinal.

Existen distintas técnicas que permiten el estudio de la microbiota intestinal,
originalmente el estudio de la microbiota intestinal dependia del aislamiento y cultivo
de los microorganismos presentes en heces, posteriormente comenzo la
caracterizacion de la microbiota intestinal por medio de la secuenciacion del gen
16S de rRNA, o una porcion de este, lo que inicid la caracterizacion de las distintas
comunidades que componen la microbiota intestinal. Actualmente los dos abordajes
mas utilizados para la caracterizacion de la microbiota intestinal son la
secuenciacion y clasificacion taxondmica por medio del gen 16s rRNA; y el abordaje
de secuenciacion por metagendémica. La mayoria de los estudios de investigacion
que se centran en la caracterizacion de la microbiota intestinal en distintas

condiciones o etapas de la vida utilizan alguno de estos abordajes (8,24,25).

2.6 Planteamiento del problema

Los nifios hospitalizados en unidades de tercer nivel presentan un perfil de riesgo
elevado para disbiosis intestinal debido a la frecuente exposicion a antibidticos,
procedimientos invasivos y enfermedades subyacentes graves. La alteracion de la
microbiota en estos pacientes no solo puede afectar su recuperacion inmediata, sino
también predisponerlos a infecciones recurrentes, alteraciones del patron

evacuatorio y otras complicaciones a largo plazo.

A pesar de la importancia critica de la microbiota intestinal en la salud pediatrica,
existe una falta de estudios detallados que caractericen su composicion y dinamica
en nifnos hospitalizados en entornos de tercer nivel. Comprender como los factores
hospitalarios influyen en la microbiota intestinal de estos pacientes es esencial para
desarrollar estrategias de manejo y tratamiento que minimicen los efectos adversos

y promuevan la recuperacion y la salud a largo plazo.



2.7 Pregunta de investigacion

¢ Qué microorganismos predominan de un conjunto seleccionado de bacterias
enteropatdogenas y comensales en muestras de heces de pacientes pediatricos
hospitalizados?

2.8 Justificacion

Aunque se reconoce la relevancia de la microbiota intestinal en la salud
gastrointestinal, existe una brecha sustancial en la comprension de la disbiosis de
la microbiota en nifios hospitalizados. A pesar de la prevalencia y las consecuencias
graves asociadas con este trastorno, la falta de estudios especificos en el noreste
de México, en particular en un entorno hospitalario de tercer nivel, representa una
limitacion importante en la identificacion de patrones microbianos y factores
determinantes. La falta de informacion sobre la composicion microbiana en nifios
hospitalizados en un hospital de tercer nivel dificulta la implementacion de
estrategias de manejo clinico eficaces y la formulacion de politicas de salud publica
dirigidas a esta poblacion vulnerable. Por ende, este estudio observacional
transversal se propone abordar esta laguna de conocimiento, analizando la
presencia de bacterias especificas enteropatdogenas y comensales en muestras de
heces de nifios internados en un hospital de tercer nivel en Nuevo Ledn, México,
con el objetivo de aportar informacién valiosa para mejorar las practicas clinicas y

la atencion de la salud infantil en esta region.

2.9 Antecedentes

Multiples estudios se han centrado en la caracterizacién de la microbiota
intestinal, en el 2012, una revision publicada por Clemente JC et al., recopilo y
describid los esfuerzos que se han realizado para la caracterizacion de la microbiota
intestinal en distintos contextos, tales como el efecto de los antibidticos sobre la
microbiota intestinal, la microbiota intestinal durante distintas etapas de la vida, y la
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caracterizacion de la microbiota intestinal en enfermedades asociadas a disbiosis
como enfermedades autoinmunes, alérgicas, obesidad, diabetes tipo 2 o

enfermedad intestinal inflamatoria (6).

En el 2015, Singh et al., de la universidad de Michigan, caracterizaron la microbiota
intestinal de pacientes con infecciones gastrointestinales y 75 familiares
aparentemente sanos para identificar las diferencias en la composicion de la
microbiota intestinal en infecciones gastrointestinales (15). Encontraron variaciones
en la abundancia de bacterias del filo Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes, el
grupo de pacientes tenian una mayor abundancia de las Proteobacterias
provenientes del geno Escherichia, respecto al grupo control, donde el principal
phylum identificado fue Bacteroides.

De forma similar en 2017, The HC. et. al, estudiaron los cambios en la composicién
de la microbiota intestinal durante y después de un proceso de DA (12). Se
analizaron un total de 200 muestras de heces de nifios vietnamitas, de las cuales
55 eran muestras de sujetos sanos sin diarrea y 145 eran muestras obtenidas de
pacientes con un cuadro de DA, utilizando la secuenciaciéon de 16S rRNA , se
encontré la presencia de microorganismos patégenos (Norovirus, Rotavirus,
Salmonella, y Campylobacter) en 15/54 controles, sin embargo, argumentan que la
presencia de estos organismos en sujetos asintomaticos es un fendmeno que se
observa en ambientes endémicos de estos patdogenos. Dentro de sus hallazgos mas
relevantes, encontraron que el microorganismo mas abundante en nifilos menores
de 2 anos infectados con cepas patogénicas de E. coli era Streptococcus (S.
gallolyticus 'y S. salivarius). Ademas, se encontr6 que el indice de
Streptococcus/Bifidobacterium tienen una correlacién positiva con la cantidad de
evacuaciones y la duracion de la hospitalizacion. Estos hallazgos demuestran la
importancia de las interacciones entre los distintos miembros de la microbiota

intestinal.
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En el 2021, Toro EM. et al., realizaron un estudio observacional en 30 nifios
mexicanos con DA y 15 voluntarios sanos que consistio en la recoleccion de una
muestra de heces para la identificacion por medio de rt PCR con un panel de
multiplex, asi como un analisis de microbiota por amplificacién y secuenciacion del
gen 16S. En esta poblacion se encontré que el patégeno principalmente involucrado
consistia en Norovirus y Campylobacter jejuni, las muestras provenientes de
pacientes con diarrea tenian una menor diversidad alfa y un cambio en la

composicion de la microbiota intestinal en comparacion con el grupo control (4).

En un estudio por Williams B, et al. Se identifico la presencia de Suterrella en
muestras de heces de nifios con TEA, misma que no se encontré en ninguna de las
muestras control (26), si bien hay estudios que demuestran la presencia de
Sutterella como microorganismo comensal en la microbiota humana (27), la
evidencia respecto al rol de Sutterella en humanos aun no es claro, por lo cual la
identificacion de esta bacteria puede ayudar a dilucidar su rol como agente

patogeno.

Las bacterias del género R. torques y R. gnavus han sido identificadas en muestras
de heces provenientes de pacientes con sindrome de intestino irritable (Sll),
enfermedad de Crohn (EC), entre otras patologias gastrointestinales, si bien estas
también se han encontrado en muestras de pacientes control, tienen una mayor

proporcion en muestras de pacientes con enfermedades gastrointestinales (28).

A. Muciniphila al contrario, es una poblacion que se ha encontrado reducida en
enfermedades gastrointestinales como las previamente descritas (Sll, EC), a
manera de que se cree que tiene un rol protector como bacteria comensal en la

microbiota intestinal (28).

Dilucidar el rol que juegan estos microorganismos especificos como comensales o
patogenos, puede ayudar a encaminar los esfuerzos terapéuticos en pacientes
susceptibles a sufrir enfermedades del sistema gastrointestinal.
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CAPITULO llIl: HIPOTESIS

3.1 Hipétesis nula:

No hay una diferencia en la composicién de la microbiota de los pacientes
pediatricos hospitalizados.

3.2 Hipoétesis alterna:
Las bacterias enteropatdgenas se encontraran en al menos 20% de los pacientes

pediatricos hospitalizados, mientras que las bacterias comensales pudieran estar
ausentes.
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CAPITULO IV: OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Identificar un conjunto seleccionado de bacterias enteropatdgenas y comensales en
muestras de heces de pacientes pediatricos hospitalizados.
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CAPITULO V: MATERIAL Y METODOS

5.1 Diseno del estudio, poblaciéon y ambito

Se realizé un estudio observacional en una cohorte de pacientes pediatricos
hospitalizados. Se incluyeron 91 pacientes ingresados por diversos diagndésticos

(neuroldgicos, hematoldgicos, quirdrgicos, infecciosos, entre otros).

5.2 Caracterizacion clinica y antecedentes

Se recabo informacion clinica y de antecedentes perinatales, incluyendo diagndstico
de ingreso, estado nutricional, dias de internamiento, edad y antropometria, edad
gestacional al nacimiento, via de nacimiento y antecedente de lactancia materna,
asi como variables relacionadas con guarderia, vacunacion, hospitalizaciones y

cirugias previas.

5.3 Exposicion a antibioticos, probiéticos y suplementos

Se documentd la exposicion reciente a antibioticos, clasificando el tiempo desde el
ultimo uso (ultima semana, ultimo mes y ultimos seis meses). Asimismo, se registré
el uso de probidticos y de suplementos nutricionales (hierro y multivitaminicos).

5.4 Muestras y procedimientos microbiolégicos

Se analizaron muestras de heces mediante coprocultivo dirigido y evaluacion de la
microbiota colibacilar. En el coprocultivo, el aislamiento se considero limitado y se

empled el patron de microbiota colibacilar como aproximacion para clasificar el

estado de la microbiota.
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5.5 Evaluacion del patrén colibacilar y definicion operativa de microbiota
alterada

El patron colibacilar se clasifico en categorias operativas (ausente, disminucion leve
“+” disminucion moderada “++”, disminuciéon marcada “+++” y patron normal). Con
base en esta clasificacion, se definid “microbiota alterada” como la presencia de

cambios en el patron colibacilar.

5.6 Deteccion molecular por PCR

Se realizé PCR dirigida para la identificacion de bacterias enteropatdégenas y
comensales. Para enteropatdgenos se incluyd, entre otros, el tamizaje de
Aeromonas spp. y de los grupos reportados en el analisis (p. ej., Shigella spp.,
Salmonella spp., Clostridioides difficile, Yersinia y Campylobacter spp.). Para
comensales, se analizd la presencia de Sutterella spp., Ruminococcus torques,

Ruminococcus gnavus y Akkermansia muciniphila.

5.7 Comparaciones analiticas y analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como frecuencias n (%) o medidas de tendencia
central segun correspondiera. Para comparaciones entre grupos se emplearon la
prueba exacta de Fisher, la chi-cuadrada de Pearson y la prueba de Wilcoxon (rank-
sum) de acuerdo con el tipo de variable. Adicionalmente, se evaluaron correlaciones
entre la presencia de bacterias comensales, patdégenas y exposiciones clinicas
mediante Spearman, reportando rho y valor p.
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CAPITULO VI: RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas y antecedentes perinatales de la cohorte

Se incluyeron 91 pacientes pediatricos hospitalizados. Los diagnésticos de ingreso
mas frecuentes fueron las enfermedades de origen neuroldgico (29%), seguidas de
las hematoldgicas (16%), quirurgicas e infecciosas (cada una 12%), y los
oncolégicos y cardidpatas (ambos 8.8%). Los diagndsticos gastrointestinales
representaron 5.5%, mientras que las enfermedades renales y respiratorias
constituyeron 3.3% cada una, y las hepatopatias solo representaron el 1.1%

En cuanto al estado nutricional, 43% de los pacientes se encontraban en condicién
eutrofica, 27% presentaban sobrepeso u obesidad y 30% mostraban desnutricion.
La media de dias de internamiento fue de 18 dias (DE 34), con una edad promedio
de 6.4 anos (DE 5). El peso medio fue de 25 kg (DE 21), la talla promedio de 109
cm (DE 39) y el indice de masa corporal (IMC) de 17.3 kg/m? (DE 5.2)

Respecto a la edad gestacional al nacimiento, 79% de los pacientes nacieron a
término (37-40 semanas), 12% fueron pretérmino (<36 semanas) y 8.8%
postérmino (>40 semanas). La via de nacimiento fue cesarea en 51% de los casos
y parto vaginal en 49%. La lactancia materna se reportd en 75% de los pacientes.
Solo 14% refirié asistencia a guarderia en los primeros afios de vida. En cuanto al
esquema de vacunacion, 64% contaba con esquema completo y 36% incompleto.
Ademas, 63% tenia al menos una hospitalizacion previa y 37% habian sido

sometidos algun procedimiento quirurgico previamente.

6.2 Exposicion a antibioticos, probiéticos y suplementos nutricionales

En la cohorte, 75% de los pacientes habian recibido antibidticos en algin momento
reciente, mientras que 26% refiri6 no haberlos utilizado. Entre quienes recibieron
antibidticos, 52% lo hizo en la ultima semana, 16% en el ultimo mes y 5.5% en los

ultimos seis meses.
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El uso de probioticos fue menos frecuente: 7.7% reportd haberlos recibido, mientras
que 92% nego su uso. Entre quienes si los usaron, 6.6% lo hizo en los ultimos seis
meses y 1.1% en la ultima semana. El uso de suplementos con hierro se documentoé
en 11% de los pacientes; de ellos, 9.9% los habia recibido en los ultimos seis meses
y 1.1% en el ultimo mes, mientras que 89% no habia utilizado hierro. Por su parte,
el uso de multivitaminicos se observé en 21% de la cohorte, con 8.8% reportando
uso en la ultima semana, 2.2% en el ultimo mes y 9.9% en los ultimos seis meses;

79% no los utilizaba.

6.3 Diagnosticos concomitantes y perfil terapéutico

Entre los diagnosticos concomitantes, la presencia de leucemia fue la mas frecuente
(15%), seguida de obesidad (7.7%), neutropenia (5.5%), malformaciones
congénitas (5.5%) y tumores sélidos (4.4%). También se identificaron casos de
hidrocefalia (8.8%), fiebre sin foco aparente (8.8%), colitis neutropénica (1.1%),
infecciones de vias urinarias (1.1%) y sindrome colestasico (2.2%). No se
registraron casos de diarrea o encefalopatia como diagnésticos concomitantes en
esta serie, mientras que el dengue estuvo presente en 4.4% de los pacientes.

Los antibidticos mas utilizados fueron cefalotina en 21%, ceftriaxona en 14%,
meropenem en 11% y ceftazidima y metronidazol en 9.9% cada uno. El uso de
vancomicina fue de 19%, mientras que ampicilina, amikacina, cefotaxima, cefepime,
linezolid, piperacilina/tazobactam, clindamicina, ciprofloxacino e imipenem se
emplearon con menor frecuencia (entre 2.2% y 7.7%). No se document6 uso de

otros antibiodticos en esta cohorte.

6.4 Aislamiento de patégenos entéricos por coprocultivo dirigido, distribucion
de bacterias comensales e identificacion de microbiota alterada

En el coprocultivo el aislamiento fue limitado. Al desglosar el patrén de microbiota
colibacilar, 12% presentd ausencia de microbiota colibacilar, 11% mostré
disminucion leve (+), 5.5% disminucion moderada (++), 66% disminucién marcada

(+++) y solo 5.5% mantuvo un patrén considerado normal.
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La microbiota alterada (definida por cambios en el patron colibacilar) se report6 en
95% de los pacientes, mientras que la microbiota ausente se observo en 12%.
Dentro del analisis de las bacterias enteropatdégenas por PCR, se identifico
Aeromonas spp. en 2.2% de las muestras, mientras que no se detectaron casos de
Shigella spp., Salmonella spp., Clostridioides difficile, Yersinia ni Campylobacter
spp. en la serie analizada.

Mientras que en el analisis por PCR de las bacterias comensales, Sutterella spp. se
detectd en 66% de los pacientes, Ruminococcus torques en 73% y Ruminococcus

gnavus en 92%. No se identificé Akkermansia muciniphila en ninguna muestra.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, perinatales y de exposicion
antimicrobiana de los 91 pacientes pediatricos hospitalizados

Caracteristicas clinicas n (%) o media (DE)
n=91

Diagnéstico
Cardiopatia 8 (8.8%)
Gastrointestinal 5 (5.5%)
Hematolégico 15 (16%)
Hepatopatia 1(1.1%)
Infeccioso 11 (12%)
Nefropatia 3 (3.3%)
Neurolégico 26 (29%)
Oncolégico 8 (8.8%)
Quirdrgico 11 (12%)
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Respiratorio

Estado nutricional
Eutrofico

Sobrepeso/ Obesidad

Desnutricién

Dias de internamiento

Dias de internamiento

Edad y medidas antropométricas

Edad en meses
Peso en kg
Talla en cm

IMC

Edad gestacional al nacimiento

<36 semanas

>40 semanas

37-40 semanas

Via de nacimiento
Cesarea
Parto
Recibié lactancia materna

Asistencia a guarderia en primeros afios de

vida

3 (3.3%)

39 (43%)
25 (27%)

27 (30%)

18 (34)

77 (61)
25 (21)
109 (39)

17.3 (5.2)

11 (12%)
8 (8.8%)

72 (79%)

46 (51%)
45 (49%)
68 (75%)

13 (14%)
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Esquema de vacunacion

Completo
Incompleto
Hospitalizaciones previas

Cirugias previas

Uso de antibioticos
Uso de antibioticos

No uso
Tiempo desde el uso de antibiéticos

Ultima semana
Ultimo mes

Ultimos seis meses
Uso de probiodticos
Uso de probioticos

No uso
Tiempo desde el uso de probiéticos

Ultimos seis meses

Ultimos semana

Uso de suplementos con hierro

Uso de suplementos con hierro

No uso
Tiempo desde el uso de hierro

58 (64%)
33 (36%)
57 (63%)

34 (37%)

67 (74%)

24 (26%)

47 (52%)
15 (16%)

5 (5.5%)

7 (7.7%)

84 (92%)

6 (6.6%)

1(1.1%)

10 (11%)

81 (89%)
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Ultimo mes

Ultimos seis meses

Uso de multivitaminicos
Uso de multivitaminicos

No uso
Tiempo desde el uso de multi

Ultima semana
Ultimo mes

Ultimos seis meses

1(1.1%)

9 (9.9%)

19 (21%)

72 (79%)

vitaminicos
8 (8.8%)
2 (2.2%)

9 (9.9%)

Diagnédsticos concomitantes

Colitis neutropénica
Neutropenia

Fiebre

Obesidad

Leucemia

Apendicitis

Tumor solido

Infeccion de vias urinarias
Hidrocefalia

Sindrome Colestasico

Dengue

1(1.1%)
5 (5.5%)
8 (8.8%)
7 (7.7%)
14 (15%)
3 (3.3%)
4 (4.4%)
1(1.1%)
8 (8.8%)
2 (2.2%)

4 (4.4%)
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Antibioticos usados

Ceftriaxona

Cefalotina

Ceftazidima
Vancomicina
Metronidazol
Ampicilina

Amikacina

Cefotaxima

Cefepime

Meropenem

Linezolid
Piperalicina/tazobactam
Clindamicina
Ciprofloxacino
Imipenem

Patdégenos aislados
Aeromonas spp.
Microbiota aislada
Suterella spp
Ruminococcus torques

Ruminococcus gnavus

13 (14%)
19 (21%)
9 (9.9%)
17 (19%)
9 (9.9%)
2 (2.2%)
4 (4.4%)
4 (4.4%)
4 (4.4%)
10 (11%)
4 (4.4%)
6 (6.6%)
4 (4.4%)
3 (3.3%)

7 (7.7%)

2 (2.2%)

60 (66%)

66 (73%)

84 (92%)
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MICROBIOTA EN COPROCULTIVO

Microbiota colibacilar ausente

Microbiota colibacilar disminuida +

Microbiota colibacilar disminuida ++

Microbiota colibacilar disminuida +++

Microbiota colibacilar normal

11 (12%)
10 (11%)
5 (5.5%)
60 (66%)

5 (5.5%)

Distribucién de diagndsticos primarios, estado nutricional, medidas antropométricas, antecedentes

perinatales y frecuencia de uso de antibibticos, probidticos y suplementos. Los datos se reportan

como frecuencias absolutas (%) o medias (DE).

6.5 Comparacioén entre microbiota colibacilar presente y ausente

Al comparar a los pacientes con microbiota colibacilar presente (aproximadamente

88% de la cohorte) frente a aquellos con microbiota colibacilar ausente (12%), no

se observaron diferencias significativas en

la frecuencia de patdégenos

enteropatégenos (incluyendo Aeromonas spp.) ni en la distribucién de las bacterias

comensales evaluadas (Sutterella spp., R. torques, R. gnavus). Por ejemplo,

Sutterella spp. estuvo presente en 66% de los pacientes con microbiota y en 64%

de aquellos con microbiota ausente/disminuida (p > 0.999), mientras que R. torques

se observo en 70% y 91%, respectivamente (p = 0.278), y R. gnavus en 91% y 100%

(p = 0.592). Ninguna de estas diferencias alcanzo significancia estadistica.

Tabla 2. Comparacioén entre microbiota colibacilar presente vs. ausente en

relacion con bacterias patéogenas y comensales

Variables Microbiota colibacilar Microbiota colibacilar p-
presente, n = 807 ausente, n =117 value?
Shigella spp. 0 (0%) 0 (0%)
Salmonella spp. 0 (0%) 0 (0%)
Aeromonas spp. 2 (2.5%) 0 (0%) >0.999
C.difficile 0 (0%) 0 (0%)
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Yersinia 0 (0%) 0 (0%)
Campylobacter spp. 0 (0%) 0 (0%)
Sutterella spp. 53 (66%) 7 (64%) >0.999
Akkermansia 0 (0%) 0 (0%)
muciniphila
Ruminococcus torques 56 (70%) 10 (91%) 0.278
Ruminococcus gnavus 73 (91%) 11 (100%) 0.592

" Media (IC) o Frecuencia
2 Fisher’s exact test; Wilcoxon rank sum test; Pearson’s Chi-squared test
Se presenta la frecuencia de patdogenos enteropatdogenos y comensales en ambos

grupos como frecuencia absoluta y relativa.

6.6 Asociacion entre uso de antibiéticos y presencia/ausencia de microbiota

Al analizar el uso de antibidticos individuales en funcion de la presencia o ausencia
de microbiota, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
ninguno de los antibidticos evaluados, incluyendo cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, vancomicina, metronidazol, carbapenémicos y otros farmacos (p > 0.05
para todas las comparaciones). Las frecuencias de uso fueron similares entre los
grupos con microbiota presente y ausente, lo que sugiere que la simple
presencia/ausencia de microbiota, tal como se definié en este estudio, no se asocié
de forma categorica con la exposicion reciente a un antibiético especifico.

Tabla 3. Comparacion entre microbiota colibacilar presente vs. ausente segun
el uso individual de antibiéticos
Variables Microbiota Microbiota p-value?
presente, n = 807 ausente, n = 117

Ceftriaxona 11 (14%) 2 (18%) 0.654
Cefalotina 17 (21%) 2 (18%) >0.999
Ceftazidima 9 (11%) 0 (0%) 0.593
Vancomicina 17 (21%) 0 (0%) 0.117
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Metronidazol 6 (7.5%) 3 (27%) 0.074
Ampicilina 2 (2.5%) 0 (0%) >0.999
Amikacina 4 (5.0%) 0 (0%) >0.999
Cefotaxima 3 (3.8%) 1(9.1%) 0.408
Cefepime 4 (5.0%) 0 (0%) >0.999
Meropenem 10 (13%) 0 (0%) 0.603
Gentamicina 0 (0%) 0 (0%)

Linezolid 4 (5.0%) 0 (0%) >0.999
Piperacilinal/ 5 (6.3%) 1(9.1%) 0.549
Tazobactam

Clindamicina 4 (5.0%) 0 (0%) >0.999
Trimetoprim 0 (0%) 0 (0%)

sulfametozaxol

Ciprofloxacino 3 (3.8%) 0 (0%) >0.999
Imipenem 7 (8.8%) 0 (0%) 0.592

" Media (IC) o Frecuencia

2 Fisher's exact test; Wilcoxon rank sum test; Pearson’s Chi-squared test

Frecuencias de exposicion reciente a antibiéticos por farmaco y su comparacion entre los grupos con microbiota colibacilar

presente y ausente.

6.7 Impacto de la via de nacimiento en la distribucion microbiana

Al comparar los pacientes nacidos por cesarea frente a aquellos nacidos por parto
vaginal, no se observaron diferencias en la frecuencia de patégenos
enteropatogenos, que fue muy baja en ambos grupos. Sin embargo, se identifico
una mayor frecuencia de Sutterella spp. en los pacientes nacidos por parto vaginal
(78%) en comparacion con los nacidos por cesarea (54%), diferencia que alcanzé

significancia estadistica (p = 0.018).
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Las frecuencias de R. torques (74% vs. 71%; p = 0.765) y R. gnavus (91% vs. 93%;

p > 0.999) fueron similares entre ambos grupos, sin diferencias significativas.

Tabla 4. Asociacion entre la via de nacimiento y la presencia de bacterias

patégenas y comensales

Variables Cesarea, n =46 | Parto, n =45’ | p-value?

Shigella spp. 0 (0%) 0 (0%)

Salmonella spp. 0 (0%) 0 (0%)

Aeromonas spp. 1(2.2%) 1(2.2%) >0.999
C.difficile 0 (0%) 0 (0%)

Yersinia 0 (0%) 0 (0%)
Campylobacter spp. 0 (0%) 0 (0%)

Patégenas 1(2.2%) 1(2.2%) >0.999
Suterella spp. 25 (54%) 35 (78%) 0.018
Akkermansia muciniphila 0 (0%) 0 (0%)
Ruminococcus torques 34 (74%) 32 (71%) 0.765
Ruminococcus gnavus 42 (91%) 42 (93%) >0.999

" Media (IC) o Frecuencia

2 Fisher's exact test; Pearson’s Chi-squared test; Wilcoxon rank sum test

Se describen las frecuencias de aislamiento de bacterias patégenas enteropatdogenas y de bacterias comensales en
funcién de la via de nacimiento. Los resultados se expresan como n (%) o media (intervalo de confianza). Las pruebas
estadisticas utilizadas incluyen prueba exacta de Fisher, chi cuadrada de Pearson y prueba de Wilcoxon, segun el tipo de

variable.

6.8 Correlaciones entre comensales, patégenos y exposiciones clinicas

En el analisis de correlaciones de Spearman, la presencia de bacterias comensales
mostro una correlacion negativa moderada con la presencia de bacterias patdgenas
(rho = -0.333; p = 0.001), lo que indica que, a mayor presencia de comensales,
menor probabilidad de aislar patogenos enteropatogenos. No se observaron
correlaciones significativas entre la presencia global de comensales y el uso de
antibidticos, probidticos, hierro o multivitaminicos (p > 0.05 para todas).
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De forma especifica, Sutterella spp. mostré una correlacion negativa con el uso de

antibidticos (rho = -0.258; p = 0.014) y una correlacion positiva con la via de

nacimiento por parto vaginal (rho = 0.247; p = 0.018). Estos hallazgos concuerdan

con los resultados de las comparaciones categoricas descritas previamente.

Tabla 5: Correlaciones de Spearman entre presencia de bacterias

comensales, patégenas y diversas exposiciones clinicas

Spearman's
p
rho
Presencia de bacterias o
Uso de antibidticos -0.125 .239
Comensales
Presencia de bacterias o
Uso de probidticos -0.139 .188
Comensales
Presencia de bacterias Uso de suplementos
_ -0.096 .365
Comensales con hierro
Presencia de bacterias
Uso de multivitaminicos  -0.154 .146
Comensales
Presencia de bacterias Presencia de bacterias
-0.333 .001
Comensales Patogenas
Suterella spp. Uso de antibidticos -0.258 .014
Via de nacimiento
Suterella spp. 0.247 .018

(parto)

Se muestran coeficientes de correlacion de Spearman (rho) y valores de p entre la presencia global de bacterias

comensales o de Sutterella spp. y diversas variables clinicas y de exposicién. Un valor de p < 0.05 se consideré

estadisticamente significativo.
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6.9 Comparacion entre uso de probiéticos y perfil microbiano

Al comparar pacientes sin uso de probidticos frente a aquellos con uso de
probioticos, no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de
patdgenos enteropatdgenos ni en la presencia de comensales (Sutterella spp., R.
torques, R. gnavus) (todas las p > 0.05). Aunque se observd una menor proporcion
de R. torques en el grupo con probiodticos (43% vs. 75%), esta diferencia no alcanzé
significancia estadistica (p = 0.087). La frecuencia global de comensales fue alta en
ambos grupos (96% vs. 86%; p = 0.278)

Tabla 6. Comparacioén del perfil microbiano segin uso o no uso de

probidticos
Variables Sin uso, n = Conuso,n= p-value?
847 77

Shigella spp. 0 (0%) 0 (0%)

Salmonella spp. 0 (0%) 0 (0%)
Aeromonas spp. 2 (2.4%) 0 (0%) >0.999

C.difficile 0 (0%) 0 (0%)

Yersinia 0 (0%) 0 (0%)

Campylobacter spp. 0 (0%) 0 (0%)
Patégenas 2 (2.4%) 0 (0%) >0.999
Suterella spp. 56 (67%) 4 (57%) 0.686

Akkermansia muciniphila 0 (0%) 0 (0%)
Ruminococcus torques 3 (75%) 3 (43%) 0.087
Ruminococcus gnavus 78 (93%) 6 (86%) 0.440

Coprocultivo 0 (0%) 0 (0%)
Comensales 81 (96%) 6 (86%) 0.278

" Media (IC) o Frecuencia
2 Fisher’s exact test; Wilcoxon rank sum test

Se presentan las frecuencias de deteccion de bacterias patégenas enteropatégenas, comensales y resultado global de

comensales en pacientes sin uso y con uso de probiéticos. Los datos se expresan como n (%) o media (intervalo de
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confianza). Las comparaciones se realizaron mediante prueba exacta de Fisher, prueba de Wilcoxon y chi cuadrada de

Pearson, segun el tipo de variable.

6.10 Comparacion entre lactancia materna y composiciéon microbiana
Finalmente, al estratificar por lactancia materna (si/no), no se identificaron
diferencias significativas en la frecuencia de patdogenos enteropatdgenos;
Aeromonas spp. se aislo exclusivamente en el grupo con lactancia, pero en una
proporcién muy baja (2.9%; p > 0.999). La frecuencia de Sutterella spp. fue similar
entre los grupos con y sin lactancia (66% vs. 65%; p = 0.933), al igual que la de R.
torques (76% vs. 61%; p = 0.147) y R. gnavus (93% vs. 91%; p > 0.999).

En conjunto, la lactancia materna no mostré6 una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de patdgenos enteropatdgenos ni con la distribucion
de las bacterias comensales evaluadas en esta cohorte.

Tabla 7. Comparacion de la presencia de patéogenos y comensales

intestinales segun antecedente de lactancia materna

Variables Sin lactancia, n = | Con lactancia, n = | p-value?
23’ 68’

Shigella spp. 0 (0%) 0 (0%)

Salmonella spp. 0 (0%) 0 (0%)

Aeromonas spp. 0 (0%) 2 (2.9%) >0.999

C.difficile 0 (0%) 0 (0%)

Yersinia 0 (0%) 0 (0%)

Campylobacter spp. 0 (0%) 0 (0%)

Patégenas 0 (0%) 2 (2.9%) >0.999

Suterella spp. 15 (65%) 45 (66%) 0.933

Akkermansia 0 (0%) 0 (0%)

muciniphila

Ruminococcus torques | 14 (61%) 52 (76%) 0.147

Ruminococcus gnavus | 21 (91%) 63 (93%) >0.999

" Media (IC) o Frecuencia

2 Fisher's exact test; Pearson’s Chi-squared test; Wilcoxon rank sum test
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Se describen las frecuencias de bacterias patdégenas enteropatogenas y de bacterias comensales en pacientes con y sin
antecedente de lactancia materna. Los datos se expresan como n (%) o media (intervalo de confianza). Para las
comparaciones se emplearon prueba exacta de Fisher, chi cuadrada de Pearson y prueba de Wilcoxon, segin

correspondiera.
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CAPITULO VII: DISCUSION

En este estudio describimos el perfil clinico y microbiolégico de una cohorte de nifios
hospitalizados por diversas patologias médicas y quirurgicas, con una alta
exposicidn previa a antibioticos y comorbilidades relevantes. A pesar de tratarse de
una poblacion de alta complejidad, la recuperacion de patégenos enteropatdgenos
clasicos en heces fue muy baja, mientras que la deteccién de ciertas bacterias
comensales (particularmente Sutterella spp., Ruminococcus torques 'y
Ruminococcus gnavus) fue elevada, en el contexto de un patrén generalizado de
microbiota colibacilar disminuida o alterada. Ademas, observamos asociaciones
especificas entre la presencia de Sutterella spp. con menor uso de antibidticos y
con nacimiento por parto vaginal, asi como una correlacién inversa entre la
presencia global de comensales y la deteccion de bacterias patdgenas. Estos
hallazgos aportan evidencia sobre cdmo la suma de exposiciones perinatales y

hospitalarias modula la microbiota intestinal en nifios.

Al comparar nuestros resultados con otras series de nifios hospitalizados, la
experiencia mas cercana es la de Taco-Masias et al., quienes evaluaron la
prevalencia de 13 bacterias representativas de la microbiota intestinal en nifios
menores de cinco afos con gastroenteritis aguda infecciosa en un hospital peruano.
(29) En ese estudio, la frecuencia de bacterias comensales fue alta, y la lactancia
se asocié con mayor carga de microbiota, mientras que la etiologia viral o bacteriana
del cuadro influia en el perfil de especies detectadas. Nuestra muestra en cambio
estaba compuesta en su mayoria por pacientes hospitalizados por diagnésticos no
gastrointestinales y con una proporcion importante de enfermedades onco-
hematoldgicas y neuroldgicas, la ausencia practica de patégenos como Salmonella
spp., Shigella spp. o Campylobacter spp. y la baja frecuencia de Aeromonas spp.
probablemente reflejan que el motivo de hospitalizacion no era principalmente la
diarrea aguda y que muchos pacientes habian recibido antibidticos de amplio
espectro antes de la toma de la muestra. Es entonces, que los contextos de
hospitalizacion prolongada y tratamiento antimicrobiano, la disbiosis se manifiesta
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mas como pérdida o alteracion de la microbiota comensal que un aumento en la

frecuencia de deteccidon de enteropatdgenos clasicos.

El hallazgo de una alta proporcion de microbiota colibacilar disminuida o ausente,
es compatible con un estado de disbiosis, donde coexisten elementos de pérdida
de diversidad y de recolonizacion parcial. Estudios en nifios hospitalizados,
especialmente inmunocomprometidos, han demostrado que la hospitalizacion y los
antimicrobianos reducen la diversidad microbiana, favorecen la pérdida de ciertos
taxones y aumentan la colonizacidén por Clostridioides difficile y otros potenciales
patdgenos oportunistas. (30) Aunque en nuestros pacientes no se detectd C.
difficile, la combinacién de un patrén colibacilar severamente disminuido y una
microbiota “alterada” en la mayoria de los pacientes es congruente con esta
literatura y sugiere que los efectos de la exposicion antibidtica y de la hospitalizacion
se manifiestan mas en la estructura global de la comunidad que en la presencia de

un patégeno especifico.

La correlacion negativa entre la presencia global de bacterias comensales y la
deteccion de bacterias patogenas, lo que refuerza el papel clasico de la microbiota
como barrera de colonizacidn. Esta asociacion se ha observado repetidas veces en
multiples estudios que muestran que una microbiota diversa y rica en anaerobios
estrictos confiere resistencia frente a enteropatdgenos, y la pérdida de taxones clave
se asocia con mayor susceptibilidad a infecciones gastrointestinales y sistémicas.
(31,32) En nuestro caso, aun con una cohorte muy expuesta a antibitticos, los
pacientes que conservaron un perfil de comensales mas robusto mostraron menor
probabilidad de albergar patdogenos detectables por las pruebas empleadas, lo que
sugiere que la preservacion de ciertos grupos bacterianos podria tener relevancia
clinica incluso en escenarios de manejo intrahospitalario.

Observamos que Sutterella spp. fue significativamente menos frecuente en los
pacientes que habian recibido antibidticos recientes y mas frecuente en aquellos
nacidos por parto vaginal.
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Diversos trabajos sobre desarrollo temprano de la microbiota sefialan que la
cesarea se asocia con una colonizacion intestinal inicial distinta, con reduccion de
géneros como Bacteroides, Parabacteroides y Sutterella durante las primeras
semanas o meses de vida. (33,34) Ademas, revisiones recientes resaltan que el
modo de parto, la edad gestacional y la exposicion perinatal a antibidticos tienen un
efecto duradero sobre la microbiota, que pueden persistir mas alla de la lactancia y
la primera infancia. El hecho de que, en una poblacion pediatrica mas grande y
hospitalizada, aun podamos detectar una mayor frecuencia de Sutterella en nifios
nacidos por parto vaginal, y una disminucion asociada a la exposicién antibiética,
nos habla de cdmo estos estimulos 0 exposiciones tempranas no desaparecen por

completo y se superponen con exposiciones posteriores.

No encontramos asociaciones estadisticamente significativas entre la lactancia
materna y la presencia de las bacterias comensales estudiadas. Esto difiere de lo
descrito por Taco-Masias et al., quienes observaron una mayor abundancia de
microbiota beneficiosa en lactantes con lactancia exclusiva o mixta. (29) Esta
diferencia puede ser explicada por varias diferencias metodolégicas y de poblacién:
nuestra cohorte incluye nifios de edades mucho mas amplias, muchos fuera de la
ventana critica de colonizacion inicial, con multiples hospitalizaciones y uso de
antibioticos, lo que probablemente disminuye el efecto de la lactancia sobre el
microbioma. Sumado a eso, el disefio transversal, el tamafo muestral limitado y la
ausencia de informacién detallada sobre duracion y exclusividad de la lactancia
reducen la capacidad para detectar asociaciones mas sutiles, en comparacién con
estudios disefiados especificamente para evaluar exposiciones perinatales y

microbiota temprana.

Algo similar ocurre con el uso de probioticos, donde no observamos diferencias
significativas en la presencia de patégenos o comensales. Esto es congruente con
la evidencia de que, en muchos contextos, los probidticos producen una
colonizacion mayoritariamente transitoria, con efectos discretos y cepa-

dependientes sobre la composicion global de la microbiota. (35,36) Varios estudios
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sefalan que, tras suspender el probidtico, las cepas administradas tienden a
desaparecer o persistir solo durante periodos cortos, y que la magnitud de los
cambios en la microbiota de base es modesta, especialmente en huéspedes con
microbiota ya establecida y multiples comorbilidades (37). En nuestra cohorte, el
numero de nifios que habia recibido probiéticos fue ademas muy reducido, lo que
limita aun mas la potencia estadistica; por ello, la ausencia de diferencias
significativas debe interpretarse con cautela y no como evidencia de ausencia de
efecto biologico.

La ausencia completa de Akkermansia muciniphila en las muestras analizadas
también resulta interesante, dado que esta especie se ha asociado en otras
poblaciones pediatricas con perfiles metabdlicos y alérgicos especificos, y puede
aumentar tras determinadas intervenciones probiéticas o dietéticas. (32,38) Es
posible que la combinacién de hospitalizacion, uso intensivo de antibidticos,
patologia de base y la propia edad de los pacientes condicionen un entorno luminal
poco favorable para Akkermansia, o bien que las técnicas empleadas (panel dirigido
y no secuenciaciéon 16S) no capten bajas abundancias de esta bacteria.

Desde el punto de vista clinico, nuestros hallazgos apoyan la nocién de que los
nifos hospitalizados con enfermedades complejas presentan una disbiosis intestinal
marcada, caracterizada menos por la presencia de grandes cargas de
enteropatogenos clasicos y mas por patrones de microbiota colibacilar disminuida y
alteraciones en grupos comensales clave. Revisiones recientes sobre microbioma
en enfermedades pediatricas sugieren que esta disbiosis puede contribuir tanto a
complicaciones infecciosas como a desenlaces nutricionales, inflamatorios y
neurodesarrollo a largo plazo. (39) La correlacion negativa entre comensales y
patogenos, y las asociaciones de Sutterella con parto vaginal y menor exposicion
antibiotica, apuntan a potenciales biomarcadores de resiliencia microbiana que

merecen ser explorados en estudios longitudinales.
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Este trabajo presenta varias limitaciones. En primer lugar, se trata de un estudio
transversal de un solo centro, sin grupo control de nifios sanos de la comunidad, lo
que impide establecer causalidad y limita la generalizacion de los resultados. En
segundo lugar, el tamafio muestral total es moderado y algunos subgrupos (por
ejemplo, nifios con probiéticos o con ciertas comorbilidades especificas) son
pequefios, reduciendo la potencia para detectar diferencias. En tercer lugar,
utilizamos un panel dirigido de deteccion bacteriana y no una aproximacion
metagenomica o de 16S rRNA, de modo que solo pudimos evaluar un numero
limitado de taxones y no la diversidad alfa/beta ni la estructura completa de la
comunidad. Finalmente, no se contd con informacién detallada sobre dieta actual,
uso acumulado de antibidticos a lo largo de la vida ni exposiciones ambientales,
factores que se sabe influyen de manera importante sobre la microbiota.

Entre las fortalezas del estudio destacan la caracterizacién clinica detallada de una
cohorte pediatrica hospitalaria diversa, la integracion de multiples exposiciones
relevantes (antibidticos, probioticos, suplementos, via de nacimiento, lactancia) y el
analisis combinado de patdégenos y comensales intestinales. Estos elementos
permiten generar hipotesis claras: que ciertos grupos comensales, como Sutterella
y Ruminococcus spp., podrian actuar como marcadores de un microbioma
relativamente mas “resiliente” frente a la presién de antibidticos y hospitalizacion; y
que las huellas perinatales (modo de parto) siguen siendo detectables afios
después, modulando la composicion microbiana en nifios con enfermedades
complejas. Futuros estudios longitudinales, con técnicas de alta resolucion y grupos
de comparacién sanos, seran necesarios para confirmar estos hallazgos y explorar
si intervenciones dirigidas (por ejemplo, estrategias de reduccién de antibidticos,
probidticos de nueva generaciéon o moduladores dietéticos) pueden restaurar o

reforzar estos componentes de la microbiota en poblacion pediatrica hospitalizada.
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CAPITULO VIil: CONCLUSION

Al interrogar la microbiota de pacientes pediatricos hospitalizados documentamos
una baja frecuencia de microorganismos enteropatdogenos en coprocultivo dirigido,
en contraste con una alta prevalencia de disbiosis colibacilar y de bacterias
comensales seleccionadas. Las alteraciones de la microbiota van orientadas hacia
un fendmeno de remodelacion que a la presencia de un microorganismos
patogénicos. La correlacion negativa entre comensales potencialmente
beneficiosos y bacterias patdogenas respalda el papel de la microbiota como
modulador de colonizacion y, eventualmente, del riesgo de infeccion gastrointestinal
en estos nifos. Asimismo, la menor frecuencia de Sutterella spp. en quienes
recibieron antibioticos recientes y en los nacidos por cesarea apunta a que tanto las
exposiciones farmacologicas intrahospitalarias como los factores perinatales dejan

huellas persistentes en la composiciéon microbiana intestinal.
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