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RESUMEN

La microbiota intestinal en recién nacidos alimentados con lactancia materna
exclusiva a 3824 m s.n.m. Hospital 111 EsSalud Juliaca — 2020. La microbiota intestinal
participa en eventos de homeostasis e inmunidad intestinal de trascendencia para la
salud humana. Determinar la microbiota intestinal en RN alimentados con LME a 3824
m s.n.m. Aislar, Identificar y cuantificar las cepas de microorganismos en meconio de
recién nacidos alimentados con lactancia materna exclusiva y determinar si existe
diferencias entre la microbiota del RN con LME a nivel del mar y a una altitud de
altitud de a 3824 m s.n.m. Estudio observacional, analitico, transversal, prospectivo: que
incluyé 40 RN de parto vaginal de ambos sexos entre 37 y 41 semanas que recibieron
LME, en los cuales se recolecto muestra de meconio al tercer dia de nacido durante el
periodo diciembre 2019 a febrero 2020. Se emple6 dos tipos de medios de cultivo MRS
y XLD, y medios diferenciales bioquimicos, para diferenciar a los microorganismos.
Del 100% de muestras, se encontrd: Lactobacillus sp en 95.0 %, Eschericha coli en
82,55 %, Lactococos sp. en 57,5 %, Bifidobacterium 32.5 %, Enterobacter sp 20.0,
Proteus sp 7,5 %, %, Klebsiella sp 2,5%. Ademas se encontré que un 70% muestra un
alto crecimiento bacteriano, 25% de crecimiento medio, y 5% de bajo crecimiento. A
3824 m.s.n.m. encontramos una colonizacién mayor en Lactobacillius sp. 95.00% y
Escherichia coli 82,50%. En RN alimentados con LME a 3824 m s.n.m. encontramos
alto porcentaje de Lactobacillus sp, Eschericha coli, Lactococos sp, y Bifidobacterium,
y en menor porcentaje Enterobacter sp, Proteus sp, Klebsiella sp. Nuestros hallazgos en
la altitud indican que existiria una mayor colonizacién de Bifidobacterium sp., y E. coli

a diferencia de los hallazgos encontrados a 30 m s. n.m.

Palabras Clave: Microbiota, Recién Nacido, Lactancia Materna Exclusiva
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ABSTRACT

The gut microbiota in infants exclusively breastfed at 3824 m.a.s.l. Hospital 111
EsSalud Juliaca - 2020. The intestinal microbiota participates in events of homeostasis
and intestinal immunity of importance for human health. To determine the intestinal
microbiota in infants fed SCI at 3824 m a.s.l. Isolate, identify and quantify the strains of
microorganisms in meconium of newborns fed exclusively breastfeeding and determine
if there are differences between the LN microbiota with SCI at sea level and at an
altitude altitude of 3824 m asl. Observational study, analytical, cross-sectional,
prospective: that included 40 newborns of vaginal delivery of both sexes between 37
and 41 weeks who received SCI, in which a meconium sample was collected on the
third day of birth during the period December 2019 to February 2020. Two types of
MRS and XLD culture media, and biochemical differential media, to differentiate
microorganisms. Of 100% of samples, it was found: Lactobacillus sp in 95.0%,
Eschericha coli in 82.55%, Lactococos sp. in 57.5%, Bifidobacterium 32.5%,
Enterobacter sp 20.0, Proteus sp 7.5%,%, Klebsiella sp 2.5%. Furthermore, it was found
that 70% show high bacterial growth, 25% medium growth, and 5% low growth. At
3824 m.a.s.l. we found a major colonization in Lactobacillius sp. 95.00% and
Escherichia coli 82.50%. In LN fed with LME at 3824 m a.s.l. we found a high
percentage of Lactobacillus sp, Eschericha coli, Lactococos sp, and Bifidobacterium,
and in a lower percentage Enterobacter sp, Proteus sp, Klebsiella sp. Our findings at
altitude indicate that there would be a greater colonization of Bifidobacterium sp., And

E. coli unlike the findings found at 30 ms. n.m.

Keywords: Microbiota, Newborn, Exclusive Breastfeeding.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ejecutamos el siguiente trabajo de investigacion ante la necesidad de aportar
conocimiento cientifico sobre el comportamiento de la microbiota intestinal en recién

nacidos (RN) alimentados con leche materna a 3824 m. s. n. m.

La importancia de la lactancia materna para el RN es vital, sus ventajas en
aspectos como nutricion, inteligencia, prevencién de enfermedades son reconocidas,
pero no se cuenta con reportes cientificos de su comportamiento en altitud y cuéles son

sus caracteristicas especificas y diferenciales.

Desde la salud publica la difusion de la lactancia materna (LM) debe contar con
un sustento cientifico que explique detenidamente las ventajas, favoreciendo la
informacion a las madres para su practica en prevencion del sindrome metabdlico en el

adulto.

Tomando en cuenta la importancia del desarrollo de enfermedades como el
sindrome metabdlico, que cada vez se presenta con mayor frecuencia y le genera mayor
gasto al presupuesto en salud, es necesario la prevencion de esta patologia, demostrando
la vital importancia de la leche materna y su influencia en el microbiota intestinal del
RN

De manera particular, las comunidades microbianas que componen el tracto
gastrointestinal han sido denominadas como microbiota intestinal o comensal, la mayor
parte reside en el intestino grueso, y superan las cifras de 10'2- 10'* entidades. Estos
microorganismos mantienen una relacion simbidtica con el huésped, en la cual la
microbiota contribuye a maltiples procesos fisioldgicos del individuo, y obtiene de este
el entorno y los nutrientes que precisa para su supervivencia (1). La microbiota
intestinal juega un papel activo en la digestion y fermentacion de carbohidratos, en la
produccioén de vitaminas, en el desarrollo y maduracion del sistema inmunitario mucosa

gastrointestinal (GALT) y en la defensa frente a patogenos intestinales. Al nacimiento,

12
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el recién nacido cuenta con un sistema inmunitario completo, pero relativamente
inmaduro, reflejo de la inmadurez de los mediadores y efectores de la respuesta
inmunitaria. En este proceso de maduracion los microorganismos comensales juegan un
papel clave, constituyen uno de los primeros estimulos inmunogénicos que el RN
enfrenta y su reconocimiento corre a cargo de receptores presentes en las células del
sistema inmunitario inespecifico, fundamentalmente: células dendriticas (CD) y
macrofagos, que reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS)
expresados por las bacterias, virus y hongos que componen la microbiota, toll like
receptor (TLR) constituyen los receptores encargados de este reconocimiento, tras el
cual se activan una serie de sefiales bioquimicas en el interior de las CD y los
macréfagos que conducen a la tolerancia inmunitaria, es decir, a la ausencia de
respuesta inmune frente a microorganismos comensales. La magnitud y calidad de esta
respuesta depende del tipo de microorganismo, concentracion y microambiente (2).
Farias M. et al indican la microbiota intestinal regula en gran medida la inmunidad
innata y adaptativa e influye en las respuestas locales y sistémicas, por tanto, también

podria influir en la inflamacion cronica asociada a la obesidad y resistencia a la insulina

(3).

Es conocido que con mayor frecuencia se abandona la lactancia materna por
diferentes circunstancia de la madre o el RN, agudizando estas modificaciones en la
microbiota intestinal, no tenemos referencia exacta de su comportamiento en la altitud y
menos aun de las secuelas a largo plazo en la salud enfermedad de los no amamantados,
en condiciones de altitud; considerando estos aspectos planteamos la siguiente

interrogante investigativa
1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cuales son las caracteristicas de la microbiota intestinal en recién nacidos
alimentados con lactancia materna exclusiva a 3824 m.s.n.m. Hospital EsSalud Il
Juliaca - 2020?

1.3 HIPOTESIS CONCEPTUAL
HIPOTESIS GENERAL

Hi: Dado que el recién nacido recibe lactancia materna exclusiva, en condiciones

13
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de altitud se espera una microbiota con abundante colonizacion intestinal de
Lactobacillus sp, Eschericha coli, Lactococos sp, Bifidobacterium, Enterobacter sp,

sin diferencia en relacion a nivel del mar.

HIPOTESIS SECUNDARIAS

Hia : la lactancia materna exclusiva influye al desarrollo de la microbiota
intestinal comensal adecuada, con microorganismos mas frecuentes como:
Lactobacillus sp, Eschericha coli, Lactococos sp, Bifidobacterium, Enterobacter sp, las
cuales esperamos encontrar.

Hig : La microbiota intestinal se compone por un complejo nimero de bacterias
que se presentan a su vez en alto porcentaje a nivel del mar, a nivel de altitud no
esperamos diferencias significativas.

1.4 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El conocimiento cientifico de la microbiota intestinal en el RN ha mostrado
importantes avances, sus modificaciones e implicancias en la salud del nifio y
posteriormente en la salud del adulto van tomando prioridad, a pesar de los diferentes
estudios sobre microbiota intestinal en el RN, no se hallan aun registro de estudios
realizados sobre microbiota intestinal en RN alimentados con LME en altitud, motivo

por el cual se aborda la presente investigacion.

El estudio cientifico de la microbiota intestinal del RN alimentado con LME, en
condiciones de altitud, implica una accién moderatoria de diferentes mecanismos y
condiciones propias de la poblacion ubicada a diferentes altitudes sobre el nivel del mar,
la microbiota intestinal juega un rol importante regulando mecanismos en la inmunidad
innata y adaptativa, que para el RN son actualmente desconocidos bajo condiciones de
altitud.

La LME juega un rol importante en el establecimiento de la microbiota intestinal
adecuada, su estudio como punto inicial de aparicion de patologias diversas nos

compromete a investigar su influencia en condiciones de altitud.

Reconocemos particularidades en la lactancia que influyen en la microbiota
intestinal, como: el tipo de parto, microbiota intestinal de la madre, antibidticoterapia,
habitos higiénicos, entorno ambiental; y una de las mas importantes el tipo de

14
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alimentacion; por tanto la LME y su influencia en la microbiota intestinal en
condiciones de altitud motivé nuestro estudio.
1.5 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.5.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar la microbiota intestinal en RN alimentados con LME a 3824 m s.n.m
en el Hospital 111 ESSALUD Juliaca - 2020
1.5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar e ldentificar cuales son las cepas de microorganismos en meconio de

recién nacidos alimentados con lactancia materna exclusiva.

Cuantificar el nimero de cepas de microorganismos en meconio de recién
nacidos alimentados con lactancia materna exclusiva.

Determinar si existe diferencias entre la microbiota del recién nacido

alimentados con LME a nivel del mar y a una altitud de altitud de a 3824 m s.n.m

15
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA
2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 MICROBIOTA INTESTINAL

El cuerpo humano estd compuesto por 100 billones de células microbianas, y es
diverso (mas de 1000 especies identificadas) La mayoria reside en el colon (10*!- 102
células/ml) y gran parte no ha sido identificada por medios de cultivo, no obstante, otras
técnicas han detectado la diversidad y funcionalidad de la microbiota intestinal,
permitiendo la caracterizacion de distintos microorganismos presentes en la salud o
enfermedad, la microbiota intestinal de los adultos esta dominada por dos filos:
Bacteroidetes y Firmicutes (4).

Estos microorganismos mantienen una relacion simbidtica con el huésped, en la
cual la microbiota contribuye a maltiples procesos fisiologicos del individuo, y obtiene
de este el entorno y los nutrientes que precisa para su supervivencia. La microbiota
intestinal juega un papel activo en la digestion y fermentacion de carbohidratos, en la
produccion de vitaminas, en el desarrollo y maduracion del sistema inmunitario mucosa

gastrointestinal (GALT) y en la defensa frente a patdgenos intestinales (2).

La microbiota del metaorganismo humano no es un simple espectador. Estos
microbios han evolucionado con nosotros y son fundamentales para el desarrollo normal
y la homedstasis. La dishiosis de la microbiota gastrointestinal se asocia con muchas
susceptibilidades a la enfermedad, incluida la obesidad, malignidad, enfermedad
hepatica y patologia gastrointestinal. Esta claro que existe una diafonia directa e

indirecta entre esta comunidad microbiana y la respuesta inmune del huésped (5).

2.1.2 MICROBIOTA DEL RECIEN NACIDO

El RN considerado como aquel producto de la concepcién desde el nacimiento
hasta los 28 dias de edad (3). Al nacimiento, cuenta con un sistema inmunitario
completo, pero relativamente inmaduro, reflejo de la inmadurez de los mediadores y
efectores de la respuesta inmunitaria. En este proceso de maduracién los

microorganismos comensales juegan un papel clave, constituyen uno de los primeros

16
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estimulos inmundgenicos que el neonato enfrenta y su reconocimiento corre a cargo de
receptores presentes en las células del sistema inmunitario inespecifico,
fundamentalmente: células dendriticas (CD) y macréfagos, que reconocen patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) expresados por las bacterias, virus y
hongos que componen la microbiota, toll like receptor (TLR) constituyen los receptores
encargados de este reconocimiento, tras el cual se activan una serie de sefales
bioguimicas en el interior de las CD y los macro6fagos que conducen a la tolerancia
inmunitaria, es decir, a la ausencia de respuesta inmune frente a microorganismos
comensales. La magnitud y calidad de esta respuesta depende del tipo de

microorganismo, concentracién y microambiente (2)

2.1.3 BENEFICIOS DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota comensal puede interferir con infecciobn por organismos
patdgenos por competencia por los sitios de union del huésped, estimulacion de
mecanismos de defensa del huésped, competencia por nutrientes y activacion de
sefializacion celular eventos que limitan la produccion de factores de virulencia. Los
estudios también han demostrado que ciertas bacterias promueven la viabilidad celular.
E. coli, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus y Bifidobacterium protegen contra
las células muerte asociada con bacterias patdgenas, mientras que otros estudios han
demostrado que Lactobacillus solo protege contra la muerte celular programada
mediada por citoquinas o apoptosis (5) Las bacterias también son necesarias para la
maduracion del intestino y son apropiadas para la contencién de respuestas

inflamatorias.

2.1.4 ADQUISICION Y DESARROLLO DE LA MICROBIOTA

La microbiota estd compuesta por una variedad y complejidad bacteriana; siendo
que cada una asume una funcién individual (6), este ecosistema incluye a numerosos

microorganismos necesarios para el mantenimiento de la homeostasis (7).

Este complejo ecosistema se forma a través del establecimiento sucesivo de
diferentes bacterias en la infancia y la primera infancia. Las bacterias facultativas y
aerotolerantes se establecen primero, seguidas de anaerobios cada vez mas estrictos. Las

bacterias derivan de diferentes fuentes y el patron de colonizacion esté influenciado por
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el modo de entrega y los factores ambientales. Los microbios comensales proporcionan

el impulso principal para la maduracién del sistema inmune (8).

La composicion inicial de la microbiota se determina desde el nacimiento y
depende principalmente de dos factores: el tipo de parto y la alimentacion, aunque en
las unidades de cuidados intensivos neonatales, es influenciada por la terapia antibiotica
prolongada, nutricion parenteral, alimentacién oral retardada e intubacion (7). En el
parto natural, el neonato adquiere su microbiota inicial de la vagina y las heces de sus
madres, mientras que en los nacidos por cesarea al no estar expuestos a la microbiota

materna tienen una colonizacion intestinal tardia (9).

Ademas, que el genotipo del huésped representa un factor indeterminado cuando
se intenta mostrar la transmision vertical de los microbios de los padres a los hijos
debido a que se ha sugerido que este también afecta la composicion y funcion de la
comunidad bacteriana en el intestino. Asi lo demuestra un estudio realizado en gemelos
monocigoticos adultos, hermanos y sus parejas matrimoniales, el cual mostro
similitudes entre las comunidades microbianas intestinales de gemelos monocigoticos
mientras que sus comparieros conyugales a pesar que viven en el mismo ambiente y que
tienen habitos alimentarios comparables, mostraron baja similitud que no era
significativa; asimismo, en gemelos dicigéticos y hermanos su microbiota era tan
similar entre si como la microbiota de gemelos monocigoéticos, a pesar de un menor

nivel de genética del huésped (10).

El desarrollo de la microbiota intestinal en los nifios se puede dividir en cuatro

fases separadas:
12 Fase: alrededor de la 12-22 semana de vida.
22 fase: periodo restante de alimentacién a pecho exclusivamente.

3%Fase: tiempo entre el comienzo de la alimentacién complementaria y

del cese de la alimentacion a pecho.

42 Fase: periodo de conversion de los patrones de microbiota adulta

empezando tras la finalizacion del destete (11).
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Figura 1: Cambios de la flora intestinal desde el nacimiento hasta la vejez
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Fuente: Pérez D. et al (10).

2.1.5 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MICROBIOTA INTESTINAL
Edad gestacional

Karlsson et al. Describe que la microbiota de los neonatos de partos naturales a
término diferia de los neonatos con gestacion mas larga de lo previsto. Concretamente,
el género Lactobacillus se encontr6 en todos los neonatos, aunque las proporciones de
Bifidobacterium, Enterococcus, Enterobacteriaceae y Bacteroides fragilis, difirieron
entre ambos grupos. La prevalencia de proteobacterias gramnegativas fue mayor en
nifios nacidos de una gestacion mas larga de lo previsto, mientras que la prevalencia de

firmicutes grampositivos fue mayor en nifios nacidos a término(12).
Tipo de parto

Gronlund et al. Demostraron que la cesarea modifica la microbiota intestinal
durante mas de 6 meses posparto. Los nifios nacidos por cesdrea presentaron una
proporcién menor de Bacteroides fragilis comparado con los neonatos nacidos por parto
natural (13).

Pandey et al. Tras estudiar la microbiota fecal de nifios nacidos por cesarea o
parto natural, sugirieron que la microbiota de los neonatos por cesarea presentaba una

diversidad bacteriana superior comparada con la de los nacidos por parto natural. Las
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especies mas abundantes en los neonatos por parto natural eran Acinetobacter sp.,
Bifidobacterium sp. y Staphylococcus sp. En el caso de los nifios nacidos por cesérea, la
microbiota fecal predominante estaba representada por Citrobacter sp. Escherichia coli
y Clostridium difficile, sin presencia de Bifidobacterium sp. Se sugiere que si la
microbiota intestinal es diferente en funcion del tipo de parto, el desarrollo del sistema
inmunitario del neonato deberia ser diferente. Hasta el momento, se ha descrito que un
aumento en la composicion de las bacterias de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium (normalmente asociados al parto natural) puede inhibir el crecimiento
de patogenos, produciendo componentes bactericidas y metabolitos de pH bajo que

impiden su crecimiento (14)

De manera significativa, Dominguez-Bello et al. Han descrito que los recién
nacidos por parto natural tienden a presentar niveles mas elevados de lactobacillus spp,
en las heces, la piel, la boca y la nasofaringe, en concordancia con la microbiota vaginal
dominante de las madres. En cambio, en los neonatos por cesarea, las comunidades
bacterianas representadas en el intestino y los otros tejidos estudiados eran mas
parecidas a las encontradas en la superficie de la piel de los progenitores, dominadas por
Staphylococcus, Corynebacterium y Propionibacterium spp, en contraste con sus
madres, los neonatos presentaron comunidades bacterianas indiferentes entre la piel, la
boca, la nasofaringe y el intestino, independientemente del tipo de parto, lo que
demuestra que en los primeros dias de vida la microbiota humana esta homogéneamente

distribuida en el cuerpo(15).
Tipo de alimentacion

Los recién nacidos alimentados con formulas infantiles ricas en oligosacaridos

aumentan sus colonias de Bifidobacterias (13).
Condiciones de higiene.

Malas condiciones se relacionan con colonizacion temprana por Enterobacterias

(7).
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Antibioterapia

El uso perinatal de antibidticos, incluyendo la profilaxis intraparto, contribuye a
incrementar los niveles de Enterobacterias, microorganismos potencialmente patdgenos, en la

microbiota del recién nacido durante, al menos, el primer mes de vida(16).

2.1.6 LACTANCIA MATERNA EXCLUSIVA

La leche materna humana es la nutricion fisioldgica durante los primeros meses
de vida de un bebé, un periodo crucial para el desarrollo del sistema inmune, la
programacion metabolica y endocrina para el crecimiento, desarrollo y salud para toda
la vida. La leche materna humana es una mezcla compleja y variable con multitud de
componentes, cada uno de los cuales contribuye individualmente o en combinacion a

los resultados de salud (17).

La OMS define como lactancia materna exclusiva (LME) la alimentacion del
lactante con leche materna de la madre o de otra mujer, sin ningin suplemento sélido o
liquido, lo que incluye el agua. En el 2002 durante la 55° Asamblea Mundial de Salud
conocida como “Estrategia mundial para la alimentacion del lactante y del nifio
pequefio” realizada en Ginebra, se recomendo que la LME deba realizarse durante los
seis meses de vida y continuar posteriormente con alimentos complementarios hasta los
dos afios como minimo (18). Lactancia materna predominante es la alimentacion con
leche materna o de otra mujer, mas liquidos, infusiones y vitaminas. Lactancia materna
complementaria es la alimentacion con leche materna incluidos sélidos o semisélidos y

leche no humana.

La lactancia materna es un acto natural y un comportamiento que se aprende
(19). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Academia Americana de
Pediatria (AAP) y el Comité de Lactancia de la Asociacién Espafiola de Pediatria
recomiendan la lactancia materna exclusiva durante los 6 primeros meses de vida y

luego continuar la complementando con otros alimentos hasta los 2 afios 0 mas (20).

2.1.7 IMPORTANCIA DE LA LME

La importancia de la lactancia materna exclusiva (LME) para el recién nacido
(RN) es vital, La leche humana (LH), en si misma es un fluido biolégico de naturaleza

compleja, con amplia variabilidad segin el momento de la lactancia, como calostro,
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leche de transicion o madura, entre otras consideraciones que la hacen diferente en
cuanto a su composicion. Sus cualidades nutricionales e inmunoldgicas son Unicas e
insustituibles. Las proteinas (lactoalbdmina, lactoferrina), vitaminas (C y del grupo B),
antioxidantes endogenos (a-tocoferol, retinol), pool de enzimas (catalasa, glutation
peroxidasa) y minerales (cobre, manganeso, zinc), los anticuerpos y factores de
crecimiento, son esenciales en el desarrollo de los lactantes. Varia de una madre a otra y
en cada mujer, en el transcurso del dia e incluso en una misma mamada. La fraccion
més estable es la proteica y la grasa es el elemento de mayor variabilidad, y son
diversos los factores que inciden en estructura, composicion y en los volumenes de
secrecién, que son dependientes de factores genéticos, de la nutricion materna y de su

condicion socioeconémica (1)

2.1.8 BENEFICIOS DE LA LACTANCIA MATERNA

La lactancia ha demostrado ser un factor protector contra distintas enfermedades
infectocontagiosas, del espectro atdpico y cardiovasculares, asi como contra la
leucemia, enterocolitis necrotizante, enfermedad celiaca y enfermedades inflamatorias
intestinales. Asimismo, tiene un impacto positivo en el neurodesarrollo, mejorando el
coeficiente intelectual y pudiendo tener una disminucion del riesgo de otras condiciones
como el deéficit atencional, trastorno generalizado del desarrollo y alteraciones de
conducta (21).

Sus ventajas en aspectos como nutricion, inteligencia, prevencion de
enfermedades son reconocidas, ha demostrado ser un factor protector contra distintas
enfermedades infectocontagiosas, del espectro atopico y cardiovasculares, asi como
contra la leucemia, enterocolitis necrotizante, enfermedad celiaca y enfermedades
inflamatorias intestinales. Asimismo, tiene un impacto positivo en el neurodesarrollo,
mejorando el coeficiente intelectual y pudiendo tener una disminucion del riesgo de
otras condiciones como el déficit atencional, trastorno generalizado del desarrollo y

alteraciones de conducta (22).

.....La LM puede prevenir un 13% de la mortalidad infantil en el mundo, y disminuye el
riesgo de muerte subita del lactante en un 36%. La lactancia implica un ahorro directo
en el uso de férmulas lacteas y mamaderas, e indirecto en costos de salud asociados,

muertes prematuras y afios de vida ajustados por calidad, entre otros. Ademas, es
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medioambientalmente amigable sin dejar trazas de huella de carbono en su produccion
y consumo. El uso de formulas lacteas y mamaderas tienen riesgos inherentes asociado,
aumentan el riesgo de las alteraciones de la cavidad oral, tales como respiracion bucal,
maloclusion, alteracion de la mordida y caries. Por ultimo, la microbiota intestinal, la
oxigenacion y la termorregulacion de los lactantes se ven afectadas negativamente por
su uso (23),

2.1.9 PREVALENCIA DE LACTANCIA MATERNA

Ningun pais en el mundo cumple plenamente las normas recomendadas para la
lactancia materna, segin se indica en un nuevo informe de UNICEF y de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en colaboracién con el Colectivo Mundial
para la Lactancia Materna, una nueva iniciativa para aumentar las tasas mundiales de

amamantamiento(18).

La Tarjeta de Puntuacion Mundial para la Lactancia Materna, que evalud las
practicas de lactancia materna en 194 naciones, encontré que solo el 40% de los nifios
menores de seis meses reciben lactancia materna exclusiva (Unicamente leche materna)
y solo 23 paises, entre ellos el Peru, registran indices exclusivos de lactancia materna
por encima del 60%(18).

Segun la informacion proporcionada por la Encuesta Demogréafica y de Salud
Familiar-ENDES 2016, a nivel nacional, la proporcion de nifios y nifias con lactancia
materna exclusiva en el Pert es del 69.8%. Las regiones de Huancavelica (100%),
Pasco (87.3%) y Loreto (77.7%) son las que registran los indices mas altos, a diferencia
de las regiones de Tumbes (29.6%), Ica (40.5%) y Madre de Dios (45.3%) que
presentan una menor cantidad. De acuerdo al area de residencia, en el area urbana, la
proporcién de nifios con lactancia materna exclusiva es del 63.2% mientras que en el
area rural sube a 84.3% mostrando una diferencia de mas de 20 puntos porcentuales
(15).

La Tarjeta recopila datos de los paises de todo el mundo sobre el estado de las
siete prioridades establecidas por el Colectivo Mundial para la Lactancia Materna para
aumentar la tasa de lactancia materna. Los 23 paises que han logrado tasas de lactancia

materna exclusiva por encima del 60% son: Bolivia, Burundi, Cabo Verde, Camboya,
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Eritrea, Estados Federados de Micronesia, Islas Salomon, Kenya, Kiribati, Lesotho,
Malawi, Nauru, Nepal, Pert, Rwanda, S&o Tomé y Principe, Sri Lanka, Swazilandia,
Timor-Leste, Uganda, Vanuatu y Zambia. (15)

2.1.10 COMPOSICION DE LECHE MATERNA

La LH, en si misma es un fluido bioldgico de naturaleza compleja, con amplia
variabilidad segin el momento de la lactancia, como calostro, leche de transicion o
madura, entre otras consideraciones que la hacen diferente en cuanto a su composicion.
Sus cualidades nutricionales e inmunoldgicas son Unicas e insustituibles. Las proteinas
(lactoalbimina, lactoferrina), vitaminas (C y del grupo B), antioxidantes enddgenos (o-
tocoferol, retinol), pool de enzimas (catalasa, glutation peroxidasa) y minerales (cobre,
manganeso, zinc), los anticuerpos y factores de crecimiento, son esenciales en el
desarrollo de los lactantes. Varia de una madre a otra y en cada mujer, en el transcurso
del dia e incluso en una misma mamada. La fraccion mas estable es la proteica y la
grasa es el elemento de mayor variabilidad, y son diversos los factores que inciden en
estructura, composicioén y en los volimenes de secrecion, que son dependientes de

factores genéticos, de la nutricion materna y de su condicion socioecondmica (24).

La calidad microbiologica de la LH, en muchos estudios se ha mantenido al
margen. La contaminacion y posterior deterioro de este producto, se presenta por
transferencia vertical entre la madre y el lactante. Las bacterias lacticas se trasfieren al
recién nacido a traveés de la LH. La microbiota intestinal de nifios y adultos es
dependiente de los habitos de las madres lactantes. Los microorganismos piel-entéricos
asociados a la LH, han sido descritos e identificados a través de cultivos de
enriquecimiento y el uso de técnicas moleculares para especies del tipo Staphylococcus,
Streptococcus, Escherichia, Enterococcus, Veillonella, Prevotella, Pseudomonas y
Clostridium (1)

2.2 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.2.1 A NIVEL INTERNACIONAL

Nyangahu, D. y Jaspan, H. Influencia de la microbiota materna durante el
embarazo en la imunidad infantil. 2019 Espafia. Describen posibles mecanismos a

través de los cuales el intestino materno microbios durante el embarazo impactan la
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inmunidad infantil. Esta claro que el desarrollo inmune en el feto comienza antes a la
entrega y probablemente es impulsado por la translocacion de microbiota o sus
metabolitos desde el intestino materno hasta la unidad materno-fetal u otras superficies
mucosas. Se observo que la mayor contaminacion con microbios se produce en el parto
cuando el recién nacido entra en contacto con la microbiota, vaginal y durante el
embarazo. En conjunto, la microbiota gestacional induce una huella inmune en el feto

que tiene consecuencias inmunoldgicas postnatales (25).

Duranti, S. y Lugli, G. et al. Bifidobacterium bifidum y la microbiota intestinal
del lactante una caso intrigante de cooevolucion microbio huésped. 2019 Italia. Informa
que Bifidobacterium bifidum se encuentra entre los primeros colonizadores del tracto
gastrointestinal del recién nacido debido a su capacidad para metabolizarla leche
humana.oligosacaridos (HMO). Con el fin de investigar las caracteristicas bioldgicas
que permiten a esta especie bifidobacteriana colonizar un recién nacido, se realizo un
perfil espaciador bifidobacteriano transcrito internamente de muestras de heces de 50
pares madre-bebé, asi como las muestras de leche materna correspondientes. La
agrupacion jerarquica basada en los perfiles de poblacién bifidobacteriana encontrados
en muestras fecales infantiles revelo la presencia de cuatro grupos bifidobacterianos o
los denominados bifidotipos. Se demostré que Bifidobacterium bifidum es un miembro
clave entre los bifidotipos, en el que su presencia se correlaciona con varias especies
diferentes de bifidobacterias recuperadas en muestras fecales infantiles. Por esta razon,
investigaron el comportamiento de alimentacién cruzada facilitado por B. bifidum en un
modelo de biorreactor que usa leche humana como sustrato de crecimiento. Los perfiles
transcripcionales de esta cepa se evaluaron cuando se cultivaron en nueve glicanos
especificos que tipicamente constituyen HMO. Sorprendentemente, estos analisis
sugieren una co-evolucidn extensa con el huésped y otras especies de bifidobacterias en
términos de provisién de recursos y compartir, respectivamente, actividades que

parecen apoyar un microbioma dominante en bifidobacterias (26).

Yang, B. y Chen, Y. et al. Composicion de Bifidobacterium y Lactobacillus a
nivel de especie y diversidad de microbiota intestinal en lactantes antes de las 6
semanas 2019 China en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos Scitop
Bio-Tech. Se recogieron un total de 112 heces de nifios de etnia Han y se Investigaron

los efectos de los diferentes modos de entrega y alimentacién en la composicion de la
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microbiota intestinal de los primeros lactantes, con especial énfasis en los perfiles de
Bifidobacterium y Lactobacillus a nivel de especie. Las regiones 16S rRNA V3-V4,
genes bifidobacterianos y lactobacilos groEL de heces infantiles se secuenciaron por
[llumina MiSeq. La abundancia de microbiota intestinal fue significativamente
diferente, donde los grupos departo vaginal estandar (SVD) y de pecho (BF) fueron mas
altos en comparacién con la cesarea (CS), los grupos alimentados con leche en polvo
(MPF) y los de alimentacion mixta (MF). El género Enterobacteriaceae no clasificado
fue dominante, seguido de Bifidobacterium, que fue muy abundante en los grupos SVD
y BF. Las especies dominantes de Bifidobacterium en todos los grupos fueron B.
longum subsp.longum, B. longum subsp. Infantis y B. animalis subsp. Lactis B. dentium
y la diversidad de Bifidobacterium en los grupos SVD y BF fueron significativamente
mayores. Para los perfiles de Lactobacillus, L. rhamnosus y L. gasseri fueron
dominantes entre todos los grupos, mientras que Lactobacillus Las especies en los
grupos CS y MPF fueron mas diversas. Las predicciones funcionales mostraron
diferencias significativas entre el modo de entrega y los grupos de alimentacion, como
el sistema de fosfotransferasa, asi como el metabolismo de la taurina y la hipotaurina.
En los primeros lactantes con diferentes métodos de parto y alimentacion, la microbiota
intestinal, en particular las comunidades de bifidobacterias lactobacilos, mostré

diferencias significativas, con fuertes implicaciones para las funciones fisiologicas (27).

Ruiz, L. Bacigalupe, R. et al. Microbiota del precolostro humano y su papel
potencial como fuente de bacterias para la boca del lactante.2019 Espafia en el
Hospital Clinico San Carlos, Madrid, Se recluté un total de 17 parejas de madres e
infantes para su participacion en el estudio y describieron que la leche humana
representa una fuente de bacterias para el establecimiento inicial de los microbiomas
orales e intestinales en el lactante amamantado, sin embargo, el origen de las bacterias
en la leche humana sigue siendo en gran medida desconocido. Si bien algunas pruebas
apuntan hacia una posible ruta entero mamaria endégena, otros autores han sugerido
que las bacterias en la leche humana son contaminantes de la piel o de la boca del
lactante. En este trabajo, se realizd la secuenciacion de ARN 16S y el cultivo y
aislamiento bacteriano para analizar la microbiota en muestras de precalostro materno,
recolectadas de mujeres embarazadas antes del parto, y en muestras orales recolectadas
de los lactantes correspondientes. La estructura de ambos ecosistemas demostré una alta

proporcidn de taxones constantemente compartidos entre los ecosistemas, Streptococcus
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spp, y Staphylococcus spp, siendo el més abundante. La secuenciacion del genoma
completo en aquellos aislamientos que, pertenecientes a la misma especie, se aislaron de
las muestras materna e infantil en el mismo par madre-lactante, evidencioé que en 8 de
cada 10 pares ambos aislamientos eran> 99.9% idénticos a nivel de nucleédtidos. La
presencia de bacterias orales tipicas en el precalostro antes del contacto con el recién
nacido indica que no son una contaminacion del lactante, y sugiere que al menos
algunas bacterias orales llegan a la boca del lactante durante la lactancia.
Sorprendentemente, se detectaron 26 grupos taxonémicos que se comparten entre el
precalostro materno y el ecosistema oral infantil en al menos 5 de los pares analizados.
Entre ellos, las colonias compartidas con mayor frecuencia incluian miembros de
Streptococcus y Staphylococcus que también eran los grupos dominantes en los tipos de
muestras correspondientes. Ademas, otras colonias abundantes no incluidas dentro de
los grupos principales abundantes pronosticados, como Bifidobacterium, Micrococcus,
Blautia o Actinomyces, también se compartieron en una proporcion significativa de los

pares analizados (28).

Zhuang, L. Chen, H. et al Microbiota intestinal en la vida temprana y sus
implicaciones en la salud infantil, 2019 Beijing Genomics Institute, realizaron la
revision de diferentes estudios en los que encontraron que los recién nacidos por via
vaginal estan expuestos a la vagina materna, y la microbiota fecal de estos recién
nacidos esta dominada por Prevotella spp.y Lactobacillus. Los neonatos nacidos por
cesarea (CS) no entran en contacto directo con la poblacion microbiana vaginal materna
y, por lo tanto, tienen mas probabilidades de tener un microbioma dominado por
microbios, como Corynebacterium, Staphylococcus y Propionibacterium spp, que se
derivan de la piel materna, el entorno hospitalario o el personal del hospital. Durante la
primera semana después del nacimiento, se ha observado un predominio de
actinobacterias (que comprende principalmente el género Bifidobacterium) para los
recién nacidos por via vaginal, mientras que Firmicutes se ha observado como la
poblacién microbiana méas prevalente para los recién nacidos con CS. Por otra parte, la
prevalencia de bifidobacterias aumentd continuamente en los recién nacidos por via
vaginal y CS con el tiempo.En términos de ingesta de alimentos, la microbiota intestinal
de los recién nacidos esta significativamente influenciada por el modo de alimentacion,
y las diferencias en los microbios intestinales entre lactantes alimentados

exclusivamente con leche materna versus lactantes con férmula han sido bien
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documentados. Segun lo informado por varios estudios, las heces de los bebés
alimentados con leche materna contienen mas Lactobacilos y bifidobacterias y menos
patdgenos potenciales que las heces de los lactantes alimentados con férmula, que
contienen una flora microbiana intestinal mas diversa dominada por Bacteroides,

Clostridia,Estafilococos, enterobacterias, Enterococos y atopobio (29).

Farzana, Y. Min, T. et al. Cesérea, alimentacion con formula y exposicion a
antibioticos infantiles: impactos separados y combinados en los cambios microbianos
intestinales en la infancia tardia. Canada 2017. Estudio para cuantificar los cambios en
la composicién microbiana intestinal durante la infancia posterior a las exposiciones
postnatales y de nacimiento mas comunes que afectan la composicién microbiana
intestinal infantil, 166 recién nacidos a término en la cohorte de nacimiento de
Desarrollo Longitudinal de Infantes Sanos de Canadd se perfilaron usando
secuenciacion de genes de alto rendimiento 16S. Los bebes se colocaron en grupos
segun combinaciones mutuamente excluyentes de modo de nacimiento (parto vaginal /
cesarea), estado de lactancia (si / no) y uso de antibidticos (si / no) a los 3 meses de
edad. Sobre la base de permutaciones repetidas de datos y ajustes para la tasa de
descubrimiento falso, se identific6 cambios estadisticamente significativos en la
abundancia microbiana intestinal entre 3 meses y 1 afio de edad dentro de cada grupo de
lactantes. Observamos patrones bien conocidos de sucesion de filamentos microbianos
en la infancia tardia (disminucion de las proteobacterias; aumento de Firmicutes y
Bacteroidetes) después del parto vaginal, la lactancia y sin exposicion a antibioticos.
Género Lactobacillus, Roseburia, y las especies de Faecalibacterium aparecieron en los

10 principales aumentos de la abundancia microbiana en estos lactantes (30).

Rutayisire, E. Huang, K. et al. El modo de parto afecta la diversidad y el patron
de colonizacién de la microbiota intestinal durante el primer afio de vida de los bebés.
China 2016 en una revision sistematica encontré que siete de 652 estudios recuperados
cumplieron los criterios de inclusidn, se incluyeron en el analisis sistematico. La cesarea
(CS) se asocié con una menor abundancia y diversidad de las Actinobacterias y
Bacteroidetes phyala, y una mayor abundancia y diversidad del filo Firmicute desde el
nacimiento hasta los 3 meses de vida. En el nivel de colonizacion, los géneros
Bifidobacterium y Bacteroides parecen ser significativamente mas frecuentes en los

recién nacidos por via vaginal en comparacion con los CS entregados. Estos infantes

28

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

estaban mas colonizados por los géneros Clostridium y Lactobacillus. Segun los
informes, es tentador decir que el modo de entrega tiene menos efecto sobre la
colonizacién y diversidad de géneros Bifidobacterias, Bacteroides, Clostridium vy
Lactobacillus desde los 6 a los 12 meses de vida (9).

Walker, A. Rajashri, S. et al, Leche materna, microbiota y homeostasis inmune
intestinal 2015. EE UU. Indican que los recién nacidos se adaptan al ambiente
extrauterino desarrollando homeostasis inmune intestinal. La colonizacion bacteriana
inicial apropiada es necesaria para el desarrollo inmunitario intestinal adecuado. Un
determinante ambiental de una colonizacion adecuada es la leche materna. Aunque el
recién nacido a término es capaz de desarrollar una respuesta inmune, el componente
inmune efector requiere estimulacion bacteriana. La leche materna estimula la
proliferacion de una microbiota bien equilibrada y diversa, que inicialmente influye en
el cambio de una respuesta intrauterina TH2 predominante a una respuesta equilibrada
TH1 / TH2 y con la activacion de las células T reguladoras por la leche materna
organismos especificos estimulados (Bifidobacterias, Lactobacillus y Bacteroides).
Como ejemplo de su efecto, los oligosacaridos en la leche materna son fermentados por
bacterias coldnicas que producen un medio &cido para la proliferacion bacteriana.
Ademas, los &cidos grasos de cadena corta en la leche materna activan los receptores en
las células T-reg y los genes bacterianos, que median preferentemente la expresion de la
unién estrecha intestinal y la anti inflamacion. Otros componentes de la leche materna
(defensinas, lactoferrina, etc.) inhiben los patégenos y contribuyen ain mas a la
composicién de la microbiota. La influencia de la leche materna en la microbiota
intestinal inicial también evita la expresion de enfermedades inmunomediadas (asma,
enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes tipo 1) mas adelante en la vida a través de
una respuesta inmune inicial equilibrada, lo que subraya la necesidad de amamantar

como la primera fuente de nutricion (31).

Martin, V. Maldonado, A. et al. Intercambio de cepas bacterianas entre la leche
materna y las heces infantiles 2012 Espafia, indican en afios anteriores, se ha
demostrado que la leche humana es una fuente potencial de bacterias para el intestino
infantil. Los resultados de Este trabajo confirma la presencia de las mismas cepas
bacterianas especificas de Bifidobacterium, Lactobacillus y Staphylococcus en leche

materna y muestras fecales infantiles. La identidad de las bacterias aisladas de la leche
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materna y las heces infantiles de 20 pares madres-lactante se investig6 a nivel de
tension. EI ADN de Staphylococcus, Lactobacillus y Bifidobacterium fue detectado por
gRTI-PCR en casi todas las muestras analizadas. Estas muestras fueron cultivadas en
diferentes medios de agar de cada colonia representativa, se seleccioné e identifico la
morfologia a nivel de especie combinando pruebas clasicas y técnicas moleculares
(PCR, RAPD, PFGE, y / 0 MLST genotipado). La leche materna y las heces infantiles
de 19 parejas madre-bebé compartieron diferentes estafilococos, Lactobacillus y cepas
de Bifidobacterium. Significativamente, 2 pares madre-bebé compartieron 4 cepas
bacterianas, aunque la mayoria de las parejas compartieron 2. Estos resultados
confirman que la leche materna y las heces infantiles de parejas madre-bebé comparten
la misma cepa (s), indicando que la lactancia materna podria contribuir a la
transferencia bacteriana de la madre al bebé y, por lo tanto, a la colonizacion intestinal
infantil (32).

Guzzardi, M. et al. El crecimiento cardiaco fetal estd asociado con la
colonizacion intestinal en el Gtero 2018 Italia, los recién nacidos fueron 57.7% varones,
73.1% nacieron por parto vaginal, todos nacieron a termino. Tamario corporal al nacer y
eco cardiografico estaban dentro de parametros normales, se informé del estudio de
sangre del corddn umbilical, concentraciones de marcadores circulantes y pre /
maternos, IMC final-gravidico. Diabetes mellitus gestacional estuvo presente en 6
(23.1%) de madres. En toda la poblacion, las bacterias mas abundantes fueron a nivel de
phylum, Clostridiales (27.27%), Enterobacteriales (27.03%), Bifidobacteriales
(14.77%), Lactobacillales (12.50%), Xanthomonadales (4.03%), Bacillales (2.33%),
Bacteriodales (1.57%), Actinomycetales (1.46%) y Verrucomicrobiales (1.28%)
Demostramos que la colonizacion intestinal comienza en el Gtero y es asociado con el
grosor de la pared del ventriculo izquierdo al nacer. Especificamente, los recién nacidos
con mayor grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo se caracterizan por una
reduccion de la diversidad de la microbiota intestinal, debido al agotamiento funcional
de taxones bacterianos involucrados en la regulacion de vias de metabolismo de lipidos,
proteinas y cetogenesis; y al enriquecimiento en aquellos involucrados en la sintesis de
lipopolisacaridos proinflamatorio y metabolismo de carbohidratos. En particular,
nosotros identificamos el agotamiento de Lactobacillales y enriquecimiento en

Enterobacteriales (33).
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2.2.2. ANIVEL DE LATINOAMERICA

Castafieda, C. Microbiota intestinal y salud infantil. Cuba 2018 Universidad de
Ciencias Médicas de La Habana. Observaron que la microbiota intestinal participa en
eventos de homeostasis e inmunidad intestinal de trascendencia para la salud humana.
Sus interacciones con el ecosistema intestinal, participacion en distintas enfermedades,
y el valor de los probidticos y prebi6ticos son revisados. Con el objetivo de evaluar los
conocimientos de la literatura médica en las Ultimas décadas sobre los principales
aspectos de la microbiota intestinal, su relacién con la inmunidad, y beneficios de
probidticos y prebidticos como terapia en distintas afecciones intestinales y
extraintestinales. Se realiza busqueda en bases de datos de PubMed, Scielo, Redalycs,
Latindex de publicaciones acerca de microbiota intestinal, revisiones sistematicas de
probidticos y libros afines. Se revisan las caracteristicas de los procesos de
colonizacién, desarrollo, funciones y composicion de la microbiota intestinal, su
inmunidad y relacion con el higado. Se actualizan los principios de la terapia con
probidticos y prebidticos, y sus distintas indicaciones en enfermedades digestivas.
Concluyeron que se evidencia el papel del microbioma intestinal y su relacion con el
ecosistema intestinal, los mecanismos participantes y el consiguiente desarrollo de su
inmunidad, resaltando el rol de la lactancia materna para un adecuado proceso de
implantacion de la microbiota. Se analiza el uso de probioticos y prebioticos, y su

eficacia en distintas enfermedades digestivas (34).

2.2.3. ANIVEL NACIONAL

Cordova. J. Variacion de la microbiota intestinal de neonatos alimentados por
lactancia materna exclusiva. 2014 Pert UNT, el objetivo de este estudio fue conocer la
variacion de la microbiota intestinal de los neonatos alimentados por lactancia materna
exclusiva al ler, 4to y 27mo dia post parto. El estudio fue prospectivo, longitudinal y
descriptivo. Se obtuvo muestra de heces el ler, 14to, 27mo dia post-parto de 18
neonatos, identificando tipo y UFC/ml bacteriano. Se identificaron principalmente:
lactobacillus sp, S. coagulasa negativo, E. coli, Bifidobacterium sp, S. aureus. El ler,
14to y 27mo dia post-parto se identificaron mayormente: Anaerobios (7.04 +- 0.8 log
UFC/ml, 10.13 + 0.82 log UFC/ml y 12.22 + 0.86 log UFC/ml respectivamente),
Microanaerobios: (7.67 + 0.67 log UFC/ml, 9.76 + 0.9 log UFC/ml, 8.59 + 0.58 log

UFC/ml respectivamente). En conclusion la microbiota intestinal varia segin especie
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bacteriana y UFC, aumentando progresivamente el ler, 14to, 27mo dia post-parto, el
ler dia predominaron microanaerobios, el 14to y 27mo dia post-parto anaerobios
estrictos (35).

Paitan, E. Santos, R. et al. Caracterizaciones moleculares de bacterias con
potencial probiodtico aisladas de heces de recién nacidos humanos, 2019 Per(
Universidad La Molina. El objetivo de este estudio fue caracterizar molecularmente
bacterias con potencial probiético aisladas de heces de neonatos humanos. Se evalué 60
muestras de heces de neonatos (0-3 dias) se enriquecieron en caldo Man Rogosa y
Sharp (MRS) a 37°C/24h. Se seleccioné y se sometié a pruebas in vitro con sales
biliares, resistencia a pH bajo y actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli
ATCC25922, E coli ATCC35218, Salmonella entérico y Listeria inocua mediante el
ensayo difusion en agar. La identificacion molecular se realizd con amplificaciones
PCR-BOX vy el secuenciamiento del gen 16S rRNA. Se aislaron un total de 48 cepas y
todas presentaron resistencia a pH 3 y 0.3% sales biliares; 3 cepas mostraron actividad
antimicrobiana frente a E. coli ATCC25922, 1 cepa frente a E. coli ATCC35218, 5
cepas frente a L. inocua y todas frente a Salmonella entérica. De las 48 cepas se
obtuvieron dos perfiles BOX-PCR pertenecientes a los géneros de Lactobacillus y
Enterococcus. Nueve cepas (C5., C6;, C71, Cll,, C162, C19,, C20, C35, y C42)
presentaron un 100% de similaridad a Lactobacillus plantarum ATCC 149177
[ACGZ01000098] y dos cepas (C15 y C40) un 99.93% y 99.80% de similaridad,
respectivamente a Enterococcus faecium CGMCC 1.2136" [AJKH01000109]; estas
cepas mostraron actividad en leche con diferencias significativas (p valor < 0.05) en la

cinética de pH 3. En conclusién se encontro bacterias con potencial probiotico (36).

Huzco, Ch. Estilo de vida saludable de las madres y la microbiota Intestinal de
neonatos prematuros. 2017 Peru. Estudio: cuantitativo de disefio; descriptivo,
observacional y transversal. Muestra; 10 madres y 15 neonatos prematuros, del Hospital
“San Bartolomé”. El analisis de la microbiota fue de muestras de meconio. La
identificacion de colonias fueron mediante evaluacion macroscépica, microscopica y
bioquimicas; el recuento de colonias se multiplicé por el factor de dilucién y factor de
volumen sembrado (UFC/ml = N° UFC). La variable de estilo de vida saludable, utiliz6
un instrumento con un alfa de conbrach 0,85. Se emple6 la prueba estadistica de Rho

Spearman. Resultados: No existié relacién estadisticamente (p>,05) entre: microbiota

32

repositorio.unap.edu.pe

\No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

intestinal de los neonatos y el estilo de vida saludable. Dimensiones: condicion fisica o
deporte y los habitos alimenticios, existio relacion negativa estadisticamente con la
microbiota intestinal, en contraste con el autocuidado y cuidado médico y el consumo
de drogas, tabaco y alcohol, existi6 relacion positiva estadisticamente. No existio
relacion entre: suefio y recreacion y manejo de tiempo y la microbiota intestinal de los
neonatos. Conclusion: No existio relacion estadisticamente entre: estilo de vida
saludable y la microbiota intestinal. Sin embargo, existe relacion en cuatro dimensiones:

dos negativas, dos positivas y en dos no existe relacion (37).

2.24 A NIVEL LOCAL

No se encontraron estudios relacionado con la microbiota intestinal de neonatos

alimentados con leche materna exclusiva.a 3842 m.s.n.m.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio: observacional, analitico, transversal, prospectivo.

Segun la finalidad del investigador: Bésica.

Segun nimero de mediciones de la variable de estudio: Transversal.

Segun la planificacion de las mediciones de la variable de estudio:
Prospectivo.

Segun la intervencion del investigador: Observacional.

Segun el numero de variables: Analitico

3.2 POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 POBLACION

La poblacién en estudio estuvo constituida por todos los RN en el Hospital 111
EsSalud Juliaca, en el servicio de Neonatologia en el periodo comprendido entre
diciembre del 2019 y febrero del 2020 que nacieron de parto vaginal, RN a término y

que reciben LME.
3.2.2 MUESTRA

La muestra estuvo conformada por la totalidad de RN recién nacidos de parto
vaginal con LME, que cumplieron criterios de inclusion y exclusion con un total de 40

RN siendo muestreo tipo no probabilistico intencional.

3.2.3 UNIDAD DE ESTUDIO

RN en el Hospital 111 EsSalud Juliaca, en el servicio de Neonatologia de parto

vaginal, RN a término y que reciben LME.
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3.2.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

a) Criterios de inclusion
« Nacido en el hospital de EsSalud 111 Juliaca.
« RN atérmino entre 37 semanas y 41 semanas.
e RN que reciban lactancia materna exclusiva
e RN con peso adecuado para la edad
« RN de parto vaginal eutdcico.
e RN de ambos sexos
« RN de gestacion unica.

« RN con diagnostico clinicamente sano.

b) Criterios de exclusion
e RN de madre con ruptura prematura de membrana.
e« RN de madre con infeccion del tracto urinario,
vulvovaginitis y/o otras infecciones.
e RN con malformaciones congénitas digestivas.
¢ RN con diagnostico de sepsis.
« RN o madre de RN con antibiotico terapia.

e RN con probioticos y prebioticos.

3.3 TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

3.3.1 TECNICA RECOLECCION DE DATOS

Se empleo la ficha para recoleccion de datos de los RN incluidos en el estudio
con codigo del RN, sexo, edad gestacional y peso criterios de inclusion y exclusion
(ANEXO 1)

Se coordin6 con el jefe del Departamento Materno Infantil y jefe de
Departamento ayuda al Diagndstico del Hospital donde se realiz6 la investigacion, para

darles a conocer el proposito del estudio y la metodologia.
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Para tal actividad, se solicitd la firma del consentimiento informado de las
madres donde se explico las condiciones del trabajo, confidencialidad y la privacidad de
la informacién recolectada (ANEXO 2)

El trabajo de investigacion fue autorizado bajo Dictamen del Comité de Etica en
Investigacion del Hospital EsSalud 111 Juliaca (ANEXO 3)

3.3.2 TECNICA RECOLECCION DE MUESTRA Y ANALISIS DE LA
MICROBIOTA

a. Para la toma de muestra se practicaron medidas de bioseguridad
(uso de guantes limpios, respirador N°95 y guardapolvos), se
utilizé un mechero Bunsen para crear un campo estéril alrededor
de los materiales y todo el material utilizado fue estéril para
evitar contaminacion por agentes externo.

b. Se tomO muestras frascos y espatulas estériles, al tercer dia de
nacido en cada caso.

c. Las muestras fueron codificadas para su identificacion en relacion
a cada recien nacido con nimeros arabigos

d. Cada muestra de meconio fue aplicada en caldo Tioglicolato, a fin
de lograr preservacion y favorecer el crecimiento en condiciones
de anaerobiosis, empleando la Campana para Anaerobiosis
(figura 2) por un lapso de tiempo de 24 a 48 horas.

e. PROCEDEMIENTO PARA CULTIVO 1: Posteriormente se
toma nuevamente las muestras y con ayuda de una Asa de Kohle
se siembra directamente en las placas Petri previamente provistas
con agar Xilose Lysine Deoxycholate (XLD) (ANEXO 6)

f. Después de 24 horas se observo el crecimiento en el medio de
cultivo XLD y se identifico el crecimiento de las diferentes
colonias, procediéndose a realizar tincion de Gram, para
identificarlas y clasificarlas.

g. Para confirmar la identificacion de bacterias, las colonias que
crecieron en XLD, se cultivaron nuevamente en medios

bioquimicos diferenciales como son Lisina Hierro Agar (LIA),
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Triple Sugar Iron Agar (TSI), citrato de SIMMONS agar, Urea

agar e Indol.

. Bajo estos medios de cultivos diferenciales se observé el cambio

de color y consistencia en cada caso, comparandose con la
Cartilla de Medios Diferenciales Biogquimicos empleada
universalmente.

PROCEDIMIENTO PARA CULTIVO 2: Se procedi6é a sembrar
en Caldo Tioglicolato permaneciendo por 48 horas en
condiciones de anaerobiosis sometido a la Campana de
anaerobiosis.(ANEXO 6)

Después de este tiempo se observo el cambio de color y textura
del Caldo Tioglicolato con lo que se admite un crecimiento de

bacterias anaerobias.

. Luego bajo el método de siembra por estrias se uso el medio de

cultivo Man Rogosa Sharpe (MRS) para ser llevado a la estufa,
esperando el crecimiento de microorganismos.

Se realizd nuevamente Tincion de Gram y la prueba de la
Catalasa observandose bajo microscopia los resultados para su

identificacion.

. El crecimiento de diferentes colonias de microorganismos nos

permitio realizar una nueva siembra en medio de cultivo (MRS),
la identificacion de colonias con caracteristicas diferentes nos
permitio realizar una nueva siembra bajo condicién de

anaerobiosis identificandose a los bifidobacterium sp.

. PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICACION DE LA

MICROBIOTA: Una vez obtenida la muestra de meconio se
procedié a siembras bajo el método de estrias en 4 momentos
consecutivos; debido a las limitaciones técnicas en el conteo de
colonias se decide un conteo manual de colonias, las estrias
encontradas en la primera etapa correspondieron a bajo
crecimiento, las que aparecieron en una segunda y tercera etapa a
crecimiento medio y las observadas en la cuarta etapa a un alto

crecimiento.
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0. Los datos leidos fueron recogidos en la ficha de recoleccion de
datos identificAndose nimero de placa Petri y que crecio en cada
caso, microorganismo aislado, taxonomia y nimero. (ANEXO 4).

p. Nuestros hallazgos encontrados a una altitud de 3824 m s.n.m.
han sido comparados con un estudio a a 30 m s.n.m. la misma
que nos permitié realizar algunas inferencias. Si bien Cérdova J
(35) toma las muestras de meconio al primer dia, al dia 14° y al
dia 27° en un estudio longitudinal, consideramos pertinente la
comparacion solamente con su primer muestreo, la investigacion
de Cordova J. se realiza a 30 m s.n.m. en RN a término, de parto
vaginal y con LME.

g. Empledndose el ppaquete estadistico SPSS version 24 para
Windows para datos cuantitativos, se procedid a obtener
resultados empleando los estadisticos indice de Kappa porque

este permite.
3.3.3 VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE: Microbiota Intestinal de RN
VARIABLE DEPENDIENTE: Lactancia Materna Exclusiva

Tabla 1: Operacionalizacion de variables

VARIABLES DEFINICION DIMENSIONES INDICADOR TIPO  DE | ESCALA DE

CONCEPTUAL VARIABLE | MEDICION
VARIBLE Es la | Lactancia Lactancia Cualitativ | Nominal
:ENDEPEND'ENT alimentacion Materna Materna 0 _

del lactante con | Exclusiva Exclusiva Dicotomic
L actancia leche materna a

de la madre o
Matern.a de otra mujer,
Exclusiva sin ningdn

suplemento

sélido o liquido
VARIABLE Tipo de | Lactobacillus | Cualitativ | Nominal
DEPENDIENTE microorganism | sp, Eschericha | 0

. . Se entiende por | 0 coli, Dicotomic

Microbiota microbiota al Lactococos sp, a
intestinal conjunto de Bifidobacteriu

microorganism m,

0s que Enterobacter

sp, Proteus sp,
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cohabitan en el
intestino.

Klebsiella sp
cuantificacion | Alto medio | cualitativa | Nominal
bajo

dicotomic
a
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

Microbionta intestinal de neonatos alimentados por
lactancia materna

I 57.5

Lactococos sp =7k
I 57.

e 00.0

Lactobacillus sp bso
5.

I 325
I 32.5

Bifidobacterium

i 2.5
Klebsiella sp 2.5

7.5
Proteus sp . 7.5

20.0
Enterobacter sp - 20.0

0.0

TIPO BACTERIANO

Enterococcus sp

o 85.0
escherichia coli RN <75

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
PORCENTAIE

Figura 2: Aislamiento e identificacién de cepas de microorganismos en meconio de
RN alimentados con LME. Hospital 111 EsSalud Juliaca - 2020

Del 100% de muestras, se encontrd: Lactobacillus sp en 95.0 %, Eschericha coli
en 82,55 %, Lactococos sp. en 57,5 %, Bifidobacterium 32.5 %, Enterobacter sp 20.0,
Proteus sp 7,5 %, %, Klebsiella sp 2,5%, Enterococcus sp.0.0 %.
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Tabla 2: Cuantificacion de cepas de microorganismos en meconio de RN
alimentados con LME Hospital 111 EsSalud Juliaca - 2020

Frecuencia Porcentaje

Alto 28 70,0
Bajo 2 50
Medio 10 25,0
Total 40 100,0

Del 100% de muestra se encontrd6 que un 70% muestra un alto
crecimiento bacteriano, 25% de crecimiento medio, y 5% de bajo crecimiento.
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Tabla 3: Diferencias entre la microbiota del RN alimentado con LME a
nivel del mar y a una altitud de 3824 m s.n.m. hospital 111 EsSalud Juliaca —
2020

CULTIVADOS EN MRS

Lactococcus sp Lactobacillus sp Bifidobacterium

f % f % f %
Negativo 17| 42.50% 2 5.00% 27 67.50%
Positivo 23| 57.50% 38 95.00% 13 32.50%
Total 40| 100.00% 40| 100.00% 40| 100.00%

A 3824 m.s.n.m. encontramos que del 100% de muestras de meconio se
encontré Lactococcus sp. en 57,5% y 42.50% no fue encontrado, para el Lactobacillius
sp. 95.00% maostro ser positivo y 5.00% negativo, en el caso de las Bifidobacterium se

observan en 67,50% de las muestra y es negativo en 32,50%.

CULTIVADOS EN XLD

Escherichia coli | Enterobacter sp Klebsiella sp Proteus sp

f % f % f % F %
Negativo 7| 17.50% 32 80.00% 39 97.50% 37| 92.50%
Positivo 33| 82.50% 8 20.00% 1 2.50% 3 7.50%
Total 40 | 100.00% 40 | 100.00% 40| 100.00% 40 | 100.00%

A 3824 m.s.n.m. encontramos que del 100 % de muestras de meconio se observa
Escherichia coli 82,50% vy es negativo en 17.50%, para Enterobacter sp 80.00% es
negativo y solo 20,00% es encontrado, en el caso de Klebsiella sp el 97,50% es negativo
y el 2,50% muestra positividad, para Proteus sp. 92.50 % es negativo y solo un 7,50 %

es positivo.
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4.2 DISCUSION

El presente trabajo de investigacion: Microbiota Intestinal En Recién Nacidos
alimentados con lactancia materna exclusiva a 3824 m.s.n.m. Hospital Il EsSalud
Juliaca - 2020. Que incluye a 40 RN a término, 21 de sexo masculino y 19 de sexo
femenino, a los cuales se les tom6 una muestra de meconio al tercer dia de nacidos, para
determinar la microbiota intestinal, donde nos planteamos la hipotesis siguiente: Dado
que el RN recibe LME en condiciones de altitud se espera una microbiota con
abundante colonizacion intestinal de bifidobacterium Lactobacilos, Bacteroides, E. coli,

Enterobacterias, klebsiella., sin diferencia en relacion a nivel del mar.

Para el aislamiento e identificacion de cepas de microorganismos en meconio de
RN alimentados con LME, del 100% de muestras, Lactobacillus sp en 95.0 %,
Eschericha coli en 82,55 %, Lactococos sp. 57,5 %, Bifidobacterium 32.5 %,
Enterobacter sp 20.0%, Proteus sp 7,5 %, %, Klebsiella sp 2,5%, Enterococcus sp.0.0
%. Nuestros resultados coincidentes con Duranti, S. y Lugli, G. et al. Que demostré que
Bifidobacterium bifidum es un miembro clave entre los bifidotipos, en el que su
presencia se correlaciona con varias especies diferentes de bifidobacterias recuperadas

en muestras fecales infantiles (26).

Coincidimos también con Yang, B., y Chen, y. et al. Que encuentra que el
género Enterobacteriaceae no clasificado fue dominante, seguido de Bifidobacterium,
que fue muy abundante en los grupos SVD y BF. Las especies dominantes de
Bifidobacterium en todos los grupos fueron B. longum subsp.longum,B. longum subsp.
Infantis y B. animalis subsp. Lactis B. dentium y la diversidad de Bifidobacterium en los
grupos SVD y BF fueron significativamente mayores. Para los perfiles de Lactobacillus,
L. rhamnosus y L. gasseri fueron dominantes entre todos los grupos, mientras que
Lactobacillus Las especies en los grupos CS y MPF fueron mas diversas (27). Nosotros
encontramos predominio de Enterobacterias dentro de ello E. coli, y Lactobacilus sp.
sin embargo no encontramos una clasificacion precisa de especies de Bifidobacterias sp.

por limitaciones técnicas.
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Ruiz, L. Bacigalupe, R. et al. Encuentran que las colonias compartidas con
mayor frecuencia incluian miembros de Streptococcus y Staphylococcus, sin embargo
mencionan grupos principales abundantes de Bifidobacterium, Micrococcus, Blautia o
Actinomyces (28). Nuestro reporte no muestra Streptococcus y Staphylococcus
consideramos que pudiera deberse a que no empleamos un medio de cultivo favorable

para su crecimiento, no negamos que pudiera existir.

Zhuang, L. Chen, H. et al afirma que durante la primera semana después del
nacimiento, se ha observado un predominio de actinobacterias (que comprende
principalmente el género Bifidobacterium) para los recién nacidos por via vaginal. Las
heces de los bebés alimentados con leche materna contienen méas Lactobacilos y
bifidobacterias y menos patdgenos potenciales que las heces de los lactantes
alimentados con formula, que contienen una flora microbiana intestinal mas diversa
dominada por Bacteroides, Clostridia,Estafilococos, enterobacterias, Enterococos y
atopobio (29). Nosotros encontramos mas lactobacillus sp que bifidobacterias sp, con la
diferencia que tomamos las muestras al tercer dia y Zhuang, L. Chen, H. et al lo hace
dentro de la primera semana, considerando que conforme transcurre el tiempo existe

una aumento en la poblacion de bifidobacterias sp.

Rutayisire, E. Huang, K. et al. De los RN por cesarea los infantes estaban mas
colonizados por los géneros Clostridium y Lactobacillus. Segun los informes, es
tentador decir que el modo de parto por cesarea tiene menos efecto sobre la
colonizacién y diversidad de géneros Bifidobacterias, Bacteroides, Clostridium vy
Lactobacillus desde los 6 a los 12 meses de vida (9). Nuestro estudio con una muestra
de RN por parto vaginal no encontré Clostridium, aceptando que la mayor colonizacion

bactriana de Bifidobacterias del RN se produce en su transito por el canal vaginal

Paitan, E. Santos, R. et al. Pretendiendo caracterizar molecularmente bacterias
con potencial probidtico aisladas de heces de neonatos humanos, (0-3 dias) empleando
caldo Man Rogosa y Sharp (MRS). De las 48 cepas se obtuvieron dos perfiles BOX-
PCR pertenecientes a los géneros de Lactobacillus y Enterococcus, las mismas que
mostraron actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC25922, E coli
ATCC35218, Salmonella entérico y Listeria inocua (36). En coincidencia encontramos
Lactobacillus sp, con un alto porcentaje lo que implica que la LME asegura esta

colonizacién y por lo tanto su posibilidad antimicrobiana.
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Martin, V. Maldonado, A. et al. Afirma que la leche materna y las heces
infantiles de parejas madre-bebé comparten la misma cepa (s), indicando que la
lactancia materna podria contribuir a la transferencia bacteriana de la madre al bebé vy,
por lo tanto, a la colonizacion intestinal infantil (32), nuestro hallazgo de
Bifidobacterium, Lactobacillus corresponderia también a esta afirmacion.

Respecto a la cuantificacién de cepas de microorganismos en meconio de RN
alimentados con LME. Del 100% de muestra de meconio se encontrd que un 70%
presento un alto crecimiento bacteriano, 25% presento un crecimiento bacteriano medio
y 5% bajo crecimiento. Coincidentemente Yang, B., y Chen, Y. et al. Encuentran
abundancia de microbiota intestinal en RN de parto vaginal estandar y de LM a
diferencia de parto por cesarea y alimentados con leche en polvo y alimentacion mixta
(27).

Farzana, Y. Min, T. et al. ldentificO cambios estadisticamente significativos en
la abundancia microbiana intestinal entre 3 meses y 1 afio de edad dentro de cada grupo
de lactantes. Observamos patrones bien conocidos de sucesion de filamentos
microbianos en la infancia tardia (disminucion de las proteobacterias; aumento de
Firmicutes y Bacteroidetes) después del parto vaginal, la lactancia y sin exposicion a
antibidticos. Genero Lactobacillus, Roseburia, y las especies de Faecalibacterium
aparecieron en los 10 principales aumentos de la abundancia microbiana en estos
lactantes (30). Sostenemos que la LME es el factor mas importante en la instalacion de

una microbiota abundante y benéfica para el intestino del RN.

Walker, A. y Rajashri, S. et al, La colonizacion bacteriana inicial apropiada con
(Bifidobacterias, Lactobacillus y Bacteroides). Gracias a la influencia de la leche
materna en la microbiota intestinal inicial también evita la expresion de enfermedades
inmunomediadas (asma, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes tipo 1) (31). No
nos atrevemos a especular pero esto es fundamental en la etiologia de la enfermedad del

nifio en la altitud.

Guzzardi, M. et al. En RN a término de parto vaginal y por cesarea encuentra
que las bacterias mas abundantes fueron a nivel de phylum, Clostridiales (27.27%),
Enterobacteriales (27.03%), Bifidobacteriales (14.77%), Lactobacillales (12.50%),
Xanthomonadales (4.03%), Bacillales (2.33%), Bacteriodales (1.57%), Actinomycetales

(1.46%) y Verrucomicrobiales (1.28%) plantea que la colonizacion intestinal comienza
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en el utero y la asocia con el grosor de la pared del ventriculo izquierdo al nacer.
Nuestros hallazgos son diferentes no encontramos Clostridium y nuestro hallazgo de
Lactobacillus sp llega a 95 %, tampoco podemos afirmar que el proceso de
colonizacion inicie tan precozmente a nivel uterino, Guzzardi, M. et al. para su
investigacion toma las muestras meconiales muy precozmente a fin de garantizar que el
RN no haya recibido LM.

En relacion a diferencias entre la microbiota del RN alimentado con LME a
nivel del mar y a una altitud de 3824 m s.n.m. En el cultivado en MRS, del 100% de
muestras de meconio se encontrd Lactococcus sp. en 57,5% y 42.50% no fue
encontrado, para el Lactobacillius sp. 95.00% mostro ser positivo y 5.00% negativo, en
el caso de las Bifidobacterium se observan en 67,50% de las muestra y es negativo en
32,50%.

Cordova, J. en Variacion de la microbiota intestinal de neonatos alimentados con
LME 2017, Per(, a 30 m s.n.m. indica que el comportamiento de la microbiota intestinal
en 18 RN en el primer dia de nacidos muestra principalmente: Lactobacillus sp,
Bifidobacterium sp, Lactobacillius sp. 100.00%, Bifidobacterium se observan en 38.9%
(35). Nuestro estudio se asemeja al trabajo de Cordova, J. en cuento a Lactobacillus sp
y difiere en un pequefio porcentaje en el hallazgo de Bifidobacterias sp. posiblemente se
deba al momento en la toma de muestra, nosotros realizamos la toma al tercer dia, el
mismo autor acepta que aumenta su poblacion con el transcurrir del tiempo y con la
LME. Sin embargo para Lactococcus sp. encontrado en mas de la mitad de nuestro

hallazgo no es reportado por Cordova, J.

Cultivado en XLD, del 100 % de muestras de meconio se observa Escherichia coli
82,50 % vy es negativo en 17.50%, para Enterobacter sp 80.00% es negativo y solo
20,00% es encontrado, en el caso de Klebsiella sp el 97,50% es negativo y el 2,50%

muestra positividad, para Proteus sp. 92.50 % es negativo y solo un 7,50 % es positivo

Cordova. J. encuentra también Escherichia coli 61.1%, Enterobacter sp 22.2%,
Klebsiella sp 16,7%, no reporta Proteus sp, Enterococus sp. ni Clostridium sp.
Encuentra también Estreptococcus sp. 22.2%, S. aureus 16.7%, S coagulasa negativo
61.1%, Peptococcus sp. 5.6%, Peptoestreptococcus sp. 22.2 %, Fusobacterium 5.6%,
Bacteroides sp. 16.7%, (35).
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Cordova. J. encuentra un menor porcentaje de E. coli en comparacion con
nosotros, podria deberse a los habitos higiénicos de las madres y su colonizacion al
momento del pasaje por el canal vaginal, existe mejor coincidencia en relacion a
Enterobacte sp, para klebsiella sp nuestro porcentaje es inferior a lo hallado por

Cordova. J. especulamos que en ambos casos podria tratarse de una contaminacion.
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V. CONCLUSIONES

En la microbiota intestinal en los RN alimentados con LME a 3824 m s.n.m. se
determind que la microbiota representativa estd conformada por Lactobacillus sp.

Escherichia coli. Y Bifidobacterium sp.

El aislamiento y la identificacion de la microbiota intestinal en RN alimentados
con LME a 3824 m s.n.m. muestra un alto porcentaje de Lactobacillus sp, Eschericha
coli, Lactococos sp, y Bifidobacterium, observdndose un menor porcentaje de
Enterobacter sp, Proteus sp, Klebsiella sp,, no se ha logrado una precisién en las
subespecies involucradas, no encontramos Streptococcus y Staphylococcus, en razén a
limitaciones en el empleo del medio de cultivo apropiado, afirmamos que la LME

favorece el crecimiento de la microbiota intestinal adecuada.

En la cuantificacion de microorganismos en meconio de RN alimentados con
LME encontramos un alto crecimiento bacteriano en la mayoria de los casos, con

microorganismos benéficos para la funcion intestinal del RN.

En relacion a las diferencias entre la microbiota del RN alimentado con LME a
30 m s.n.m. y a una altitud de 3824 m s.n.m. nuestros hallazgos indican que existiria
una similar colonizacion de Lactobacillius sp. y una mayor colonizacion de
Bifidobacterium sp, en relaciona E. coli encontramos un alto porcentaje que difiere de

las cifras reportada a nivel del mar.
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V1. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones en el hombre de altura desde etapas muy tempranas de
la vida, en aspectos claramente definidos para el habitante del Ilano, que muestran
caracteristicas nuevas y diferentes también en el paciente pediatrico.

Realizar investigaciones cientificas en poblaciones mas numerosas que nos
permitan conocer como es el comportamiento de la microbiota intestinal, precisando
especies y variaciones en condiciones de altitud, y las variantes en diferentes grupos

etarios,

Reconociendo la influencia de la LME sobre la microbiota intestinal del RN
fomentar la difusion de la misma en la poblacion involucrada. Considerando que la poca
practica de la LME y la modificacion en la microbiota intestinal se constituye como la
causa inicial de la patologia en el nifio y desencadenante posterior del sindrome

metabdlico en el adulo.

Dadas las diferencias encontradas entre la microbiota intestinal de RN en la
altitud ya nivel del mar es importante realizar investigaciones cientificas que clarifique

y nos den mayor precision del tema, bajo propuestas multicentricas prospectivas.
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ANEXOS

ANEXO 1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Universidad Nacional Del Altiplano
Facultad de Medicina Humana
Hospital 111 EsSalud — Juliaca
Servicio de pediatria

Cadigo recién nacido:

Fechay hora:
Sexo: f( ) m()
Edad gestacional:

Peso:

Celular:

Lactancia materna exclusiva

CRITERIOS DE INCLUSION
. Nacido en el hospital de EsSalud I11 Juliaca.
. RN a término entre 37 semanas y 41 semanas
. RN con peso adecuado para la edad
. RN de parto vaginal eutdcico.
. RN de sexo femenino y masculino

. RN de gestacién unica.

ENIRINNnIn

. RN con diagnostico clinicamente sano.
. RN gue reciban lactancia materna de forma exclusiva.
CRITERIOS DE EXCLUSION
. RN de madres con ruptura prematura de membrana.
. RN de madres con infeccion del tracto urinario,
vulvovaginitis y/o otras infecciones.
. RN con malformaciones congénitas digestivas.

. RN con diagnostico de sepsis.

HinNnnE

. RN que recibieron antibidtico — terapia

. RN qgue reciban probioticos y prebioticos.
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ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES
Estimado Sr. Sra.

Su hijo/a ha sido invitado a participar en la investigacion titulada
“Microbiota intestinal en recién nacidos alimentados con leche materna a
3824 m s.n.m. -Hospital EsSalud Ill Juliaca - 20197, realizado por la
investigadora Mary Carmen Coya Cutisaca, Bachiller de la facultad de Medicina
Humana de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno. Y la Dra. Tania
Roxana Aguilar Portugal

es un formulario de consentimiento informado cuyo objetivo es entregar
toda la informacion necesaria para que Ud. decida si desea o no participar en
esta investigacion. La investigadora hablara con usted acerca de esta
informacion y usted es libre de hacer preguntas en cualquier momento. Si usted
estd de acuerdo en que su hijo/a participe, se le pedira que firme este formulario

de consentimiento. Y se le daré una copia para que la guarde.

Por intermedio de este documento se le esta solicitando que su hijo/a participe en
este estudio, porgque se necesita datos sobre microbiota intestinal en neonatos,

nacidos a altitud,

El proposito de este estudio es Determinar cudles son las cepas de

microorganismos en meconio de recién nacidos alimentados con leche materna.

Este estudio permitira identificar la tipologia de los microorganismos y observar

la influencia de la lactancia materna exclusiva sobre este.

La participacion de su hijo/a es voluntaria, consistird en la recoleccion de una
muestra de meconio, la actividad tendra una duracion 1 dia, se realizara en el
servicio de neonatologia, y alojamiento conjunto de gineco-obstetricia del

hospital EsSalud 111 — Juliaca.

El que Ud. decida que su hijo/a participe de este estudio no conlleva riesgos para

su salud ni su persona debido a que se recolectara muestra de heces eliminadas.
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Si Usted no desea que su que su hijo/a participe no implicaré sancion. Ademas,
también puede optar por retirarse de este estudio en cualquier momento y la
informacion que hemos recogido serd descartada del estudio y eliminada.

La participacién de su hijo/a es totalmente confidencial, ni su nombre ni ningun
tipo de informacion que pueda identificarla aparecera en los registros del
estudio, ya que se utilizaran codigos. EI almacenamiento de los codigos estara a
cargo del investigador Responsable.

Su hijo/a no se beneficiara de participar en este estudio, sin embargo, la
informacion que pueda obtenerse a partir de su participacion sera de utilidad
para conocer la microbiota intestinal de neonatos en la altura alimentados con
leche materna, ya que este ultimo es influyente y determinante para

enfermedades autoinmunes en lo posterior.

El participar en este estudio no tiene costos para su hijo/a y no recibird ningun
pago por estar en este estudio. Si Ud. desea, se le entregara un informe con los

resultados de los obtenidos una vez finalizada la investigacion,

Si durante la investigacion Usted algin, comentarios 0 preocupaciones
relacionadas con la conduccion de la investigacion o preguntas sobre sus
derechos al participar en el estudio, puede dirigirse al Presidente del Comité
Etico Cientifico del Hospital EsSalud 111 - Juliaca tel: 051-322990, o dirigirse
personalmente Av. José santos Chocano S/N La capilla Juliaca — Puno — Perd,
en horario de 09:00 a 13:00 hrs.

Quedando claro los objetivos del estudio, las garantias de confidencialidad y la
aclaracion de la informacidn, acepto voluntariamente la participacion de mi

hijo/a en este estudio, firmo la autorizacion.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

4 T identificada con DNI N°
...................... en calidad de madre ( ), padre ( ), apoderado legal ( ) del
101153110) SO (070) | R de edad.

Declaro que los investigadores Dra Tania Roxana Aguilar Portugal y Mary
Carmen Coya Cutisaca, estudiante de la Facultad de Medicina Humana De La
Universidad Naciona Del Altiplano — Puno.

He leido y discutido la informacion anterior con el investigador responsable del
estudio y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria, puedo
realizar preguntas en cualquier momento de la investigacion.

Por lo tanto con la informacién completa, oportuna y sin presion, yo voluntaria y
libremente doy mi consentimiento informado para la realizacion, recogo de

muestras de meconio de mi hijo/a asi mismo tengo entendido que en cualquier

momento puedo retirar a mi hijo/a del estudio.
Juliaca.... De...... 2020

Firma del padre o representante legal: ..............
Nombre:

N° DNI:

REVOCATORIA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Y 0, o Identificado con DNI N°
................... En calidad de Madre ( ), padre ( ), apoderado legal ( ) del

Declaro que de forma libre y consciente he decidido revocar el consentimiento
firmado en fecha ........................ para la recoleccion de meconio y estudio
de microbiota intestinal, segin me han explicado esto no tendrd ninguna

consecuencia en la salud, ni en la atencién de mi menor hijo.

Juliaca...... de.......... Del 2020

Firma del padre o representante legal: ...................
Nombre: ......coovvveiiiiininiiiinen.

N° DNI:
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3

ANEXO 3

DICTAMEN DE LA COMITE DE ETICA DEL HOSPITAL Il ESSALUD
JULIACA -2020

Acuerdo de Comision de Fuica Acta N” 7 del 20 de diciembre de 2019
Resolucion de Conformacion de Ftica N°SOGRAJUL-ESSALUD-2020

12 Proyecto de lnvestigacion:

I Tilo Mierobiota | en recién con leche materna exclusiva a 3824
msnm del Hospital-111 Essalud Juliaca, 2020,_Frecuencia_de Bifido_bacterium, Lactobactlo
bacteroides, L. coli, Enterobacterias y KJlebsiella spp.

2 Cédigo de protocolo: 1299-2019-1398

3. Invesugador Principal

d | A

a  Mary Carmen Coya Cutisaca

4. Co - Investigador
a. Dra. Tania Roxana Aguilar Portugal

5. Insutucion: Universidad Nacional del Altiplano, Puno

2° Diseto de Estudio: 3° Fuente de Datos

I Observacional 1. Primanos

[+]
a.  Exploratorio D 2. Secundarios D
b. Descriptivo l:]

c. Analitico 4° Del tipo de Intervenci6n
2. Cuasi experimental 1. Sin Intervencion EI
3. Experimental [:] 2. Con Intervencién [:]

5° Conclusion:
El Comité de Etica e Investigacion Dictamina que el Proyecto de Investigacion:

Microbiota intestinal en recién nacidos alimentados con leche materna exclusiva a 3824 msnm del

Hospital-I1I Essalud Juliaca, 2020__Fr ia de Bifido bacterium, Lactobacilo bacteroides, E. coli

nterobacteri lebsiella s

Dictamina: APROBADO E NO APROBADO D
Observaciones: Ninguna.

/ Juliaca, 17 de enero de 2020
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ANEXO 4

FICHA DE IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

CODIGO MEDIO MRS MEDIO XLD
DEL
RECIEN GRAM CATALASA | CONCLUSIONES | MEDIOS BIOQUIMICOS GRAM CONCLUSIONES
NACIDO DIFERENCIALES
GRAM | GRAM TSI | LA | CITRATO | INDOL | UREA | GRAM | GRAM
(-) (+) SIMMONS (+) (-)

CODIGO | UFC/GRADOS AGAR XILOSE — LYSIME- DESOXYCHOLATE AGAR MAN ROGOSA SHARPE

DEL
RECIEN ALTO MEDIO | BAID Bifidobacterivm | Loctobacilius Loctococos

NACIDD E. Coii Enterobacter | Citrobacter Proteus | Klebsiellg 0. 50

1

10

11
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ANEXO 5
MICROORGANISMOS OBSERVADOS BAJO MICROSCOPIA

Bifidobacterium sp.

Lactococcus sp.

Lactobacilos sp. Cocos y bacilos
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MEDIOS DE CULTIVOS DIFERENCIALES BIOQUIMICOS
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CRECIMIENTO DE MEDIO DE CULTIVO EN XLD

62

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



