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Resumen:

El célico infantil es una patologia que se encuentra en la actualidad subdiagnosticada, debido a
que puede pasar desapercibida, asi como también frecuentemente no es considerada como una
patologia funcional. A través de los afios, ha existido evidencia concreta de que en dicha patologia,
se genera un desequilibrio completo en el microbioma de los lactantes, de manera que se vuelve
una enfermedad con afectacion gastrointestinal y con manifestaciones psicosomaticas. En el
presente estudio se analizaron las heces de los lactantes que cumplian con los criterios de Roma
IV y Wessel para la deteccion del célico del lactante. El objetivo fue demostrar que existe una
relacion entre los signos y sintomas del cdlico del lactante junto con la disbiosis intestinal,
encontrando una diferencia en la composicion del microbioma en estos pacientes con otros
similares de otras regiones. El Lactobacillus estuvo en minima proporcién en la poblacion

estudiada.

Palabras Clave: Microbioma, intestino, gastrointestinal, alimentacion, lactante.

Abstract:

Infantile colic is a pathology that is currently underdiagnosed, because it can go unnoticed. Over
the years, there has been concrete evidence that in this pathology, a complete imbalance in the
microbiome of infants is generated, it is a disease with gastrointestinal involvement and with
psychosomatic manifestations. In the present study the feces of infants were analyzed with the
criteria of the Rome 1V and Wessel criteria for the detection of infant colic. In this way it can be
shown that there is a relationship between signs and symptoms along with intestinal dysbiosis.
Finding a difference in the composition of the microbiome in these patients with similar ones from

other regions. Lactobacillus was in minimal proportion in the population studied.

Keywords: Microbiome, gastrointestinal, lactation, feeding.
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Capitulo |

1.1. Antecedentes

Las causas del célico infantil siguen siendo consideradas como indeterminadas aun cuando existen
una gran cantidad de estudios que han tratado de correlacionar los factores maternos y neonatales.
La razdn para la busqueda de dichas correlaciones es la frecuencia alta con la que los neonatos
presentan el cuadro y son llevados a las clinicas u hospitales para ser atendidos y curados cuando

el origen del llanto va més all& de un tratamiento sintomatico. (1)

Segun la sociedad Canadiense de Pediatria: el llanto de los lactantes menores de dos meses se
presenta con gran variabilidad, de manera que la media durante las primeras 6 semanas es de 110-
120 minutos de Ilanto al dia, mientras que cuando el paciente llega a las 12 semanas, el llanto se

limita a 72 minutos por dia e promedio. (2)

Segun los criterios de Roma IV para trastornos gastrointestinales de tipo funcional, el célico del
lactante se define como un lactante de hasta 4 meses de edad que presentan periodos paroxisticos
de irritabilidad, nerviosismo, ansiedad, irascibilidad, llanto durante 3 0 mas horas al dia por lo
menos 3 dias a la semana y por lo menos por una semana. Determinando 4 criterios para realizar
el diagndstico del cdlico del lactante: Paroxistico, Cualitativo diferenciado (diferente al llanto
normal porque es de mayor intensidad y otro tono), Hipertonia (contraccién tonica generalizada),

inconsolable (nifio no deja de llorar por ningun motivo). (3)

Se ha llegado a determinar que la prevalencia es sumamente variable dependiendo del pais, el
medio, la cultura, entre otras variables. Teniendo que puede presentarse entre un 8 hasta un 40%
de los lactantes. Sin embargo en otros estudios se ha llegado a determinar que no existe relacion
alguna con la edad gestacional a la cual se dio el alumbramiento, el sexo de lactante, la

alimentacion materna, o la raza.

Sin embargo en estudios recientes si se ha llegado a determinar la existencia de una relacién entre
la presentacion del Colico del lactante y un estado de percepcion de estrés de los padres, falta de
confianza durante el embarazo, insatisfaccion familiar. De manera que se ha llegado a observar
que existe una relacion muy estrecha entre la presentacion del célico y la dindamica familiar, de

manera que se considera que las familias que poseen un lactante con cuadros frecuentes de colico,
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son aquellas familias con mayores problemas estructurales del ndcleo familiar, de funcionamiento

de la familia como tal y de un estado afectivo deficiente. (4)

De la misma manera Garrison (2010) y Hall (2012) estudiaron factores de riesgo para presentacion
del colico del lactante y determinaron que la sustitucion o inclusion de proteina hidrolizada de
caseina o de soya en la dieta del lactante asi como una dieta de tipo hipo alergénica para las madres
en lactancia, mejoran considerablemente la sintomatologia del cuadro asi como la frecuencia en

las cuales se presentan.

Lucassen quien fue uno de los primeros en estudiar el célico del lactante en 1998, pudo determinar
en sus ensayos clinicos que no existe una relacion entre la presentacion del cuadro de célico y la
intolerancia a la lactosa ya que realizo una comparacion entre lactasas de leche artificial y leche
materna, como resultado no hubo diferencia alguna. Ambos grupos de pacientes presentaban de
igual forma los cuadros de colico en los lactantes. Similar a los estudios en base a los azucares, de
manera que la utilizacion de fructosa u otros tipo de azucares no cambian en absoluto la

presentacion del cuadro. (5)

En un estudio reciente se determind por causas desconocidas que los lactantes que presentan colico
poseen mayores niveles intestinales de Klebsiella, bacterias de tipo gramnegativos anaerobicas y
E. Coli que cuando se analizaron muestras de nifios que no presentaban cuadros de colico de
lactantes. Seguido de otro estudio que encontrd importancia clinica en una disminucién de

bifidobacterias en los nifios que presentan el célico del lactante. (6)

1.2. Planteamiento del problema

El colico del lactante o también llamado colico infantil, es considerado como un sindrome de tipo
conductual de causa desconocida. Afecta a los lactantes sanos y se ve auto limitado hasta los
primeros 6 meses de vida. El cuadro se ve compuesto por llanto incesante, estado de irritabilidad,

que causa en los padres un estado de ansiedad, angustia y desesperacion.

Si bien es considerado de causa desconocida, las implicaciones son amplias ya que hay
intervencion del estado y la flora gastrointestinal, niveles de neurotransmisores en el caso de la

serotonina que se ha encontrado que guarda relacion con el cdlico del lactante, factores externos
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como el tabaguismo de la madre durante el embarazo, factores psicosociales que pueden

predisponer a la presentacion del cuadro. (7)

De manera que se considera que es un cuadro complejo para el manejo ya que no existen pautas
especificas para su manejo oportuno. Convirtiéndose en un problema de salud publica ya que
frecuentemente estos casos acuden a las emergencias de los hospitales porque los padres
confunden el cuadro con algo de gravedad requiriendo asi que se destinen inmediatamente recursos
para mantener estables a los neonato en la sala de emergencia hasta que el cuadro llegue a su finy

los padres puedan retirarse con el lactante hacia su domicilio.

Al no existir en la actualidad pruebas de laboratorio que ayuden a confirmar el diagndstico del
cuadro mediante los criterios clinico — sintomatologicos, se vuelve necesario el desarrollo de
pruebas o marcadores que ayuden a corroborar el diagnostico realizado por el médico. Por lo que
luego de revisar los ultimos estudios publicados acerca de nuevos enfoques del cdlico del lactante,
el abordaje en la actualidad y en el futuro se ve orientado hacia el estudio de la composicion del

microbioma. (8)

Surgiendo entonces la posibilidad de encontrar un origen del colico del lactante en el desbalance
de la flora intestinal, en la composicion del microbioma intestinal que a su vez genera un impacto

inflamatorio generalizado.
1.3. Justificacion

El cdlico del lactante en la actualidad es un cuadro patoldgico que se lo considera subestimado.
Debido a los factores psicoldgicos, sociales y culturales que existen alrededor de la enfermedad.
Por lo que requiere buscar técnicas o pruebas que permitan la deteccion oportuna del cuadro,
sumado a los criterios clinicos para realizar un manejo integral de la enfermedad en la cual se
involucre tanto al lactante, como a los padres en cuanto a capacitacion de como manejar al nifio.
(2-3)
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Determinar las caracteristicas del microbioma intestinal en nifios con colico del lactante en una

unidad de salud.

1.4.2. Obijetivos especificos

1. Fijar la proporcion y composicion del microbioma intestinal.
2. Identificar los microorganismos con mayor frecuencia de presentacion en el microbioma.
3. Determinar las alteraciones de Bifidobacterias y Lactobacillus con el célico del lactante.

1.5. Hipotesis de Investigacion

Pregunta de hipotesis: ¢ Como estd compuesto el microbioma en lactantes con colico?
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Capitulo 11

Marco Teorico y Legal

2.1. Introduccion

El intestino esta estrechamente conectado con el cerebro a través de 200-600 millones de neuronas.
(1) La comunicacion bidireccional entre el intestino y el cerebro ha sido reconocida desde hace
mucho tiempo; es decir, las sefiales del cerebro pueden influir en las modalidades motoras,
sensoriales y secretoras del tracto gastrointestinal (GI) y a su vez, los mensajes viscerales del

intestino pueden influir en la funcion cerebral (2).

Recientemente, existe una creciente evidencia de que el eje intestino-cerebro sea percibido como
un concepto de un eje microbiota-cerebro del intestino, debido al papel crucial de la microbiota
intestinal en el eje bidimensional (3), por ejemplo, ratones libres de gérmenes que muestran un
comportamiento similar a la ansiedad, (4) lapsos de memoria incluso en ausencia de estrés, (5) una
perturbacion distinta de la composicién de la microbiota intestinal en modelos animales de
depresion y estrés cronico, (6) y la elevacion de algunas bacterias asociadas a la mucosa
(Ruminococcus gnavus y Ruminococcus torques) en biopsias gastrointestinales tomadas de nifios

con autismo trastorno del espectro (TEA) .(7)

Sin embargo, las vias de comunicacidn entre la microbiota intestinal y el cerebro no se dilucidan
por completo, posiblemente a través de las vias neuronal, endocrina e inmune, que podrian ser
afectados por la microbiota intestinal o los metabolitos generados por la microbiota. (8) Los
probidticos se definen como "microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades

adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped".

Las cepas probidticas utilizadas para el consumo humano deben sobrevivir al transito
gastrointestinal con origen humano y caracteristicas no patdgenas. (10) Los prebidticos se refieren
a los ingredientes alimentarios no digeribles (por el huésped) que tienen un efecto beneficioso a
través de su metabolismo selectivo en el tracto intestinal: (11) naturales o procesados " alimentos
funcionales "que contienen compuestos bioldgicamente activos (por ejemplo, fibra dietética no

digerible, carbohidratos), que también tienen un beneficio para la salud del huésped a través de los
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productos metabolicos de la fermentacion anaerdbica de las bacterias intestinales. Los simbioticos

son simplemente la combinacion de probidticos y prebidticos.

La acumulacion de datos revela que la interaccion bidireccional entre la microbiota intestinal y el
cerebro puede ser modulada por probioticos, prebidticos, simbioticos y dietas, que ejercen un
impacto beneficioso en laactividad y el comportamiento del cerebro. (12) En esta revision, primero
damos una vision general de la relacion entre el composicion de la microbiota intestinal y
trastornos cerebrales, que incluyen ansiedad, depresion, estres, autismo, etc. A continuacion,
discutimos la modulacion de la microbiota intestinal-eje cerebral con probidticos, prebioticos y

dieta y posibles mecanismos de accién. Luego, delineamos algunos desafios para el futuro.

Se observa que generalmente se considera que la ansiedad y la depresion estan correlacionadas
con el estrés. El aumento de los datos muestra que el estrés también se ha asociado con cambios
en la microbiota Gl a través del sistema nervioso simpatico y la respuesta adrenérgica. Al privar
de alimento, agua y ropa de cama a los ratones inoculados con Salmonella, se demostrd que las
tensiones ambientales y dietéticas alteran significativamente la microbiota intestinal en ratones:
los ratones estresados tenian niveles mas bajos de lactobacilos en comparacion con los ratones
control. (19)

La separacion materna en roedores es un modelo bien estudiado de estrés de la vida temprana.
O'Mahony et al. (20) demostraron que el estrés de la separacion materna provoca alteraciones
poblacionales marcadas en la microbiota fecal de los animales separados, y una microbiota tan
alterada puede persistir hasta la adultez. Bailey et al. (21) demostraron que un estresor de
restriccion prolongado redujo significativamente la riqueza y la diversidad microbiana, como una
reduccion en la familia Porphyromonadaceae. Otro estudio de este laboratorio también mostré que
la disrupcion social cambid significativamente la estructura de la comunidad de la microbiota,
especificamente, aumentando la abundancia relativa del género Clostridium y disminuyendo la

abundancia relativa del género Bacteroides. (22)

Una definicion general de célico infantil es el llanto excesivo en un bebé sano y bien alimentado.
Dada la creciente evidencia de una asociacion entre cdlico infantil y migrafia, el colico infantil se

incluye ahora en la seccion del apéndice de la iteracion mas reciente del sistema de Clasificacion
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de la Sociedad Internacional de Cefalea, ICHD-III beta, en la seccion "Sindromes episddicos que
pueden estar asociados”. con migrafia ".(1) Lo que hace necesario revisar la epidemiologia del
cdlico infantil, lo que se sabe sobre su causa, la evidencia de una conexién con la migrafia y un

enfoque propuesto para el manejo del colico infantil desde una perspectiva de migrafa.

Mientras todos los bebés lloran, lo que distingue a los bebés con célicos es que lloran mas y lloran
sin consuelo. Por lo general, hay un patron diurno predecible para el Ilanto de célico con mas llanto
en las horas de la noche. Los picos normales de llanto infantil a las cinco o seis semanas de vida
(corregidos por la edad gestacional al nacer) y disminuyen entre los tres y cuatro meses de edad.

(2,3) El colico es una version amplificada de este patron de llanto del desarrollo.

Se cree que la prevalencia de cdlicos es del 5 al 19% de los lactantes (4,5). Las definiciones de
cdlico infantil varian, pero una de las mas utilizadas es el criterio de Wessel que llora durante al

menos 3 horas al dia, al menos 3 dias a la semana, durante al menos 3 semanas. (6)

Aunque Wessel describié por primera vez el colico infantil en 1954, ain no se conoce con
exactitud qué lo causa, o si existe una causa o multiple. Si bien el término "célico” implica una
etiologia abdominal, hay poca evidencia directa de esta localizacion. Todo lo que parece seguro es
que los bebes estan en peligro. De hecho, Wessel parecid reconocer la incertidumbre de la etiologia
subyacente del colico y titul6 su manuscrito, "Trastorno paroxistico en la infancia, a veces llamado

c6lico".

Es importante que, en Gltima instancia, determinemos la causa del cdlico del lactante a fin de
controlar a estos bebés adecuadamente. El llanto excesivo e inconsolable puede conducir a la
frustracion del cuidador y puede ser un desencadenante del sindrome del bebé sacudido, una forma

de abuso infantil con potencial morbilidad y mortalidad neuroldgica significativa. (7-9)

Una estimacion del 1% de los padres de un mes de edad los bebés admiten haber sacudido a su
hijo al menos una vez para tratar de dejar de llorar, y el 2,2% admite haber sacudido, abofeteado
o asfixiado al bebé al menos una vez en un intento por dejar de llorar. A la edad de 6 meses, el
porcentaje de padres que han realizado una de estas maniobras fisicas peligrosas es un 5,6%

atemorizante (10).

Parte de la razon por la que muchos han asumido que la etiologia del coélico infantil es

gastrointestinal es que los bebés a menudo levantan las piernas y dejan pasar el gas durante el
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llanto. Naturalmente, esto ha llevado a la preocupacion de que algo en la férmula de los bebés es
la culpa o que algo en la dieta materna se esta metiendo en la leche materna y causando la angustia
abdominal del bebé. Sin embargo, la investigacion en general no ha apoyado esta hip6tesis. Un
ensayo aleatorio controlado con placebo de simeticona para el célico infantil, un tratamiento

destinado a aliviar el gas intestinal, no mostro eficacia.

Mientras que la alergia a la proteina de la leche de vaca puede jugar un papel causal en una
proporcion de lactantes colicos alimentados con férmula (12), su sintomatologia puede
distinguirlos de los que tienen colico infantil idiopatico. (13) Indicadores de hipersensibilidad a la
proteina en la dieta y dafio intestinal, como alfa-1 antitripsina y la hemoglobina fecal no aumenta

en los bebes con cdlico infantil. (14)

Aconsejar a los padres sobre como responder mejor al llanto de su bebé reduce el llanto en mayor
medida que eliminando la vaca o la proteina de soja, y la reintroduccion de estas proteinas no
agrava el llanto. No parece haber evidencia de que los bebés con célicos estén sufriendo de
intolerancia a la lactosa. (5,16) Si bien la suplementacion con probioticos parecié prometedora en
la experiencia de un grupo, (17,18) sus beneficios no se han reproducido.(19,20) De hecho, en un
estudio en el subgrupo alimentado con férmula, los bebés tratados con probioticos sufrieron mucho

mas alboroto que el grupo placebo, lo que indica un dafio potencial (19).

Ademas de la investigacion resumida anteriormente, el patron temporal del llanto de cdlico es
dificil de explicar desde una perspectiva de alimentacidn o gastrointestinal. Los bebés con célicos
suelen llorar mas al final de la tarde y al anochecer, (2,3) mientras que la alimentacion de los bebés

pequefios ocurre durante todo el dia.

2.2. Microbioma del Intestino

El tracto digestivo humano estd habitado por numerosos microorganismos. EI nimero total
estimado de microorganismos intestinales esta entre 10y 104, oscilando alrededor de la cantidad
total estimada de células del cuerpo humano (3-4 x 10'%) (1). Las bacterias superan a todos los
demas miembros de la comunidad microbiana intestinal, y el nimero total de especies bacterianas

encontradas en el intestino se estima en alrededor de 500-1,000 (2). Los phyla bacterianos mas
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poblados, que constituyen mas del 90% de la microbiota intestinal son Bacteroidetes y Firmicutes
(3). El resto consta de muchas especies en otros filos en menor abundancia, algunas de las cuales

pueden proporcionar metabolitos y funciones importantes para un envejecimiento saludable.

De acuerdo con los datos de secuenciacion de ADN ribosomico 16S de muestras fecales,
microbiotas intestinales individuales muestran distintos perfiles, y esta variacion interindividual
es mayor en adultos mayores (4). Longitudinalmente, sin embargo, las microbiotas intestinales de
adultos sanos son relativamente estables incluso durante décadas (5). Estos datos filogenéticos se
apoyan en el analisis metagendmico de los datos de secuenciacion de escopeta completa: los

patrones de variacion de SNP muestran estabilidad a lo largo del tiempo (6).

Por lo tanto, una vez establecido temprano en la vida (incluso dentro de los 3 afios posteriores al
nacimiento) (7), la microbiota intestinal parece mantenerse bastante estable. Sin embargo, es
sensible a las condiciones dietéticas y de salud del huésped (8), al igual que el epigenoma del
huésped se dirige hacia diversas sefiales ambientales. De hecho, la microbiota intestinal interactta
con el entorno intestinal con el epigenoma, pero su comunicacion con los sistemas host implica
varias redes de sefializacion y sus mediadores. Por ejemplo, el "eje del intestino-intestino” conecta

el microbioma intestinal con el sistema nervioso central a través de neuronas, hormonas o citosinas

9).

A pesar de la marcada variacion interindividual en el perfil de la microbiota intestinal, existe una
matriz de genes bacterianos que los huéspedes individuales comparten, como lo demuestra la
metagendémica funcional (10). Este "microbioma nuclear funcional” (en esta revision, el
microbioma denota los genomas combinados de los microbios constituyentes en la microbiota) es
proporcionado colectivamente por diferentes taxones microbianos, lo que indica que diferentes

especies microbianas pueden reemplazarse funcionalmente entre si.

La presencia de un microbioma central de este tipo tiene sentido si las funciones centrales se
relacionan con el mantenimiento de la casa u otras vias bioquimicas o fisiol6gicas importantes (11,

12). En este sentido, es probable que el microbioma central consista en taxones omnipresentes.
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Las muestras fecales recolectadas de diferentes paises en varios continentes contienen 3 grupos

metagendmicos microbianos distintos, designados como enterotipos (13).

Estos enterotipos se caracterizan por los géneros mas abundantes en las familias Bacteroidaceae,
Prevotellaceae y Ruminococcaceae. Los primeros 2 pertenecen al phylum Bacteroidetes y el
altimo a los Firmicutes. Los enterotipos no estan correlacionados con las caracteristicas del host,
como el indice de masa corporal, el sexo y hasta la edad, y esto implica la universalidad de los
enterotipos. Un estudio filogenético separado encontré una microbiota central comudn a 4 grupos
de edad diferentes: jovenes (22-48), ancianos (65-75), centenarios (99-104) y semi-
supercentesianos (105-109) (12). Esta microbiota central incluye las familias Bacteroidaceae,

Ruminococcaceae y Lachnospiraceae, de las cuales las 2 dltimas pertenecen a Firmicutes.

Por lo tanto, la mayoria de los grupos de edad adulta, desde los més jovenes hasta los muy mayores,
parecen tener una funcién basica comdn en sus microbiomas proporcionada por miembros de
taxones abundantes. Si es asi, lo que es importante en la microbiota intestinal para un
envejecimiento saludable podria ser un cambio de composicion en el microbioma central funcional
0 un enriquecimiento de funciones no esenciales con el avance de la edad. Por lo que se vuelve

importante el origen del microbioma en las etapas iniciales de la vida humana.

2.3. Importancia de las disbiosis intestinales

Un enfoque potencialmente productivo para los roles de la microbiota intestinal en el
envejecimiento humano es compilar los cambios relacionados con la edad en la microbiota
intestinal y examinar si estos cambios tienen alguna relevancia bioldgica. Los estudios
transversales de muestras fecales de individuos en diferentes grupos de edad sugieren cambios
relacionados con la edad en la composicion y diversidad de la microbiota intestinal, lo que

concuerda con los resultados del estudio longitudinal (4).

Ciertos cambios en la composicion y la diversidad estan asociados con la edad bioldgica o
funcional, independientemente de la edad cronoldgica. Varias medidas de fragilidad se han
utilizado como indicadores de la edad bioldgica (14), y la composicion de la microbiota intestinal

se asocia con la edad bioldgica (8, 15 — 17). Ademas, la diversidad microbiana intestinal se
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correlaciona inversamente con la edad bioldgica, pero no con la edad cronoldgica (16, 17).
Ademas, un modulo de co-abundancia que consiste en los géeneros Ruminococcus, Coprobacillus
y Eggerthella se vuelve abundante con un aumento en la edad bioldgica, independientemente de
la edad cronolodgica (Maffei et al. (17).

Los primeros 2 géneros de este mdodulo pertenecen al Firmicutes phylum, y el dltimo a la
Actinobacteria. Una interpretacion de estos resultados es que a medida que aumenta la edad
bioldgica, la riqueza de la microbiota intestinal disminuye, mientras que surgen algunos taxones
microbianos asociados con el envejecimiento no saludable. Por lo tanto, lo que sucede en la
microbiota intestinal con el avance de la edad biol6gica puede ser muy diferente de lo que sucede
con la edad cronoldgica, lo que ilustra la importancia de utilizar una medida bioldgica o funcional

en los estudios de envejecimiento.

Incluso con un cambio relacionado con la edad que parece bioldgicamente significativo en la
mano, es dificil determinar cualquier papel causal de la microbiota humana en el envejecimiento.
Sin embargo, la falta de dicha informacion ha sido eludida en parte por los datos generados a partir

de estudios que utilizan organismos modelos manejables.

2.4. Alteraciones del Microbioma y autismo

Los trastornos del espectro autista (TEA) comprenden un trastorno neurobioldgico complejo; sus
caracteristicas incluyen el deterioro en la interaccién social y la comunicacion y patrones de
comportamiento, intereses y actividades restringidos, repetitivos y estereotipados. (24) Los
factores genéticos y ambientales estan involucrados en la patogénesis de la TEA. En particular, un
factor ambiental potencialmente importante es la microbiota intestinal anormal, ya que las
alteraciones gastrointestinales se notifican con frecuencia en lactantes con TEA (25) y existe una

fuerte correlacién positiva entre los problemas Gl y la gravedad ASD. (26)

De hecho, las composiciones alteradas de la microbiota intestinal han sido informadas en varios
estudios. Especificamente, las especies de Clostridium fueron mas altas en los pacientes con TEA
en comparacion con el control (27-29). Ademas, los niveles mas bajos de la bacteria mucolitica

Akkermansia muciniphila (30) y especies de Bifidobacterium 31, niveles més altos de Sutterella,
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Ruminococcus torques y especies de Desulfovibrio, y significativamente se encontraron
abundancias mas bajas de los géneros Prevotella, Coprococcus y Veillonellaceae33 sin clasificar

en pacientes con TEA.

2.5. Microbiomay Cerebro

El enlace informado de la microbiota intestinal a la salud y los trastornos del cerebro plantea la
cuestion de como modular la microbiota para el reequilibrio de las composiciones de la microbiota
intestinal alteradas por trastornos cerebrales. Existe un creciente cuerpo de evidencia que
documenta la capacidad de los probidticos, prebidticos, simbioticos y otras dietas para normalizar

la microbiota disbiotica asociada con los trastornos psicologicos.

2.6. Efecto de los prebioticos en la microbiota

Se ha demostrado que las variedades de polisacaridos pueden mejorar la funcion cerebral en
estudios controlados humanos, animales e in vitro después de la administracion oral, sistémica y
localizada. (55) Por ejemplo, la ingestion de isolichenan, un a-glucano del liquen Cetrariella
islandica, se revirtio deterioro de la memoria inducido por etanol en ratones. (56) La
suplementacion con un producto polisacarido mixto (complejo Ambrotose) mejord
significativamente la funcién cognitiva y el estado de animo en adultos sanos de mediana edad.
(57)

La administracién oral de arabinoxilano de la levadura Triticum aestivum y B-glucano de la cebada
capaz de preservar la memoria en un modelo de raton de demencia vascular. (58) Un estudio
reciente exploré los efectos neuroendocrinos y afectivos de dos prebidticos (fructooligosacaridos,
FOS o Bimuno-galactooligosacaridos, B-GOS) en voluntarios humanos sanos. (59) Resultados

reveld que no se encontraron efectos después de la administracion de FOS.

Por el contrario, B-GOS redujo la reactividad del despertar del cortisol y aumentd la atencion
atencional a los estimulos positivos frente a los negativos en la tarea de sonda de punto en

comparacion con el grupo placebo. La respuesta del despertar del cortisol es un marcador confiable
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de la actividad del eje HPA, que se incremento en individuos con alto riesgo de depresion (60).
Esto indica que la administracion de B-GOS puede tener un efecto antidepresivo al modular el eje
HPA.

Entonces, ¢coOmo actuan los prebidticos en la microbiota intestinal-eje cerebral? Por un lado, los
polisacaridos de plantas tienen importantes influencias en la microbiota intestinal. Por ejemplo, se
descubri6 que el arabinoxilano mencionado anteriormente estimulaba el crecimiento de
productores conocidos de butirato (Roseburia intestinalis, Eubacterium rectale, Anaerostipes
caccae); (61-62) se informd que el fucoidan reduce la poblacion de Enterobacteriaceae en el cerdo
recién destetado; (63) glucano, que es altamente fermentable por la microbiota intestinal en el
ciego y el colon puede potenciar el crecimiento de cepas de Lactobacillus en el intestino humano.
(64-65)

Por otro lado, los prebiéticos influyen directamente en las moléculas de sefializacion del cerebro.
En un estudio reciente, Savignac et al. (64) revelaron que los prebitdticos (FOS vy
galactooligosacaridos (GOS)) aumentaban la expresion de la subunidad de BDNF y NR1 del
hipocampo, pero no alteraban los aminoécidos asociados con la neurotransmision de glutamato en
comparacion con los controles. La ingesta de GOS también aument6 las subunidades del
hipocampo NR2A, la corteza frontal NR1 y el péptido plasmatico YY (PYY).

Esto sugiere que el efecto mediado por los prebidticos de la microbiota intestinal sobre la quimica
cerebral es similar al de los probidticos, lo que aumenta la expresion del BDNF en el cerebro,
probablemente a través de la participacion de las hormonas intestinales. Sin embargo, los
mecanismos detallados de la accidn prebidtica, que incluyen cdmo las alteraciones en las bacterias
intestinales pueden afectar estas funciones y conductas cerebrales, ain no se han explorado en
estos estudios. (66-67)

Se necesita investigacion adicional para determinar si estos cambios inducidos por los prebidticos
en la fisiologia del cerebro conducen convincentemente a resultados cognitivos y del estado de
animo. Ademas, en comparacion con la modulacién basada en probidticos, los prebioticos podrian
ser ventajosos en cierta medida, debido a la presencia de un problema de supervivencia en el tracto

gastrointestinal para los probi6ticos. (68)
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En particular, los factores genéticos podrian tener impactos importantes. Por ejemplo, un solo gen
del hospedador, FUT2, esta fuertemente asociado con la diversidad y composicion de la poblacién
de bifidobacterias humanas. (56) Especificamente, varios genotipos, incluyendo Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium adolescentis y Bifidobacterium catenulatum / pseudocatenulatum,

estuvieron ausentes o raramente colonizados en el individuos sin el gen FUT2. (69)

Por otro lado, los probioticos generalmente se complementan con una o varias especies a la vez,
mientras que la suplementacion con prebidticos podria estimular una cantidad de especies

beneficiosas simultaneamente, lo cual es bueno para sus acciones sinergéticas. (70)

2.7. Efecto de la dieta del hospedero sobre el microbioma

A excepcion de los probioticos y los prebidticos, la dieta puede afectar la actividad neuronal en el
sistema nervioso central. Hanstock et al. (56) informaron que una dieta fermentable basada en
hidratos de carbono aumentaba la ansiedad y los comportamientos de agresion en ratas, y estos
efectos no estaban relacionados con las concentraciones de dopamina y 5-HT en el cerebro,

sugiriendo que el mecanismo de accion podria ser independiente de neurotransmisores. (71)

Haghpanah et al. (57) demostraron que la administracion oral de kéfir (un producto fermentado de
la leche) puede mejorar significativamente el aprendizaje espacial y la consolidacion de la
memoria en la rata. Sin embargo, estos estudios no examinaron las alteraciones en las poblaciones
bacterianas. De hecho, la dieta no solo afecta el comportamiento sino que también altera la

composicion de la microbiota gastrointestinal. (72)

2.8. Comunicacion entre el intestino, el microbiomay el cerebro

Aunque la existencia de multiples vias de sefializacion, incluidas las vias inmune, neuronal y
metabdlica en la modulacién de la microbiota intestinal-eje del cerebro se discutié anteriormente,
todavia es un reto para comprender plenamente como el intestino, la microbiota intestinal y el
cerebro cooperan para mantener el funcionamiento del anfitrion. El intestino posee su propio

sistema nervioso, llamado sistema nervioso entérico (ENS). Es bien sabido que la ENS mantiene
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una comunicacion constante y directa con el sistema nervioso central (SNC) a través de los nervios.
(1) Por lo tanto, el problema restante es la comunicacion entre ENS o CNS y la microbiota
intestinal. (73)

En particular, la ENS esta separada de la microbiota intestinal por las capas de células de la
mucosa, lo que hace que los microbios comensales intestinales sean inaccesibles a ENS. Por lo
tanto, hay dos posibilidades para realizar la comunicacion entre la microbiota intestinal y ENS: (1)
los microbios residentes se desplazan a la ld&mina propia desde la luz intestinal por células de
microfold y / o células dendriticas, probablemente por entrada directa en estado de enfermedad
debido a "fugas" " pared intestinal; (2) los componentes generados por microbiota acceden a la
lamina propia. (74)

De hecho, el lipopolisacérido (LPS) bacteriano o el polisacarido A (PSA) o el exopolisacarido
superficial (EPS), los &cidos grasos de cadena corta, el glutamato, etc., pueden cruzar o pasar por
alto el epitelio para actuar directamente sobre el ENS. (37) Después los microbios residentes
(probablemente productos o metabolitos secretados) o sus productos / metabolitos se traslocan a
la 1d&mina propia, pueden interactuar con algunos receptores especificos, como receptores de
reconocimiento de patrones que incluyen receptores Tolllike (TLR) y receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) ) Los TLR se distribuyen universalmente en macréfagos, células endoteliales,

glia y neuronas. (75)

En el sistema inmune, los TLR reconocen los microorganismos invasores, y en el sistema nervioso,
los TLR reconocen ligandos enddgenos liberados por células indiferenciadas o necroticas / heridas;
sus actividades se asocian con trastornos cerebrales. (57) Después de la interaccion, el ENS y el

sistema inmune se activan para liberar citocinas y mediadores neurohumorales. (56)

Esto resalta la importancia del eje de la microbiota intestinal-TLR-2-GDNF en la modulacion de
la ENS'y la inflamacion. Los GPCR también se expresan universalmente en muchos sitios, incluso
en el SNC, especialmente en el cuerpo estriado 78, y estos receptores desempefian un papel
fundamental en la regulacion del metabolismo, la inflamacion, los trastornos neurolégicos /

psiquiatricos y otras enfermedades.

Los acidos grasos (AGCC) son producidos por la microbiota intestinal durante la fermentacion de

polisacaridos parcialmente digeribles o no digeribles. Excepto por la inhibicion de las histonas
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desacetilasas (HDAC), otro importante mecanismo de sefializacion de AGCC es la activacion de
los GPCR. Especialmente, GPR43, GPR41 y GPR109A se han identificado como receptores de
AGCC.81 Smith et al. (28) informaron que el &cido acético, el cido propidnico y el &cido butirico,
los tres AGFA derivados de microbios mas abundantes, muestran un papel estimulante en la
regulacion del colon la homeostasis de las células T reguladoras (cTreg) y la proteccion contra la

colitis actuando sobre GPR43.

Esto es apoyado por Atarashi et al. (38), quienes encontraron que una mezcla racionalmente
seleccionada de cepas de Clostridia de la microbiota humana mejora la induccion de Treg. En
particular, De Vadder et al. (48) demostraron que los AGCC, como el propionato de la
fermentacion de la microbiota intestinal en GOS prebidticos, promueven beneficios metabdlicos
sobre el peso corporal y el control de la glucosa a través de un circuito neuronal del cerebro con el

receptor de &cidos grasos GPR41.

Esto destaca la importancia de la microbiota intestinal-GPCRs-eje cerebral en la regulacién de las
funciones del huésped. Por lo tanto, aunque el mecanismo exacto que describe la comunicacion
entre el intestino, la microbiota intestinal y el cerebro ain merece estudio adicional, se puede
especular que varios ejes de la microbiota intestinal-receptores-cerebro podrian ser responsables
de la realizacidén de muchas funciones entre el intestino y el cerebro, como la microbiota intestinal-
TLR-eje cerebral para la modulacién de probiéticos y la microbiota intestinal-GPCRs-eje cerebral

para la modulacion de prebi6ticos.

2.9. Colico del lactante

El término " colico infantil " a menudo es utilizado por profesionales de la salud para describir una
coleccion de sintomas, que incluyen llanto persistente e irritabilidad, con el nifio afectado incapaz
de calmarse o0 autoacantado y, a veces, incapaz de alimentarse adecuadamente. Se reconoce como

un trastorno gastrointestinal funcional de la infancia segun la clasificacion de Roma IV (1).

El cdlico infantil persistente puede contribuir a la fatiga y la angustia de los padres y puede dar
lugar a relaciones paternales tensas y un compromiso precario de los padres con su bebé (2). Una

cantidad variada de llanto diario se considera normal en los lactantes en desarrollo tipico, con una
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duracion que aumenta desde el nacimiento hasta un maximo de aproximadamente 6 semanas (3-
5).

El cdlico infantil ha sido objeto de muchas investigaciones, y desde 1954 se ha definido como "
llanto durante> 3 horas por dia, durante> 3 dias a la semana, durante un periodo de 3 semanas 0
mas en lactantes por lo demés sanos "; tipicamente conocido como Wessel " regla de tres " (6,7).
Los Criterios Roma IV de Trastornos Gastrointestinales Funcionales en la Infancia: Neonato /
Toddler definieron el colico infantil como un llanto de> 3 horas por dia, durante> 3 dias por

semana, durante al menos 1 semana, sin retraso en el crecimiento (1).

Establecer una prevalencia precisa para el colico infantil ha sido problematico debido a las diversas
definiciones de cdlico utilizadas en la investigacion. Canivet et al (8) citan una prevalencia del 9%
al 60% a nivel internacional, segun las definiciones y las metodologias de investigacion utilizadas.
Curiosamente, su investigacion reveld que cuando se utilizaron 4 definiciones distintas, la

prevalencia varié del 3,3% al 17,1%, con una prevalencia en el grupo de Wessel del 9,3% (8).

Otras investigaciones sugieren que la prevalencia varia entre 4% y 28% cuando se define mediante
los criterios de Wessel modificados (9,10). Mas recientemente, Vandenplas et al (11) en su
encuesta mundial de profesionales de salud pediatrica junto con su estudio de la literatura
estimaron que la prevalencia general de colicos es del orden del 20%; sin embargo, admiten que
la prevalencia real sigue siendo incierta. La importancia de utilizar una definicion estandarizada
de colico infantil para fines de investigacion ha sido enfatizada por Reijneveld et al (9), porque es
mas probable que resulte en un estudio riguroso que pueda ser comparado con otras

investigaciones a través de una revision sistematica.

Estos hallazgos refuerzan el caso para estandarizar la definicion de colico, quizas con los criterios
de Roma 1V, lo que permitiria establecer una prevalencia mas precisa. Se ha reconocido
ampliamente que las causas del coélico infantil son multifactoriales, con factores maternos,
paternos, infantiles y ambientales implicados. Las consideraciones maternas incluyen el estrés y
la depresion posnatal (12), mientras que los factores infantiles pueden incluir el temperamento del
bebé individual, los hitos del desarrollo logrados, la capacidad de procesamiento sensorial del bebé
y las causas organicas subyacentes (7,13). Las causas ambientales, como la exposicion al humo

del tabaco, también se han visto implicadas en el célico infantil (14). El papel de la microbiota
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gastrointestinal infantil se ha enfocado recientemente, con varios ensayos controlados aleatorios

que investigan la eficacia de Lactobacillus reuteri como opcidn de tratamiento (15-20).

Se cree que las causas organicas incluyen alergia a las proteinas alimentarias (21,22) y / o
intolerancias alimentarias (23). Los padres de infantes inestables a menudo buscan asistencia
médica para determinar la causa de la angustia de su bebé, lo que resulta en una alta utilizacion de
los servicios de salud (24,25). Existe un exceso de informacion para los padres en Internet; una
busqueda reciente de Google utilizando el término de bdsqueda “colico infantil™ arroj6> 1,5
millones de resultados; sin embargo, gran parte de este consejo es conflictivo y posiblemente

contribuya a la confusion de los padres.

La pregunta sigue siendo qué parte de la informacion se basa en la evidencia. Ha habido una serie
de revisiones de tratamientos para el célico infantil desde 2000 (26-37), algunas narrativas y
algunas sistematicas. La revision en este documento difiere de revisiones anteriores en que
enfocamos nuestra revision en torno a criterios de inclusion restringidos, lo que aumenta su

fortaleza.

2.10. Cdlico del lactante y migrafia

Como la migrafia es un trastorno altamente genético, (21,22) es posible que los nifios con genética
migrafosa expresen genes de migrafia de una manera temprana en el desarrollo cerebral y luego

como migrafa en la infancia o la adolescencia.

En varios estudios retrospectivos de casos y controles se ha informado sobre una asociacion entre
el colico del lactante y la migrafia infantil. (23-25) En un estudio transversal, las madres con
migrafa tenian mas del doble de probabilidades de tener un bebé con colico. (26) En una metéastasis
estudio de andlisis, las probabilidades de migrafia se incrementaron de cinco a seis veces si hubo
antecedentes de cdlico infantil (OR 5,6 (IC del 95%: 3,3-9,5)). (27)

En un estudio prospectivo de cohortes, "hiperreactividad" en la infancia temprana, con llanto como
uno de los factores incorporados en este concepto, fue un predictor de migrafia en la infancia. (28)
De manera mas convincente, en un estudio de cohortes prospectivo basado en la poblacién

reciente, el colico infantil se asoci6é con un mayor riesgo de desarrollar migrafia sin aura a la edad
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de 18 afios (RR 2.7 (IC del 95%: 1,5 a 4,7)), pero no la migrafia con aura (29), lo que sugiere que

ciertos genes de la migrafa pueden dar lugar a fenotipos clinicos especificos de migrafia.

Si el cdlico infantil es, de hecho, un trastorno migrafioso, todavia no se entiende exactamente por
qué lloran los bebés. ¢ Tienen dolor de cabeza? ¢ Tienen dolor abdominal como lo que se ve en la
migrafia abdominal? ;O son excesivamente sensibles a los estimulos, como suelen ser los
migrafiosos, y expresan esa sensibilidad a través del llanto excesivo al final del dia? Con un rapido
crecimiento y desarrollo cerebral, las capacidades de percepcion visual de los bebés aumentan

marcadamente durante las primeras semanas de vida. (30)

Esto podria ayudar a explicar por qué el llanto de c6lico no comienza hasta aproximadamente las
dos semanas de vida, aunque los bebés se alimentan e interactian con el mundo desde el
nacimiento en adelante. La biologia circadiana también puede desempefiar un papel en el célico
como lo hace en la migrafia. Tres meses de edad es cuando la secrecidén endégena de melatonina
de los bebés adquiere un ritmo diurno, lo que facilita la consolidacion nocturna del suefio. (31-33)
Un ritmo circadiano a la secrecion de melatonina, ya sea en si mismo o mediado por la capacidad
de dormir durante la noche, podria explicar por qué el célico se resuelve alrededor de los tres meses
de edad. (34)

2.11. Colico del lactante y el papel del microbioma

El cdlico infantil o el llanto excesivo de causa desconocida es una afeccion frecuente y onerosa
que afecta hasta al 20% de los bebés menores de 3 meses (1). Aunque el colico se resuelve por si
solo después de los primeros 3 meses de vida, se asocia con efectos adversos potencialmente
significativos. Efectos, como la depresion materna, el abuso de nifios y el cese temprano de la
lactancia materna. También hay evidencia de resultados adversos a largo plazo, como el
comportamiento y los problemas de suefio. (7) La etiologia del colico infantil sigue sin resolverse,

y las opciones de tratamiento efectivas son limitadas. (9-11)

La investigacion reciente se ha centrado en el papel de la microbiota intestinal en la via

fisiopatoldgica para el célico infantil, con numerosos estudios que revelan diferencias en la
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microbiota intestinal entre nifios con y sin célicos (12-21). Al mismo tiempo, un pufiado de
estudios han examinado el papel de probioticos: microorganismos vivos que se cree que confieren
un beneficio para la salud en el tratamiento del célico infantil. Un estudio de Lactobacillus reuteri
ATCC 5573022 y dos estudios de L. reuteri DSM 1793823 (24) en bebés amamantados con célico
fue efectivo, pero un estudio posterior de lactantes amamantados y alimentados con formula con
colico indico que L. reuteri DSM 17938 es ineficaz. (25)

Otros dos estudios que utilizaron diferentes mezclas de cepas probioticas tampoco fueron efectivos
para controlar el colico. (26) Las razones de tal evidencia conflictiva no estan claras, y es necesario
explorar las razones detras de tales resultados controvertidos, particularmente con el aumento de
la comercializacion de probidticos, variedad de cepas utilizadas, y la adicion de probioticos a las

formulas infantiles.

Actualmente, hay algunos ensayos en curso que examinan el papel de los probidticos en el
tratamiento y prevencion del colico infantil, utilizando disefios, participantes, intervenciones,
comparadores y medidas de resultado similares. (27) Si bien los ensayos individuales pueden
proporcionar datos importantes, y los metanalisis de ensayos controlados aleatorios pueden dar
conclusiones importantes, puede haber problemas para interpretar tales conclusiones.

En ultima instancia, tales metanalisis a menudo no superan las limitaciones y sesgos de los ensayos
individuales al generar un mejor estimador Unico mediante el agrupamiento de las estimaciones
del efecto del tratamiento (28). En contraste, combina datos brutos de ensayos individuales
mediante un metaanalisis de datos de participantes individuales (IPDMA) puede arrojar
estimaciones méas confiables de los efectos del tratamiento con aplicabilidad universal. (28-32)
Esto es particularmente importante cuando existe una posibilidad significativa de que
determinadas cepas de probiéticos puedan funcionar para subgrupos particulares de recién nacidos
con célico, un efecto que no puede detectarse mediante estudios individuales con limitaciones

tamanos de muestra.

El colico infantil, o el llanto excesivo de causa desconocida, afectan hasta al 20% de los bebés y
es una carga importante para las familias y los servicios de salud. El colico infantil se define a
menudo por los criterios de Wessel de llorar o preocuparse durante tres horas 0 mas por dia durante

tres dias 0 mas por semana durante tres semanas en bebés menores de 3 meses (2).
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Aunque el cdlico infantil se resuelve espontaneamente después de los primeros tres o cuatro meses
después del nacimiento, se asocia con depresion materna, cesacion temprana de la lactancia, y
sindrome del bebé sacudido. (5) El malestar infantil es uno de los problemas de presentacion mas
comunes en los sectores de atencion primaria, secundaria y terciaria, lo que le cuesta al sistema

sanitario del Reino Unido millones libras anualmente. (6)

La causa del colico infantil sigue siendo dificil de alcanzar a pesar de décadas de investigacion.
Las hipotesis psicosociales incluyen malas interacciones maternoinfantiles, ansiedad y depresién
materna y un temperamento infantil dificil. (7) Las teorias gastrointestinales incluyen aumento del
gas intraabdominal, hiperperistalsis y dolor visceral. Un estudio ha sugerido que los bebés con
cdlico pueden tener un aumento en los niveles de calprotectina fecal. Sugiriendo un posible papel
para la inflamacidn intestinal; sin embargo, otro estudio sugirié que no hay diferencias en los

niveles de calprotectina fecal entre los lactantes con y los bebés sin colicos. (9)

No existe un Gnico tratamiento eficaz para el colico, y la mayoria de las guias clinicas recomiendan
apoyo Yy consistencia como el pilar del tratamiento. (10) El uso de formulas hipoalergénicas o la
eliminacion de la proteina de la leche de vaca de la dieta de las madres que estdn amamantando
puede ser efectivo, (12) pero no todos los nifios irritables responden. (15) Los farmacos
anticolinérgicos (por ejemplo, dicicloclina (diciclomina)) son efectivos (18) pero tienen efectos
secundarios potencialmente peligrosos, incluyendo dificultades respiratorias y coma. (19) Una
intervencion efectiva, practica y aceptable para el coélico infantil representaria un avance

importante en la salud clinica y publica.

Recientemente, la investigacion sobre el uso de probidticos (microorganismos vivos que confieren
un beneficio para la salud) para el célico ha estado ganando impulso rapidamente. Se informa que
los bebés con colicos tienen concentraciones crecientes de organismos formadores de gas y
proteobacterias como Escherichia coli en el intestino. (22) La colonizacion con ciertos
microorganismos intestinales, como las especies Bifidobacterium y Lactobacillus, junto con una

mayor diversidad microbiana intestinal, puede proteja contra la angustia del bebé. (23)

Los probiodticos mejoran la barrera de la mucosa y promueven la diversidad microbiana en el
intestino. (25) Pueden reducir las concentraciones de proteobacteria y la formacién de gas de

coliformes y reducir la inflamacién intestinal. (30) Un metaanalisis reciente de tres pequefios En
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ensayos controlados aleatorios de lactantes con colicos informaron que Lactobacillus reuteri redujo

notablemente el tiempo de llanto a los 21 dias después de la administracion de suplementos. (31)

A pesar de estas limitaciones principales, el uso de probidticos para el colico se ha incorporado
rapidamente a nivel internacional. Existe una necesidad urgente de un ensayo mas grande y mas
riguroso que incluya a lactantes no seleccionados para el método de alimentacién para aclarar si L
reuteri es efectivo para el célico infantil en la poblacion general.

Determinamos si el probiotico L reuteri DSM 17938 beneficio a los bebés menores de 3 meses
(<13 semanas) con cdlico, independientemente del modo de alimentacion. También examinamos
su efecto sobre la microbiota intestinal, los niveles de calprotectina fecal y la colonizacién de E

coli, todos ellos implicados en el mecanismo de la enfermedad.

Presumimos que, en comparacion con el grupo placebo (control), el grupo L reuteri (tratamiento)
mostraria un menor tiempo de Ilanto o llanto diario promedio a 1 mes (resultado primario), y a los
7,14y 21 dias, y 6 meses, y menos episodios diarios de llanto o dolor (7, 14, 21 dias, 1 y 6 meses);
mayor duracion del suefio infantil (7, 14, 21 dias, 1 y 6 meses); mejores puntajes promedio en una
medida estandarizada de salud mental materna; mejores puntajes promedio en una medida
estandarizada de lactante (6 meses) y funcionamiento familiar (1 y 6 meses); mejores puntajes
promedio en una medida estandarizada de afios de vida ajustados por calidad de padres (1y 6
meses); y cambios en la microbiota intestinal (aumento de la diversidad microbiana fecal, menos
colonizacion de E coli (1 mes) y niveles reducidos de calprotectina fecal (1 mes)). Presumimos
que estos efectos se mantendrian dentro del grupo de lactantes y el grupo de lactantes alimentados

con formula.

2.12. Marco Legal

Respecto a la conservacion de la salud establece dos articulos fundamentales que son el

articulo 2 y el articulo 361.

Art. 32.- La salud es un derecho que garantiza el Estado, cuya realizacién se vincula al
ejercicio de otros derechos, entre ellos el derecho al agua, la alimentacion, la educacion, la cultura

fisica, el trabajo, la seguridad social, los ambientes sanos y otros que sustentan el buen vivir (37).
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El Estado garantizara este derecho mediante politicas econdmicas, sociales, culturales,
educativas y ambientales; y el acceso permanente, oportuno y sin exclusion a programas, acciones
y servicios de promocién y atencion integral de salud, salud sexual y salud reproductiva. La
prestacion de los servicios de salud se regira por los principios de equidad, universalidad,
solidaridad, interculturalidad, calidad, eficiencia, eficacia, precaucién y bioética, con enfoque de

género y generacional (37).

Art 361.- El Estado ejercera la rectoria del sistema a través de la autoridad sanitaria
nacional, sera responsable de formular la politica nacional de salud y normarda, regulara y
controlara todas las actividades relacionadas con la salud, asi como el funcionamiento de las
entidades del sector (37).

Con respecto a la forma de alimentacion de los nifios la Constitucion explica lo siguiente
“El Estado adoptara, entre otras, las siguientes medidas que aseguren a las nifias, nifios y
adolescentes: atencion a menores de seis afos, que garantice su nutricion, salud, educacion y
cuidado diario en un marco de proteccion integral de sus derechos”. El Estado Ecuatoriano esta
empefiado en aumentar la tasa de lactancia materna, basdndose en la premisa de una alimentacién

sin costos, pero de un caracter nutritivo enorme (37)}.

2.12.1. Ley Organica de la Salud

Art. 4.- La autoridad nacional es el Ministerio de Salud Publica, entidad a la que
corresponde el ejercicio de las funciones de rectoria en salud; asi como la responsabilidad de la
aplicacion, control y vigilancia del cumplimiento de esta Ley; y las normas que dicte para su plena

vigencia seran obligatorias.

Art. 7.- Por documentos que contienen informacion de salud se entienden: historias
clinicas, resultados de examenes de laboratorio, imagenologia y otros procedimientos, tarjetas de
registro de atenciones médicas con indicacion de diagndstico y tratamientos, siendo los datos

consignados en ellos confidenciales.

El uso de los documentos que contienen informacion de salud no se podré autorizar para

fines diferentes a los concernientes a la atencion de los/las usuarios/as, evaluacion de la calidad de
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los servicios, analisis estadistico, investigacion y docencia. Toda persona que intervenga en su
elaboracion o que tenga acceso a su contenido, esta obligada a guardar la confidencialidad respecto

de la informacion constante en los documentos antes mencionados.

La autorizacion para el uso de estos documentos antes sefialados, es potestad privativa del/a

usuario/a o representante legal.

En caso de investigaciones realizadas por autoridades publicas competentes sobre
violaciones a derechos de las personas, no podrd invocarse reserva de accesibilidad a la

informacion contenida en los documentos que contienen informacion de salud.
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Capitulo Il

3.1. Metodologia

El estudio es de tipo observacional, longitudinal, prospectivo, analitico y descriptivo. En el cual se
incluy6 a los lactantes de 1-6 meses que acudieron al sistema de salud municipal y que fueron
diagnosticados como colico del lactante (CIE 10 R.10.4) mediante la aplicacion de los criterios de
Wessel y de Roma 1V especificos para colico del lactante. Una vez que los padres firmaron el
consentimiento informado de los padres se procedié a la recoleccion de las muestras de heces y la
aplicacion de una encuesta previamente validada en estudios similares.. El estudio se realizd
durante el periodo Septiembre 2018 hasta Febrero 2019. El lugar destinado a la realizacién del
estudio fueron los centros de atencion Hospitales del dia del municipio de Guayaquil ubicados en
zonas urbanas — marginales de la ciudad: Angel Felicisimo Rojas y Samuel Ratinoff. Contando
con la aprobacion previa de la direccion de salud e higiene del Muy llustre Municipio de

Guayaquil.

3.2. Disefio de la investigacion

3.2.1. Tipo de estudio

El estudio es de tipo observacional, longitudinal, prospectivo, analitico y descriptivo. En
el cual se incluyeron a los lactantes de 1-6 meses que acudieron al sistema de salud y que fueron
diagnosticados con célico del lactante(CIE 10 R 10.4), mediante la aplicacién de los criterios de
Wessel y de Roma IV especificos para colico del lactante. Mismos que firmaron previamente el
consentimiento informado por los padres y/o tutores para proceder a la recoleccion de las muestras

de heces.

3.2.2. Alcance

Descriptivo — Correlacional y Analitico.
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3.3. Poblacion y muestra

3.3.1. Poblacion

El estudio se realiz6 durante el periodo Septiembre del 2018 a Febrero del 2019. El lugar
destinado a la realizacion del estudio fueron los centros de atencion u Hospitales del dia del

municipio de Guayaquil ubicados en las zonas urbanas — marginales de la ciudad.

3.3.2. Muestra

La muestra fue de 39 pacientes que cumplieron con todos los criterios de seleccion para

formar parte del estudio.

3.3.3. Criterios de Inclusién

- Lactantes que hayan sido ingresados al sistema de salud del hospital del dia con el
diagnostico de cdlico del lactante definido como Ilanto incesante o paroxistico sin
causa aparente por mas de tres horas diarias durante mas de tres dias durante tres

semanas continuas(criterios de ROMA 1V, Wessel)

3.3.4. Criterios de exclusién

- Los criterios de exclusion incluyen a los lactantes prematuros, lactantes que hayan

recibido antibidticos o probi6ticos en la semana previa al reclutamiento.

- Lactantes postmaduros, lactantes con comorbilidades de base como enfermedad
inflamatoria intestinal, regurgitacion y reflujo, aspiracion y apnea, enfermedades

cardiacas congénitas, enfermedades infecciosas agudas.

- Pacientes que no posean todos los criterios o informacién completa.
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3.4. Limitacion de la investigacion

Se evaluaron a los lactantes de un area demogréafica especifica del norte de la ciudad, con

una poblacidn con caracteristicas urbano marginales.

3.4.1. Operacionalizacion de las variables

Variables Tipo Escala Indicador Codificacion
Sexo Cuzlitativo Maominal Identificacion del Sexa | M [0}
Fil)
IMC Cuzlitativo Crdinal Rangos de IMC Alto (0]
MNormal (1)
Bajo (2}
Tipo de Alimentacion | Cualitativo Mominal Alimentacion Materma (0}
predominante del Formula (1)
lactante Mixta {2)
Tratamiento Cuzlitativo Mominal Si recibio tratamiento Minguno (0)
farmacoldgico previo por infeccion Antibigticos (1)
perinatal Lactobacillus (2)
Mivel de estrés Cuzlitativo Maominal Grados de estrés Marmal (0}
materns materno de acuerdo a | Alto (1)
las encuestas materno | Bajo (2)
infantiles|
Microbiota Cuzlitativo Mominal Microorganismos Ecoli id)
Composicion presentes en los Lactobacillus (1)
lactante Bifidobacterias {2)
Otras (4)
Historia familiar de Cuzlitativo Mominal Presencia de atopia Megativo (D)
atopia en el antecedente Positivo (1)
familiar

Tabla 1 Operacionalizacion de las variablesMétodo e instrumentos

3.4.2. Métodos

Dentro de los métodos para la recoleccién de los datos, se realizo la aplicacion de una
encuesta validad a las madres de los pacientes y la toma de las muestras de heces de los lactantes
que hayan cumplido con los criterios de inclusion y cuyos padres y/o tutores hayan aceptado
ingresar al estudio mediante la firma del consentimiento informado. Para la recoleccion de las
muestras de los lactantes se realiz6 una toma directa de las heces de los pafiales de los pacientes y
colocadas en un recipiente estéril para ser almacenadas a -20C y analizadas en el laboratorio de
biologia molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Especialidades Espiritu Santo,
“Enrique Ortega Moreira”. La extraccion del DNA se realizd mediante la utilizacion del kit el
QIAamp Fast DNA Stool Mini kit(Qiagen), de acuerdo al protocolo del kit establecido en base al

aislamiento de la subunidad 16S ribosomal para ARN y ADN; esto realizado para la obtencién de
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ADN no purificado, producto de una amplificacidn y reaccion en cadena polimerasa PCR. Como
resultado de la PCR y de la aplicacion del kit se obtuvieron muestras individualizadas procesadas
de 450 pares de bases, lo que permitié ser enviado por servicios Federal Express al laboratorio
GENEWIZ ubicado en New Jersey South Plainfield, Estados Unidos. Posterior al envio de dichas
muestras se pudo realizar la secuenciacién para la obtencién del codigo especifico ADN-ARN del
Microbioma en cada muestra mediante la realizacion de una secuenciacion tipo Sanger a partir de
productos de PCR no purificados. Para la realizacién de la secuenciacion fue necesario enviar el
Primer requerido, del cual se prepar6 la cantidad suficiente a ser utilizada en el laboratorio
Genewiz,. El primer a utilizar fue V3_F357-GC_ [SuM]. Una vez realizado el proceso de
secuenciacion, se obtuvo como resultado, un archivo de secuenciacion FASTA, donde se
encontrarian todos los microorganismos encontrados en cada muestra. Resultados que se
compararon con los cédigos de acceso libre de secuenciacién Genbank del NCBI (Biblioteca
Nacional de Ciencias de Biotecnologia de Estados Unidos), BLAST (herramienta basica local de
alineacion) que se encuentra homologada publicamente para la validacién de los resultados como
parte del programa nacional de salud de Estados Unidos NCBI. Los datos fueron manejados
mediante una base de datos en Microsoft Excel y posteriormente analizados en SPSS 21 utilizando
estadistica descriptiva para la caracterizacion y tests no paramétricos para comparar los grupos asi

como Pearson.
3.4.3. Herramientas
e Microsoft Excel
e GENEBANK
e BLAST
e |IBM SPSS 21

3.5.3 Instrumentos
- Cuestionario y encuesta a los padres
- Consentimiento informado

- Protocolo Mini kit QlAamp DNA mini kit(Qiagen) stool
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3.5. Cronograma de actividades

Actividades

Presentacion
del tema de
tesis

Redaccion,
presentacion
y aprobacion
del
anteproyecto

Diagnostico
situacional
del estudio

Recoleccion
de datos

Elaboracién
de los
resultados e
informacion

Entrega del
informe final

Sustentacion
del proyecto

Tabla 2 Cronograma de actividades

Mes1l Mes?2

Mes 3 Mes 4

Mes 5 Mes 6

Responsable

Juan Antonio
Guerrero
Solérzano

39



3.6. Presupuesto

Suministros y materiales - = $100
Movilizacién $20 10 $100
Derechos de graduacion y - - $550
tramites

Alimentacion $10 10 $100
QlAamp DNA stool kit $779.80
Envases Estériles $30
Mascarillas y Gorros $30
Guantes $30
Invitrogen V3 F357 GC VR R $199,36
518

V3 F357 GC V3 R 518

Alcohol Molecular $83
Sanger Sequencing

GENEWIZ,NJ USA $624
Envio FEDEX $140
TOTAL $2.766,66

Tabla 3 Presupuesto

4. Resultados

Género
‘ Frecuencia ‘ Porcentaje Porcentaje vélido Porcentaje acumulado
Vélidos = F ‘ 21 ‘ 55.3 ‘ 558 55.3
M ‘ 17 ‘ 44.7 ‘ 44.7 100.0
Total ‘ 39 ‘ 100.0 ‘ 100.0

Tabla 4 Distribucién de los pacientes por género

Se encontraron 21 pacientes de género femenino que representa un 55%, mientras que 17 eran
masculinos y representa un 45%.

Alimentacion

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado

Va Materna 7 15.8 15.8 15.8

lid Formula 14 36.8 36.8 52.6

0s Mixta 18 47.4 47.4 100.0
Total 39 100.0 100.0

Tabla 5 Distribucién de los pacientes por tipo de alimentacion



Se encontrd que 7(15.8%) pacientes recibian lactancia materna exclusiva, mientras 14(36.8%)
recibieron alimentacion con formula infantil , y 18(47.4%) pacientes recibieron una alimentacion
mixta a base de leche materna y formula infantil.

Criterios de Roma IV

‘ Frecuencia ‘ Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Vélidos = Si ‘ 29 ‘ 76.3 ‘ 76.3 76.3
No ‘ 10 ‘ 23.7 ‘ 23.7 100.0

Total ‘ 39 ‘ 100.0 ‘ 100.0

Tabla 6 Distribucién de los pacientes por Criterios de Roma IV

De un total de 39 pacientes, 29(76.3%) cumplen con los criterios de Roma IV, mientras que
10(23.7) no cumplen los criterios de Roma IV.

Horas de Llanto

Frecuencia Porcentaje Porcentaje vélido Porcentaje acumulado
Validos  5.00 2 2.6 2.6 2.6
6.00 3 7.9 7.9 10.5
7.00 7 18.4 18.4 28.9
8.00 16 42.1 42.1 71.1
9.00 11 28.9 28.9 100.0
Total 39 100.0 100.0

Tabla 7 Distribucién de los pacientes por horas de llanto

Se realiz6 una distribucion entre las horas de llanto inconsolable durante la Gltima semana. 11
pacientes sufrieron Ilanto inconsolable durante al menos 9 horas; 16 pacientes con llanto durante
8 horas; 7 pacientes también sufrieron llanto inconsolable durante 7 horas.

Criterios de Wessel

Frecuencia ‘ Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado

validos 1.0 ‘ 32 84.2 84.2 84.2
2.00 ‘ 7 15.8 15.8 100.0
Total ‘ 39 \ 100.0 \ 100.0

Tabla 8 Distribucion de los pacientes por Criterios de Wessel
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Se encontrd también que 32(84.2%) pacientes cumplen con los criterios de Wessel, mientras que

6(15.8%) no cumplieron con los criterios.

Antibidticos Previos

‘ Frecuencia ‘ Porcentaje Porcentaje véalido

Validos  Si ‘ 15 ‘ 395 ‘ 39.5
No ‘ 24 ‘ 60.5 ‘ 60.5

Total ‘ 39 ‘ 100.0 ‘ 100.0

Tabla 9 Distribucién de los pacientes por ingesta de antibiéticos previos

Se pudo encontrar que 15(39.5%) pacientes estuvieron bajo
24(60.5%) no recibieron antibidticos.

Porcentaje acumulado
39.5
100.0

tratamiento antibi6tico, mientras que

Estrés Materno
‘ Frecuencia ‘ Porcentaje Porcentaje vélido Porcentaje acumulado
Validos  Si ‘ 9 ‘ 211 ‘ 211 211
No ‘ 30 ‘ 78.9 ‘ 78.9 100.0
Total ‘ 39 ‘ 100.0 ‘ 100.0

Tabla 10 Distribucion de los pacientes por estrés materno.

De las madres incluidas en el estudio se pudo determinar que Unicamente 9 cumplian con todos
los criterios de estrés materno, mientras 38 no cumplieron con los criterios.

AtopiaFamiliar

‘ Frecuencia ‘ Porcentaje Porcentaje vélido

Vélidos | Si ‘ 16 39.5 39.5
No ‘ 23 60.5 60.5

Total ‘ 39 ‘ 100.0 ‘ 100.0

Tabla 11 Distribucion de los pacientes por atopia familiar.

Porcentaje acumulado

39.5
100.0

Se encontrd ademas que 16 pacientes si poseen historial de atopia familiar, mientras que 23
pacientes restantes no refieren poseen historial de atopia familiar.
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MICROBIOMA DE LACTANTES
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Gréfico 1 Composicion de la microbiota intestinal

Al analizar la composicién de la microbiota intestinal se pudo encontrar que el predominio es
muy variable. Se encontrd un predominio de la gran familia de Bacteroides, seguido de la
presencia de Escherichia con varios subgéneros presentes en gran proporcion. Seguido en
frecuencia de las familias de Clostridium y Shigella con varios subgéneros. Luego en frecuencia
se encuentra la familia de Morganella y Pantoea con varios subgéneros de cada una. Otros varios
encontrados son Klebsiella, Mogibacterium, Dickeya, Actinobacillus, Brenneria, Varibaaculum,
Herminimonas, sumado a una gran cantidad de microorganismos gque se encuentran en poca

frecuencia.
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Horas deLlanto

.39
42

HorasdeL lanto

I
L
9.39
0.52

Tabla 12 Correlacion estrés materno y horas de llanto.

La correlacion horas de llanto y estrés materno tuvo una alta significancia al nivel 0.01 de tipo
unilateral. Por lo que se puede decir que el llanto si guarda relacion con el estrés materno. Con
un valor de Chi cuadrado 9.39

Estrés Materno
Sig. (unilateral

Correlacion de Pearson

Tabla 13 Correlacion estrés materno y horas de llanto.



La correlacidn estrés materno y horas de llanto posee una significancia al nivel 0.01, por lo que

se considera que si guarda relacion entre ambas.

Correlaciones

Alimentacion Horas de Llanto
Tau_b de Kendall Alimentacion Coeficiente de correlacion 1.000 450™
Sig. (unilateral) .000
N 39 39
Horas de Llanto Coeficiente de correlacion .450™ 1.000
Sig. (unilateral) .000
N 39 39
Rho de Spearman Alimentacion Coeficiente de correlacion 1.000 .498™
Sig. (unilateral) .000
N 39 39
Horas de Llanto Coeficiente de correlacion .498™ 1.000
Sig. (unilateral) .000
N 39 39
Chi cuadrado 15.65
Significancia 0.48

**, La correlacion es significativa al nivel 0,01 (unilateral).

Tabla 14 Correlacion alimentacion y horas de llanto.

Al aplicar las pruebas de Kendall y Spearman se pudo encontrar que el tipo de alimentacién del

lactante guarda relacién con las horas de llanto que se presenten, con una significancia al nivel

0.01 de caréacter unilateral.

Correlaciones

Alimentacion

Alimentacion Correlacion de Pearson 1
Sig. (unilateral)

N 39

Horas de Llanto Correlacion de Pearson 538"

Sig. (unilateral) .000

N 39

**_La correlacion es significante al nivel 0,01 (unilateral).

HorasdeL lanto
.538™

.000

39

1

39
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Tabla 15 Correlacion alimentacion y horas de Ilanto.

La correlacion entre la alimentacion y las horas de llanto tuvo una significancia al nivel 00.01 de

tipo unilateral, por lo que se puede asegurar que si guardan relacién entre ambas.

Correlaciones

Alimentacion Atopia
familiar
Tau_b de Kendall Alimentacion Coeficiente de correlacion 1.000 356"
Sig. (unilateral) .004
N 39 39
Atopia Coeficiente de correlacion 356" 1.000
familiar Sig. (unilateral) .004
N 39 39
Rho de Spearman Alimentacion Coeficiente de correlacion 1.000 374
Sig. (unilateral) .004
N 39 39
Atopia Coeficiente de correlacion 374 1.000
familiar Sig. (unilateral) .004
N 39 39
Chi cuadrado 4.74
Significancia 0.93

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (unilateral).

Tabla 16 Correlacion alimentacion y atopia familiar.

Al aplicar las pruebas de Kendall y Spearman se pudo encontrar que si existe una relacion entre
el tipo de alimentacién y el historial de atopia familiar.

Correlaciones

Alimentacion

Atopia

familiar

Correlacion de Pearson
Sig. (unilateral)

N

Correlacion de Pearson
Sig. (unilateral)

N

Alimentacion

**_La correlacion es significante al nivel 0,01 (unilateral).

Tabla 17 Correlacion y atopia familiar.

39

371

.004
39

Atopia familiar

3717

.004
39
1

39
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La relacion entre la alimentacion y la atopia familiar tiene un nivel de significancia al nivel 0.01

de tipo unilateral.

Correlaciones

Antibidticos Alimentacion
Previos

Tau_b de Kendall Antibidticos Previos Coeficiente de correlacion 1.000 .333™
Sig. (unilateral) .007
N 39 39
Alimentacion Coeficiente de correlacion 333" 1.000

Sig. (unilateral) .007
N 39 39
Rho de Spearman Antibidticos Previos Coeficiente de correlacion 1.000 .349™
Sig. (unilateral) .006
N 39 39
Alimentacion Coeficiente de correlacion .349™ 1.000

Sig. (unilateral) .006
N 39 39

Chi cuadrado 4.74

Significancia 0.93

**, La correlacion es significativa al nivel 0,01 (unilateral).

Tabla 18 Correlacion antibidticos previos y alimentacion.

Al aplicas las pruebas de Kendall y Spearman se pudo encontrar que existe una relacion entre la

administracion de antibioticos previos y el tipo de alimentacidn que fuera usado para los

neonatos. La correlacion es significativa al nivel 0.01 y de tipo unilateral.

Correlaciones

Antibioticos Previos

Alimentacion

Correlacion de Pearson
Sig. (unilateral)

N

Correlacion de Pearson
Sig. (unilateral)

N

Antibidticos Previos

39

342"

.008
39

Alimentacion

342"

.008
39
1

39
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**_La correlacion es significante al nivel 0,01 (unilateral).

Tabla 19 Correlacion antibidticos previos y alimentacion.

Al analizar la alimentacion y los antibi6ticos previos se encontrd que existe una relacion
significativa al nivel 0.01 de tipo unilateral.
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5. Discusion

El cuerpo humano alberga a millones de microorganismos que viven en nosotros (10%3),
y funcionan de forma sinérgica con nuestras propias células para influir en los resultados de
salud a lo largo de la vida, y potencialmente a través de generaciones. Estos microorganismos,
denominados "microbiota™ (los organismos) o el "microbioma™ (los organismos y su estructura
genética colectiva) llevan a cabo sus acciones al influir en las vias inmunologica, endocrina 'y
neural. Aunque una amplia variedad de microorganismos florecen en la piel, en la cavidad
bucal y en el tracto urogenital, los del intestino son los mas diversos y abundantes y sus

funciones son las mejor comprendidas. (8)

Desde el nacimiento, la microbiota intestinal tiene tres funciones esenciales: protectora,
metabdlica y trofica. Primero, los microorganismos intestinales sirven como una barrera contra
la proliferacion de organismos patdgenos. En segundo lugar, desempefian un papel importante
en: la digestion y el metabolismo del calostro, la leche materna, la formula y los alimentos de
destete en bebés, y una amplia variedad de alimentos en adultos; la descomposicion de toxinas
y drogas; sintesis de vitaminas; y la absorcion de iones. Las funciones tréficas incluyen el
crecimiento y la diferenciacion de las células epiteliales que recubren la luz intestinal y el
mantenimiento homeostatico del sistema inmunolodgico, incluida la tolerancia a antigenos

alimentarios. (9)

Con la colonizacion completa del intestino, que ocurre en aproximadamente tres afios
de vida, se logra la homeostasis inmunoldgica. En un individuo sano, el intestino esta en un
estado de eubiosis, poblado por una gran variedad de microorganismos y marcado por la
tolerancia oral a las bacterias comensales y antigenos benignos. Sin embargo, la colonizacién
inadecuada durante este periodo temprano puede conducir a disbiosis (0 un desequilibrio entre
los organismos comensales y patdgenos) que puede aumentar la susceptibilidad a una variedad
de estados patdgenos relacionados con el sistema inmunitario y otros resultados metabolicos o

inmunes adversos. (21)
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De esta manera, el microbioma intestinal se puede ver como un mediador clave entre
las exposiciones a factores ambientales internos y externos, incluidos la dieta y el estrés, y los

resultados de salud y desarrollo.

En un intento por comprender mejor el papel de las comunidades microbianas intestinales en
la salud humana, los investigadores han tratado de caracterizar la composicién y diversidad de
sus residentes. En el pasado, los estudios de microflora intestinal utilizaban técnicas de cultivo
in vitro, que identificaban una gama limitada de organismos debido a los desafiantes requisitos
necesarios para su crecimiento, asi como la falta de tecnologia para detectarlos. Los problemas
de transporte de la muestra y la distribucién de organismos especificos dentro de una muestra
determinada también limitaron el significado de los resultados del cultivo. (17)

Sin embargo, mas recientemente, los investigadores han comenzado a utilizar el andlisis
independiente del cultivo, como la hibridacién in situ fluorescente, la electroforesis en gel, la
clonacion de ARN ribosomal 16S y la secuenciacion y la reaccidn en cadena de la polimerasa
cuantitativa. En general, la cultura y la metodologia del ADN muestran cierto acuerdo; sin
embargo, se han identificado matices en taxonomia con varios microorganismos intestinales
que no se cultivan en cultivos que se muestran muy destacados cuando se utilizan tecnologias

mas recientes (55).

Se optd por realizar la obtencion de ADN a partir de las muestras tomadas de heces de
lactantes, y procesadas mediante el kit Qiagen QIAamp DNA para aislar el ADN y compararlo
con las bases de datos del NCBI para identificar las bacterias que predominan en el microbioma

de los lactantes que fueron estudiados.

De los ultimos estudios publicados sobre el tema y con métodos similares, los organismos
identificados como los més prominentes en el intestino son Firmicutes (como Clostridium,
Enterococcus, Lactobacillus y Ruminococcus), Bacteroidetes (como Bacteroides y Prevotella)
y, en menor medida, Proteobacteria y Actinobacteria. En la mayoria de las circunstancias, un
microbioma altamente diverso es ventajoso para una salud éptima. Como evidencio Wang en

su estudio. (7)
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En este estudio se encontr6 una gran cantidad de Firmicutes, siendo Clostridium y
Enterococcus los microorganismos con mayor frecuencia de presentacion en la muestras de los
pacientes. Clostridium como género tuvo una presencia del 8% de todos los microorganismos
encontrados, mientras que Enterococcus fue apenas del 1% de los gérmenes encontrados.

Encontrando similitud con estudios similares como la investigacion de Hardy & Harrys. (10)

Teniendo también a los Bacteroidetes con una gran frecuencia de presentacion, quienes
estuvieron presentes en casi la totalidad de los nifios, como la familia de los Bacteroides y
Prevotella. En el caso de los Bacteroides obtuvimos una prevalencia del 21% de todos los
microorganismos identificados. Siendo destacable que en nuestra poblacién Prevotella no
fuera encontrado como en otras poblaciones del mundo. Lo que dio paso a la presentacion de
otros tipos de bacteroidetes. Sin embargo también tuvimos la presentacion de otros
microorganismos considerados como patdgenos, y en gran proporcion. Los mismos que
podrian estar relacionados con una disbiosis por lo que se presenta el célico infantil como fue

propuesto por Bailey en su estudio. (22)

Siendo el género Escherichia con la especie coli la mas prevalente con un porcentaje
acumulado del 19.6% de los microorganismos identificados. Otro microorganismo con gran
frecuencia de presentacion fue del genero Shigella con una gran diversidad de especies
presentes en la muestra lo que represento un porcentaje acumulado del 8.5%. Lo que guarda
relacion también con las muestras y resultados encontrados en estudios similares realizados en

la regién y en otras partes del mundo. (10, 30-35)

Encontramos también como parte de la disbiosis, una disminucién de Lactobacillus en todos
los tipos de especies y subespecies. Un microrganismo adicional que se encontrd presente en
una frecuencia importante dentro de la investigacion fue la Morganella con su subgénero
morganii, la de mayor frecuencia de presentacion con un porcentaje acumulado del 5%. Es
necesario destacar la presencia de Pantoea en varios subgéneros con un porcentaje acumulado
del 4.5% de las bacterias identificadas, esto debido a que dichas enterobacterias son de tener
cuidado ya que usualmente pueden ser causales de bacteremias al ser considerados como
microorganismos oportunistas. Al existir un desequilibrio del medio pueden invadir y crear

una infeccion sistémica. (60-63)
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Otra enterobacteria de tipo patoldgica que fue encontrada en varios pacientes dentro de nuestro
estudio, fue la Klebsiella pneumoniae con un porcentaje acumulado del 4%, la cual forma parte
de las enterobacterias, bacterias gramnegativas, considerada también como microorganismo
causan de enfermedades infecciosas que pueden ser graves y que tiene un caracter oportunista.
(65-67)

Al contrastar los resultados con los estudios de otras regiones como aquellos de Lyte (52) y
Barret et al (57) se pudo determinar que una gran proporcion de los pacientes guarda similitud
en la distribucion mayoritaria de bifidobacterias y presencia abundante de Lactobacillus spp
en todas sus presentaciones. Por lo que se considera que es parte de la flora comun y adecuada
delos nifios de dicho grupo etario, muy por aparte del tipo de alimentacién que dichos

individuos se encuentren siguiendo.

Conclusion

En el presente estudio, se demostro que existe una disbiosis presente en los nifios con colico
del lactante. Ademas se encontrd que existe una diferencia en la composicion del microbioma
en el nifio con cdélico del lactante en comparacion con aquellos nifios con caracteristicas
similares de otras regiones. Lo que permite inferir que la alimentacion de la zona influye en la
composicion del microbioma. Como factor adicional importante de destacar, fue la minima
presentacion de Lactobacillus, dentro de la poblacion estudiada. Lo que difiere de estudios
similares en otras regiones, que encontré los mismos microorganismos pero en mayor
proporcion. Se encontrd también una gran diversidad de microorganismos patdgenos
distribuidos en todos los pacientes. A partir del presente estudio, se dejan los cimientos para
estudios posteriores, que puedan permitir la aplicacion de los conocimientos que existen en
nuestro medio acerca del microbioma y sus implicaciones en los nifios. A la vez que se realiza
un llamado a toda la comunidad de atencion primaria de salud, de manera que el célico del
lactante pueda ser tomado en cuenta como diagndstico diferencial para la poblacion estudiada,
sin necesidad de que represente gasto de recursos innecesarios al ser manejada como otras

patologias similares.
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7. Recomendaciones

Debe investigarse méas a fondo sobre el microbioma en esta poblacién de riesgo ya que en
la actualidad es considerado un tema totalmente subdiagnosticado y poco investigado debido a que
no es tomado en cuenta cominmente debido a la falta de conocimiento acerca del tema o por los
costos que representa aun estudiar mediante estas técnicas la posibilidad de disbiosis relacionada
con la presencia de una u otra enfermedad. De la misma manera se recomienda realizar
posteriormente estudios a mayor escala, que permitan la inclusion de mayor nimero de pacientes
para poder realizar una investigacion que permita traducir los resultados a la poblacién en general.

Obteniendo resultados méas concluyentes y aplicables a todos los lactantes de 1 a 6 meses.
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ANexos

Anexo 1.- Carta de permiso de acceso a la red de salud.

u 9!1 WIMICIPALIDAD DE GUROGU.

UEES
25 ASR 1Py ar

RECIBIDO FW ta
oo 3 U TR Py

Guayaquil, 25 de abril del 2018

Dr. Ernesto Romero Toro
Director de Salud e Higiene del Municipio de Guayaqull

De mis consideraciones;

Yo, Juan Antonio Guerrero Solorzano portador de la cédula de identidad
#0925148868, estudiante de 6to aflo de la carrera de Medicina de la Facultad de
Ciencias Médicas "Dr. Enrique Ortaga Moreira” de la Universidad de Especialidades
Espiritu Santo, solicito a usted la autorizacién para acceder a sus instalaciones y
recabar informacién y muestras de heces a 80 pacientes que posean entre 1 a 6
meses de edad, E| estudic consiste en tomar los dalos de pacientes gque
voluntariamente se presten para el estudio cuyo anonimato se mantendra con el
respectivo consentimiento informade, sumade a la toma de muestras de heces para
el analisis posterior de las mismas en un laboratorio privado. Con lo cual espero
obtener los datos corespondientes para llevar a cabo mi trabajo de titulacién cuyo
titulo es “Caractenzacion del microbioma en pacientes con colico de lactante en una

unidad de salud de Guayaquil de 2018-2019", bajo la tutoria y supervisibn del Dr.

Carlos Farhat Zamora.

Agradeciendo de antemano la atencion a la presente:

/

Juan Adtoni Guerrero Solorzano
C.1. 0925148868
jguerreroso@uees.edu.ec
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Anexo2.- Consentimiento informado de padres

d

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE TUTORES UEES

“Caracterizacion del microbioma en pacientes con cdlico del lactante en una unidad de
salud de Guayaquil de 2018-2019”

Investigador principal: Juan Antonio Guerrero Solérzano
Patrocinadores: Universidad de Especialidades Espiritu Santo (UEES)
I. INTRODUCCION:

Usted ha sido invitado (a) a participar en la investigacion sobre el “Caracterizacion del microbioma
en pacientes con colico del lactante en una unidad de salud de Guayaquil de 2018-2019”

Debe leer los objetivos de la investigacion antes de firmar el documento, para que entienda el
proceso a realizar, teniendo en cuenta que podra renunciar de manera voluntaria en cualquier
momento de la duracion de la misma.

La investigacion y participacion de su representado se llevara a cabo durante el periodo de
atencion en la unidad de salud sin realizarle seguimiento alguno.

I1. PROPOSITO DE LA INVESTIGACION

Caracterizar el microbioma de los pacientes con cuadro de célico del lactante.
[1l. PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA INVESTIGACION
Los datos seran tomados durante el periodo de atencion de su representado en la unidad de salud,

mediante un examen de heces solicitado como parte de la atencion a los pacientes.

La obtencién del asentimiento informado para nifios menores de 1 a 6 meses es a traves de un
consentimiento a sus padres o tutor legal, ya que ellos no estan en capacidad de tomar una decisién
o entender el objetivo de la investigacion

IV.- NIVEL DE RIESGO DE LA INVESTIGACION

La recoleccion de los datos no afectara los intereses de las personas participantes ni estigmatizara
o discriminara a nivel personal o grupal. Se mantendra el anonimato y confidencialidad en cuanto

a los datos obtenidos.

V.-PRIVACIDAD (ANONIMATO), SEGURIDAD, CONFIDENCIALIDAD DE LA
INFORMACION

Antes de iniciar la investigacion se solicit6 autorizacion a la unidad de salud. Una vez concedida
la autorizacion bajo acuerdo de confidencialidad, como establece el Articulo 2 del Reglamento
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para el manejo de informacion confidencial en el Sistema Nacional de Salud publicado el 29 de
enero del 2015 por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador.

VI.-ASPECTOS DE LA CONFIDENCIALIDAD

Los resultados obtenidos de los examenes de laboratorio durante la investigacion se mantendran
estrictamente confidenciales por el investigador, por la institucion auspiciante (UEES). Los datos
del participante son estrictamente andnimos. Todos los datos serdn recolectados para luego obtener
una base de datos en Excel que seran sometidos al andlisis estadistico en SPSS. La parte
investigadora mantendré informada al participante del trabajo realizado con el material antes de su
publicacion y agradecera su contribucion en el citado trabajo.

Los beneficios de participar en la investigacién son mejorar los programas de simulacion asi como
las habilidades y destrezas en el accionar medico frente a un paciente.

VI1.-PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE LOS DATOS:

Al firmar el consentimiento informado se procedera a enviar examenes de examenes de
laboratorios pertinentes entre ellos exdmenes de heces, se procederé a realizar los examenes en el
laboratorio de la Universidad Espiritu Santo. Ademas por medio de una encuesta se llenaran datos
del paciente como edad, sexo, peso, talla factores de riesgo epidemiolégicos y manifestaciones
clinicas.

VIII.-INSTRUMENTO:

El instrumento de recoleccion de los datos corresponde a los examenes de laboratorio y encuesta
con datos del paciente.

Atentamente,

JUAN ANTONIO GUERRERO S. INVESTIGADOR
PRINCIPAL-UEES
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Anexo 3.- Asentimiento informado u

AVERSIDAD ESPIRITU SANTO

“Caracterizacion del microbioma en pacientes con célico del lactante en una unidad de
salud de Guayaquil de 2018-2019”

Investigador principal: Juan Antonio Guerrero Sol6rzano

Patrocinadores: Universidad de Especialidades Espiritu Santo (UEES)

ASENTIMIENTO INFORMADO

D € T Con numero de Cl...............coooeiiiiinnn. Tutor, padre y/o
cuidador del nifio.......................... Con edad.......... yCL.ooiii, Por medio de
la presente autorizo al investigador a usar la informacion de mi representado, que yo mismo he
proporcionado y a usar los resultados de examenes de laboratorio para fines investigativos.

La participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria. Usted puede elegir participar o no
hacerlo. Tanto si elige participar o no, continuaran todos los servicios que reciba en la unidad de

salud y nada cambiara. Usted puede cambiar de idea mas tarde y dejar de participar aun cuando

haya aceptado antes.

Nombre:

Cl:
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Anexo 4.- Encuesta para los padres

ENCUESTA

Nombre del representante / tutor

Edad del representante:

Nombres del lactante

Edad del lactante:1 2 3 4 5 6 meses
Sexo: M F
Alimentacion:
Leche materna exclusiva
Formula infantil

Mixta

Seleccione los criterios que cumple su bebe:

Episodios recurrentes y prolongados de llantos, queja, irritabilidad, sin causa aparente y que no
pueden ser prevenidos o resueltos por los cuidadores.

Los episodios de llanto duran al menos 3 horas al dia en total y se repiten al menos 3 dias a la
semana.

Episodios de llanto sin fiebre o sin enfermedad

Cuantas horas de llanto a la semana podria decir que tiene su bebe:

<3 3 4 5 6 7 8 9

Seleccione las opciones presentes en su bebe
Llanto mas de 3 horas al dia
Llanto mas de 3 dias a la semana

Persistencia durante mas de 3 semanas
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El bebe ha recibido tratamiento antibiético antes:

Si no

Entre la familia cercana existe presencia de:

Alergias en la piel / gripes frecuentes con el frio / alergia al ambiente / ninguno

Evaluacién materna: seleccione las opciones que considera acertadas:
Me siento separado/a de mi bebe
No puedo alimentar a mi bebe
No me siento capaz de cuidar a mi bebe (pafiales, bafarlo, etc.)
No me siento capaz de tener a mi bebe cuando yo quiero
Algunas veces me olvido del aspecto fisico de mi bebe
No me siento en privacidad con mi bebe
No me siento capaz de proteger a mi bebe
Siento temor de tocar o sostener a mi bebe
No me siento capaz de compartir a mi bebe con otros familiares
Me siento incapaz de ayudar a mi bebe

Siento que todos los demas estdn mas cerca del bebe que yo
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Anexo 5.- Protocolo para manejo de muestras

Protocolo heces
Muestra (Heces).
P!i

Se rotulan los microtubos de trabajo.

Se prepara el sitio de trabajo en la cdmara
de CBS.

Se coloca 0,20g de muestra de heces en

=R
m?’\ ) '/_ 0,20g de muestra
cada microtubo usando un palillo.

Se afiade 1000uL (1 ml) de Buffer de
InhibitEX a cada microtubo de trabajo.

'/—- 0,20g 1mL Buffer Inhibitex

Se llevan los microtubos al vortex por 1°. % U

Se incuba a:
a. 70°C.
b. 5 T P —
c. 700 rpm. =

Se centrifuga por 1° (14000 rpm),
colocando las muestras de manera
equidistantes.

15ulL Proteinasa K
200 uL sobrenadante
de muestra

200 uL Buffer AL

En un nuevo microtubo se coloca:
a. 15uL Proteinasa K.
b. 200 uL sobrenadante de muestra
del microtubo anterior.
c. 200 uL Buffer AL.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Se lleva al vortex por 15’ (microtubo % 157
nuevo).

Se incuba:
a. 70°C. -
h. 10 T r—
c. 700 rpm. e
Se afade 200uL de etanol 100%.

'/— 200uL etanol 100%

Colocar 600 uL del mix del microtubo a ==

{0 ool
una columna. H
Centrifugar por 1° (14000 rpm). (D y U
Se reemplaza contenedor de la columna -

por otro para empezar los lavados. I
Contenedor

Lavado 1: se afiade 500uL de Buffer

AWL.

Centrifugar por 1°. C_j y— U
Se eliminan los contenedores y se colocan <=

nuevos. l
Contenedor

Lavado 2: se afiade 500uL de Buffer

AW?2,

Centrifugar por 3°. (D 3
Se reemplazan los contenedores por 3

microtubos de 1,5 mL.

Contenedor

Centrifugar por 3. Cj'/— ¥
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23. Se afiade 200 uL ATE Buffer.

24. Incubar a temperatura ambiente por 1°.

25. Se centrifuga 1°.

bv/—l’
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Anexo 7.- Prueba de antiplagio

1.1. Antecedentes

Las causas del edlico infantil sigue siendo considerado como difuso e indeterminado aun
cuando existen una gran cantidad de estudios que han tratado de correlacionar los
factores maternos y neonatales. La razon para la busqueda de dichas correlaciones es la
frecuencia alta con la que los neonatos presentan el cuadro y son llevados a las clinicas u

hospitales para ser curados, cuando el origen del llanto va mas alla de un tratamiento.

Segin la sociedad Canadiense de Pediatria: el llanto de los lactantes menores de dos
meses se presenta con gran variabilidad, de manera que la media durante las primeras 6
semanas es de 110-120 minutos de llanto al dia, mientras que cuando el paciente llega a

las 12 semanas, el llanto se limita a 72 minutos por dia e promedio.

colico del lactante se define como un lactante de hasta 4 meses de edad que presentan

periodos paroxisticos de irritabilidad, nerviosismo, ansiedad, irascibilidad, llanto

durante 3 0 més horas al dia por lo menos 3 dias a la semana v por lo menos por una

semana. Determinando 4 criterios para realizar el diagnéstico del célico del lactante:
Paroxistico, Cualitativo diferenciado (diferente al llanto normal porque es de mayor
intensidad v otro tono), Hipertonia (contraccién tonica generalizada), inconsolable (nifio

no deja de llorar por ningiin motivo).
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