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Identificaciéon de colonizadores bacterianos
precoces en recién nacidos muy bajo peso:

primer reporte de dinamicas de microbiota
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Resumen

La mortalidad en los recién nacidos muy bajo peso (RNMBP) representa hasta el 50%-70% de la
mortalidad neonatal y hasta el 25%-30% de la mortalidad infantil. A pesar del aumento global en las
tasas de sobrevida, esta poblacién sigue presentando un riesgo elevado de desarrollar retrasos
en el neurodesarrollo a largo plazo, enfermedad pulmonar crénica, desnutricidon, discapacidades
visuales y auditivas. La composicidon microbiana intestinal de los RNMBP difiere de la de los recién
nacidos a término y esta tipicamente dominada por patobiontes. En este estudio, caracterizamos
la composicién bacteriana de la microbiota intestinal de los RNMBP nacidos en una maternidad
publica, de referencia y terciaria en Montevideo, Uruguay, mediante la secuenciacién del gen
16S rRNA de longitud completa utilizando tecnologias Oxford Nanopore. Describimos una alta
predominancia de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli en estos recién nacidos. Al secuenciar
muestras de materia fecal en dos tiempos diferentes de la hospitalizaciéon, mostramos que la di-
versidad de la comunidad microbiana aumenta con el tiempo, con una mayor abundancia relativa
de Bacteroides y Veillonella. Asimismo, describimos el efecto de la exposicidn prolongada a anti-
bidticos en la composicidn microbiana. Se observaron diferentes especies del género Klebsiella
junto con Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii y Veillonella parvula en una
mayor abundancia relativa en pacientes tratados con antibidticos durante mds de cinco dias. En
conjunto, nuestros hallazgos arrojan luz sobre el desarrollo y establecimiento de comunidades
microbianas en los primeros afios de vida en América del Sur. Nuestros resultados sefialan a los
antibidticos posnatales como un factor principal que orquesta este proceso. La integracion de
consideraciones sobre la salud de la comunidad microbiana en la atencién clinica de los prematu-
ros es crucial para mejorar el desarrollo a largo plazo.
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Summary

Mortality in very low birth weight (VLBW)
infants accounts for up to 50%-70% of neonatal
mortality and up to 25%-30% of infant mortality.
Despite the global increase in survival rates, this
population continues to present an elevated risk
of developing long-term neurodevelopmental
delays, chronic lung disease, malnutrition, and
visual and hearing impairments. The intestinal
microbial composition of VLBW infants differs
from that of full-term newborns and is typically
dominated by pathobionts. In this study, we
characterized the bacterial composition of
the gut microbiota of VLBW infants born in
a public, tertiary referral maternity hospital
in Montevideo, Uruguay, through full-length
16S rRNA gene sequencing using Oxford
Nanopore technologies. We described a high
predominance of Klebsiella pneumoniae and
Escherichiacoliinthese newborns. By sequencing
stool samples at two different times during
hospitalization, we showed that the diversity of
the microbial community increases over time,
with a higher relative abundance of Bacteroides
and Veillonella. Furthermore, we described the
effect of prolonged antibiotic exposure on the
microbial composition. Different species of the
genus Klebsiella, along with Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, and
Veillonella parvula, were observed in higher
relative abundance in patients treated with
antibiotics for more than five days. Collectively,
our findings shed light on the development
and establishment of microbial communities
in early life in South America. Our results
point to postnatal antibiotics as a primary
factor orchestrating this process. Integrating
considerations of microbial community health
into the clinical care of preterm infants is crucial
to improving long-term development.

Key words: Gastrointestinal Microbiome
Infant Very Low Birth Weight

Resumo

A mortalidade em recém-nascidos de muito
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baixo peso (RNMBP) representa até 50%-
70% da mortalidade neonatal e até 25%-30%
da mortalidade infantil. Apesar do aumento
global nas taxas de sobrevida, esta popula¢do
continua apresentando um risco elevado de
desenvolver atrasos no neurodesenvolvimento
a longo prazo, doenca pulmonar crénica,
desnutricdao, deficiéncias visuais e auditivas. A
composi¢cao microbiana intestinal dos RNMBP
difere daquela dos recém-nascidos a termo
e é tipicamente dominada por patobiontes.
Neste estudo, caracterizamos a composicao
bacteriana da microbiota intestinal dos RNMBP
nascidos num hospital pedidtrico publico de
referéncia e tercidria em Montevidéu, Uruguai,
mediante o sequenciamento do gene 16S rRNA
de comprimento total utilizando tecnologias
Oxford Nanopore. Descrevemos uma alta
predominancia de Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli nesses recém-nascidos. Ao
sequenciar amostras de matéria fecal em
dois momentos diferentes da hospitalizacao,
mostramos que a diversidade da comunidade
microbiana aumenta com o tempo, com uma
maior abundancia relativa de Bacteroides e
Veillonella. Além disso, descrevemos o efeito
da exposicao prolongada a antibidticos na
composicao. Diferentes espécies do género
Klebsiella foram observadas juntamente
com Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundii e Veillonella parvula em
maior abundanciarelativaem pacientestratados
com antibiéticos por mais de cinco dias. Em
conjunto, nossas descobertas lancam luz sobre
o desenvolvimento e o estabelecimento de
comunidades microbianas nos primeiros anos
de vida na América do Sul. Nossos resultados
apontam para o uso de antibidticos pds-natais
como um fator importante que orquestra esse
processo. Integrar consideracdes sobre a satde
da comunidade microbiana no cuidado clinico
de bebés prematuros é crucial para melhorar o
desenvolvimento a longo prazo.

Palavras chave: Microbioma Gastrointestinal
Recém-Nascido de muito
Baixo Peso
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Introduccion

En los ultimos afios ha habido un creciente interés
cientifico en la composicién y desarrollo del micro-
bioma en etapas precoces de la vida. La investigacion
se ha centrado principalmente en comprender las co-
munidades microbianas en grandes grupos de recién
nacidos a término">. El establecimiento y la madu-
racion de la microbiota intestinal de un recién nacido
son cruciales en su crecimiento, desarrollo, capacidad
de absorcion de nutrientes, metabolismo y para preve-
nir enfermedades a corto y largo plazo®. El periodo
alrededor del nacimiento y en la primera infancia es
el momento mas critico para el establecimiento del
microbioma, siendo la microbiota materna la fuente
principal de colonizacion®. Varios factores pueden
influir en este proceso, incluidos la edad gestacional,
la via de nacimiento (vaginal o por cesarea), el entor-
no, la higiene, las practicas de alimentacion y el uso
de antibioticos. Las disrupciones de estos patrones de
colonizacion precoz pueden llevar a un desequilibrio
en la comunidad microbiana en la vida temprana con
consecuencias a largo plazo®@?®.

El nacimiento prematuro (menor de 37 semanas
de gestacion) esta aumentando a nivel mundial como
consecuencia de la mayor edad materna concepcional
y el aumento de los tratamientos de reproduccion asis-
tida de alta complejidad. La relevancia de los resulta-
dos de los recién nacidos muy bajo al nacer (RNMBP)
es que, aunque representan el 1,5%-2% del total de
nacimientos, sus resultados contribuyen significativa-
mente a la tasa de mortalidad neonatal e infantil. Las
tasas de mortalidad neonatal varian de 4,2 a 18,6 por
mil en Sudamérica®!?. La mortalidad en los RNMBP
representa hasta el 50%-70% de la mortalidad neo-
natal y hasta el 25%-30% de la mortalidad infantil.
La tasa de sobrevida de los RNMBP ha aumentado
mundialmente como resultado de la mejora en la ca-
lidad de los cuidados perinatales. A pesar de la mayor
tasa de sobrevida, las complicaciones asociadas al par-
to prematuro son la principal causa de muerte entre
los niflos menores de 5 afios en todo el mundo®!!,
Asimismo, los recién nacidos que sobreviven tienen
un riesgo significativo de secuelas a largo plazo, que
incluyen retrasos neurocognitivos, alteraciones del
desarrollo neurolégico, enfermedad pulmonar créni-
ca, desnutricion y discapacidad visual y auditiva®!1%!b,

La hospitalizacién en una unidad de cuidados in-
tensivos neonatales (UCIN) ha demostrado alterar se-
veramente la colonizacion microbiana en la microbio-
ta de los recién nacidos prematuros®. La alteracion en
la interaccion de la microbiota intestinal con una res-
puesta inmunologica intestinal inmadura desencadena
una respuesta de citoquinas proinflamatorias y antiin-

flamatorias®. La estadia en una UCIN y las interven-
ciones médicas asociadas, incluido el uso de antibioti-
cos de amplio espectro y las practicas de alimentacion
alteradas que difieren del entorno doméstico, pueden
cambiar drasticamente el microbioma intestinal en de-
sarrollo"?. Los recién nacidos prematuros tipicamente
desarrollan una comunidad microbiana intestinal con
baja diversidad de especies y alta variacion interindi-
vidual®™. Los patrones de microbiota en prematuros
difieren de sus contrapartes nacidos a término, que
adquieren rapidamente anaerobios comensales. En
cambio, los prematuros son inicialmente colonizados
por patobiontes nosocomiales como estafilococo, en-
terococos y Enterobacteriaceae, inclinando la balanza
hacia un mayor riesgo de infecciones en el torrente
sanguineo, enterocolitis necrotizante (NEC), entre
otras morbilidades, y secuelas a largo plazo®714,

La administracion de antibidticos tiene un impacto
profundo en la composicion de la comunidad micro-
biana intestinal de los RNMBP 1), La mayoria de
los prematuros recibe periodos prolongados de terapia
con antibioticos desde el inicio, siendo la combina-
cion de vancomicina y gentamicina los regimenes mas
comunes'®. La exposicion a antibioticos generalmen-
te resulta en una marcada disminucion de la poblacion
de bifidobacterias y una composicion de comunidad
gobernada por proteobacterias'”. Adicionalmente, la
administracion de antibidticos se ha vinculado con un
aumento en la abundancia de genes de resistencia an-
timicrobiana y una disminucioén de diez veces en la
carga total de especies bacterianas®.

La leche materna propia (LMP), definida como la
leche de la madre del prematuro, constituye una com-
binacion compleja de nutrientes, prebiodticos, microor-
ganismos vivos y componentes con propiedades anti-
microbianas ¢ inmunomoduladoras que desempefan
un papel crucial como factor de apoyo e influencia en
la colonizacion temprana de la microbiota intestinal
neonatal y en la maduracion del sistema inmunologi-
co®4142D Se ha encontrado que la dieta con LMP es
un contribuyente importante relacionado con el au-
mento de la riqueza de especies en el tiempo en recién
nacidos prematuros®”. Los oligosacaridos de la leche
humana (HMO) son componentes funcionales unicos
en la leche materna y son un factor importante en la
colonizacién y en el desarrollo de la microbiota intes-
tinal en prematuros, actuando como prebidticos!*2".
Estudios recientes muestran diferencias en la micro-
biota intestinal entre recién nacidos alimentados con
leche materna y aquellos alimentados con preparado
para lactante (PPL), con una mayor abundancia relati-
va de Bifidobacterium, Staphylococcus, Streptococcus
y Lactobacillus en los infantes alimentados con leche
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materna, mientras que los alimentados con PPL mos-
traron una mayor abundancia relativa de Bacteroides,
Clostridium, Enterobacteriaceae, Enterococcus y La-
chnospiraceae®'¥. Para los fines de este estudio, nos
referiremos al término LMP con el fin de arrojar luz
sobre su contribucion especifica en la formacion del
microbioma intestinal de los RNMBP. La leche ma-
terna, por otra parte, se refiere a la leche humana, ya
sea leche pasteurizada/donada o LMP. La evidencia
sugiere que los perfiles microbianos intestinales de
recién nacidos alimentados con LMP y leche de dona-
cion son diferentes, mostrando un mayor predominio
de Bifidobacteriaceae y una menor presencia de Sta-
phylococcaceae™.

La mejora en los cuidados perinatales debe tener
como objetivo fomentar estrategias enfocadas no solo
en disminuir el nacimiento prematuro, sino también en
aumentar la sobrevida libre de morbilidades mayores.
Actualmente, el desarrollo de nuevas intervenciones
terapéuticas dirigidas a modificar la microbiota intes-
tinal de los recién nacidos prematuros esta ganando ra-
pidamente terreno en la comunidad cientifica, aunque
se acepta generalmente que se necesitan mas ensayos
clinicos y preclinicos®?. Comprender los mecanismos
que rigen la formacion y desarrollo de la microbiota
intestinal en recién nacidos prematuros es crucial para
mitigar su morbimortalidad y fomentar un crecimiento
saludable. Hasta la fecha, no hay en la region estudios
sobre la microbiota intestinal en esta poblacion vul-
nerable, y la mayor parte del conocimiento emergente
proviene de paises del norte y desarrollados.

El objetivo de este estudio fue caracterizar la mi-
crobiota intestinal en RNMBP y evaluar el efecto de
la LMP, asi como la exposicion a antibioticos, en el es-
tablecimiento y desarrollo de la microbiota intestinal
en este grupo. Para ello, exploramos el ensamblaje de
la microbiota intestinal en recién nacidos con un peso
menor de 1500 g en una maternidad de referencia de
tercer nivel en Montevideo, Uruguay. Utilizamos se-
cuenciacion de longitud completa de 16S rRNA (V1-
V9) utilizando tecnologias Oxford Nanopore para ex-
plorar la composicion bacteriana a nivel de especie.
Implementamos Porefile, una herramienta indepen-
diente de Nextflow, para clasificar las lecturas largas
de 16S rRNA mapeandolas a la base de datos SILVA.

Metodologia

Diseiio de estudio

Este es un estudio observacional, prospectivo, de co-
hortes, de RNMBP entre 24 y 35 semanas de gestacion
y < 1500 gramos, nacidos en una maternidad publica

de referencia nacional en Montevideo, Uruguay, entre
abril y octubre de 2024. Los recién nacidos con cual-
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quier anomalia congénita mayor fueron excluidos del
estudio.

La cohorte se categoriz6 en dos tiempos, primero al
alcanzar 150 ml/kg/dia (T1) y una segunda muestra a
las 36 semanas de gestacion o al alta del hospital (T2).
Los recién nacidos se asignaron a dos grupos diferen-
tes: aquellos que recibieron > 70% de LMP y aquellos
alimentados con menos de 70% de LMP y otras for-
mas de alimentacion. Esta categorizacion se realizd
para elucidar el impacto de la alimentacion con LMP
en la conformacion de la microbiota intestinal de los
recién nacidos en comparacioén con los alimentados
predominantemente con leche de donacion (T1) o pre-
parado para lactante (T2).

Se recolectaron prospectivamente datos demografi-
cos y clinicos de las madres y los recién nacidos para
ambos grupos (alimentados con LMP o alimentados
con leche de donacion/PPL). Se obtuvo el consenti-
miento informado por escrito antes de la recoleccion
de muestras, éstas fueron codificadas y se garantizé la
confidencialidad de los datos. Este estudio fue apro-
bado por el Comité de Etica y la Junta de Revision
Institucional del Centro Hospitalario, numero de pro-
tocolo 8283982. El estudio se realizoé de acuerdo con
la declaracion de Helsinki.

Consumo de leche materna propia en la UCIN

La LMP se considera la estrategia de alimentacion es-
tandar oro para todos los recién nacidos prematuros y
a término; sin embargo, las barreras para la iniciacion
y el mantenimiento de la lactancia representan desa-
fios significativos para la implementacion de este es-
tandar de atencion. Las estrategias de mejora de cali-
dad colaborativas han demostrado ser una herramienta
efectiva para mejorar los resultados en neonatologia,
aplicando en forma sistematica un paquete de inter-
venciones basado en evidencia. En forma paralela al
estudio, se desarroll6 una iniciativa de mejora de ca-
lidad de la lactancia materna para promover el con-
sumo de LMP en la UCIN. Las iniciativas de mejora
de calidad revelan que la implementacion sistematica
de practicas para apoyar el consumo de LMP a lo lar-
go del tiempo se relaciona con una mayor sobrevida
sin morbilidades mayores. El protocolo consistio en
fomentar el inicio de la expresion de calostro pre-
coz después del nacimiento (6-12 horas) de acuerdo
con su estado de salud materno. Adicionalmente, se
estimul6 el cuidado piel con piel poco después del
nacimiento como una medida complementaria para
mejorar la lactancia. Se facilité el acceso temprano a
consultores de lactancia y se desarrollaron programas
educativos sistematicos dirigidos a proveedores de
atencion médica y familias. Se actualizaron los proto-
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colos de alimentacion en la UCIN para homogeneizar
las practicas. Finalmente, se desarroll6 una lista de ve-
rificacion de lactancia para documentar la adherencia
al protocolo. Las medidas registradas fueron: tiempo
hasta la primera extraccion de calostro, tiempo desde
la extraccion del calostro hasta la administracion, na-
mero promedio de visitas de las madres a la sala de
lactancia durante las primeras dos semanas, porcenta-
je y volumen de consumo de LMP a los 7, 14 y 28 dias
de vida y al alta hospitalaria.

Cuando la LMP no estaba disponible o no cumplia
con el volumen diario requerido, se administrd leche
de donacion pasteurizada (leche madura de madres de
recién nacidos a término) como estrategia de alimen-
tacion de segunda linea durante los primeros 30 dias
de vida (T1). La fortificacion se inicid a un volumen
de 100 ml/kg/dia de alimentacion enteral. Mas alla del
primer mes de vida, se administré PPL de pretérmino
como una opcion de alimentaciéon de segunda linea
cuando no habia LMP disponible (T2). Ninguno de
los recién nacidos recibid probidticos. Se suplemen-
taron con vitamina D y hierro desde los dias de vida 8
y 14, respectivamente, cuando se recibia alimentacion
enteral completa.

La proporcion de consumo diario de LMP se defi-
ni6é como el volumen de ingesta de leche materna en
relacion con el volumen total de aporte enteral durante
el periodo anterior a la recoleccion de muestras. Se
logrd un registro preciso del consumo de LMP en los
registros diarios como resultado de un trabajo cola-
borativo entre las enfermeras de la UCIN y el equipo
médico.

Recoleccion de muestras fecales

La recoleccion de muestras de materia fecal se realizo
en dos momentos durante la hospitalizacion. La pri-
mera muestra se obtuvo en el momento de alcanzar
150 ml/kg/dia (T1), y la segunda muestra a las 36 se-
manas de gestacion o al alta del hospital (lo que ocu-
rriera primero) (T2). La técnica de recoleccion consis-
ti6 en que los investigadores lavaran bien sus manos y
usaran guantes de higiene. Se utilizo un hisopo estéril
para recoger aproximadamente 2-5 gramos de heces
del pafial y se transfiri6 a un tubo de muestreo. Poste-
riormente, la muestra se almacen6 en un refrigerador a
4 °C durante un maximo de 24 horas antes de su trans-
porte al Laboratorio de Gendémica Microbiana, donde
fue procesada inicialmente y preservada a -80 °C.

Purificaciéon de dcidos nucleicos y amplificacion del
gen 16S rRNA

Se extrajo y purific6 ADN bacteriano usando el
QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen), siguien-

do un protocolo modificado optimizado en el laborato-
rio para estas muestras. Brevemente, aproximadamen-
te 220 mg de cada muestra se mezclaron con 1 mL de
InhibitEX Buffer y se sometieron a un fuerte vortex
durante 30 minutos, seguido de tres ciclos de trata-
miento de congelacion-descongelacion alternando
entre -20 °C y temperatura ambiente. Las muestras se
incubaron a 70 °C durante 5 minutos, se vortexearon y
se centrifugaron. Se transfirié un volumen de 600 puL
del sobrenadante resultante a un nuevo tubo que con-
tenia 25 pL de proteinasa K y se afladieron 600 pL de
Buffer AL, tras lo cual se siguieron las instrucciones
del fabricante para los pasos restantes del protocolo.
El mismo protocolo se realizé para el control negati-
vo (1 mL de InhibitEX Buffer solamente) y el control
positivo (75 uL de ZymoBIOMICS Microbial Com-
munity Standard).

La amplificaciéon del gen 16S rRNA se realizd
utilizando Q5® High-Fidelity 2X Master Mix (New
England Biolabs), con los primers 27F (5> TTTCT-
GTTGGTGCTGATATTGCAGAGTTTGATCMTG-
GCTCAG 3°) y 1492R (5> ACTTGCCTGTCGCTC-
TATCTTCGGTTACCTTGTTACGACTT 3’), ambos
conteniendo adaptadores compatibles con Oxford Na-
nopore. Se utilizé un total de 2-10 ng de ADN como
plantilla por reaccién. La amplificacion del gen se
realizd con el siguiente ciclo: un paso inicial de des-
naturalizacion de diez minutos a 95 °C, seguido de 25
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 segun-
dos, anclaje a 55 °C durante 15 segundos y extension
a 72 °C durante 30 segundos.

Preparacién de bibliotecas y secuenciacién

La preparacion de la biblioteca se realizd con el kit
de secuenciacion por ligadura SQK-LSK109 (Oxford
Nanopore Technologies) y el kit de etiquetado por
PCR (EXP-PBC096) (Oxford Nanopore Techno-
logies), siguiendo las instrucciones del fabricante.
En cada paso, se purifico el ADN utilizando perlas
AMPure XP Reagent y se evaluaron la calidad y la
concentracion utilizando el fluorometro Qubit® 2.0
(Thermo Fisher Scientific) y la electroforesis en gel
de agarosa al 1%. La secuenciacion se realizo en una
plataforma GridION x5 (Oxford Nanopore Techno-
logies) utilizando el flujo R9.4.1 FLO-MIN106D. La
identificacion de bases se realiz6 utilizando el llamado
de bases super exacto (SUP) v3.3.

Analisis de datos y estadisticos

La asignacion taxondmica se llevo a cabo utilizando
el software de acceso abierto Porefile (https://github.
com/microgenlab/porefile) con la base de datos de re-
ferencia SILVA (Silva Release 138.2). El analisis de
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datos posterior se realiz6 en RStudio (v4.4.3), utili-
zando los paquetes phyloseq, microbiome, microbial,
vegan, readxl y LEfSe(r) para el perfilado de comuni-
dades microbianas, estimacion de abundancia relativa
y prueba de abundancia diferencial entre grupos. La
diversidad alfa de las comunidades microbianas se
calcul6 en funcion de cuatro métricas diferentes (in-
dice de Shannon, Chaol, invSimpson y riqueza obser-
vada) utilizando el paquete R phyloseq.

Los graficos de ordenacion se calcularon basandose
en la matriz de distancia de Bray-Curtis utilizando el
método de escalado multidimensional no métrico. Las
diferencias estadisticas entre grupos se calcularon con
un andlisis de varianza multivariado por permutacio-
nes (PERMANOVA) usando el paquete vegan (per-
mutaciones = 999). La expresion diferencial de espe-
cies se realizo utilizando el paquete R microbiano con
un valor p ajustado de 0,001 y un cambio de pliegue
log2 de 5. La identificacién de biomarcadores se cal-
cul¢ utilizando el paquete R microbiano. Se realizé un
analisis multivariado utilizando MaAsLin para ajustar
por factores de confusion como via de nacimiento y
tipo de alimentacion.

Resultados

Caracteristicas generales de la poblacion en estu-
dio

Se incluyeron un total de 20 RNMBP. En cuanto a las
caracteristicas prenatales, la edad materna y el indice
de masa corporal medio fueron de 26,9 £+ 1,9 afos y
22,3 + 5,5 kg/m?, respectivamente. La diabetes gesta-
cional y los trastornos hipertensivos del embarazo es-
tuvieron presentes en el 25% y el 40% de los casos. El
75% de los embarazos recibio esteroides antenatales,
el 37% antibidticos intraparto y el 40% de los naci-
mientos fueron vaginales. Considerando las caracte-
risticas neonatales de la cohorte, el peso al nacer y la
edad gestacional media fueron de 1210 + 238 gramos
y 29,9 + 1,9 semanas, respectivamente. E1 60% de los
RNMBP eran del sexo femenino. La media de dias de
T1 fue de 14 = 11 dias. En cuanto a las practicas de ali-
mentacion, el 75% de los recién nacidos recibieron ca-
lostro de sus madres en las primeras 72 horas de vida.
Al momento de la primera muestra (T1), el 25% de
ellos estaba alimentandose con mas del 70% de LMP,
y el 75% recibid principalmente leche de donacion.
En el momento de la segunda muestra (T2), el 15% se
alimentaba con mas del 70% de LMP y el 85% se ali-
ment6 predominantemente con preparado para lactan-
te de prematuro. La cohorte recibio antibioticos pos-
natales en el 85% de los casos, con una media de 7,9 +
10,2 dias de exposicion. En cuanto a las morbilidades
neonatales, el 5% presento sepsis de inicio tardio, 0%
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién (n=20)
Edad materna (afios); media +/- DE 26,9 +/-1,9
Primigesta % 50
Indice de masa corporal; media +/- DE 223 +/-5,5
Diabetes gestacional % 25
Corioamnionitis % 0
Estados hipertensivos del embarazo % 40
PEG % 35
Corticoides antenatales % 75
Parto vaginal % 40
Antibidticos intraparto % 37
Caracteristicas neonatales
Peso al nacer (g); (media +/- DE) 1210 +/- 238
EG (semanas); (media +/- DE) 29,9 +/- 1,9
Dias a T1 (media +/- DE) 14 +/-11
Sexo femenino % 60
Colostro en primeras 72 hs % 75
>70% LMP en T1 % 25
>70% LMP en T2 % 15
Exposicion a antibidticos (dias) (media +/- DE) | 7,9 +/- 10,2
Exposicion posnatal a antibidticos % 85
NEC % 0
Sepsis tardia % 5
DBP % 20
HIV grado HI-IV % 0
ROP % 20
Estadia hospitalaria (dias) (media +/- DE) 62,6 +/- 28.1
EG: edad gestacional; T1: tiempo 1; PEG: pequeilo para la edad
gestacional; LMP: leche materna propia; NEC: enterocolitis
necrotizante; BDP: broncodisplasia pulmonar; HIV: hemorragia
intraventricular; ROP: retinopatia de la prematurez.

enterocolitis necrotizante y hemorragia intraventricu-
lar severa (grado I11-1V), 20% displasia broncopulmo-
nar y retinopatia del prematuro. La estadia hospitalaria
media fue de 62,6 + 28,1 dias (Tabla 1).

Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli dominan
la composicion microbiana intestinal en RNMBP

Los recientes avances en las tecnologias de secuencia-
ciony la creciente cantidad de secuencias almacenadas
en bases de datos del gen 16S rRNA ahora permiten
una resolucion precisa de la taxonomia de secuencias
a nivel de especie. Para estudiar el perfil de diversi-
dad microbiana, se procesaron las muestras, se extrajo
ADN vy se amplifico y secuenci6 el 16S de longitud
completa utilizando la plataforma de secuenciacion
Oxford Nanopore. La clasificacion taxonomica de las
lecturas de 16S de secuenciacion de Oxford Nanopore
(ONT) se realizé utilizando Porefile, un pipeline de
Nextflow de acceso abierto para el perfilado taxond-
mico de 16S. Porefile realiza una clasificacion taxono-
mica lectura por lectura de datos de secuenciacion de
16S usando una estrategia de mapeo contra la base de
datos SILVA y el algoritmo del ancestro comun mas
bajo (LCA) implementado en MEGANG. El uso de se-
cuencias completas de 16S (V1-V9) de tecnologias de
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lectura larga a menudo permite una resolucion a nivel
de especie. Utilizando la preparacion de muestras y
el analisis de datos, se comparo el perfil microbiano
de cada RNMBP en T1 y a las 36 semanas de EG/al
alta (T2) (Figura 1). Observamos que, independiente-
mente del modo de parto, una fuerte dominancia del
género Klebsiella (Figura 1. A) estuvo presente en la
mayoria de los recién nacidos de la cohorte (Figura
1. B). Ademas, en casi la mitad de la poblacion del
estudio también se observo una alta abundancia relati-
va del género Escherichia. En casi todas las muestras
(18/20) en T1, la abundancia relativa de Klebsiella y
Escherichia explicaba mas del 50% de la poblacion.
A nivel de especie, el complejo de especies Klebsiella
pneumoniae (Klebsiella variicola, Klebsiella quasi-
variicola, Klebsiella quasipneumoniae) y el complejo
de especies Klebsiella oxytoca (Klebsiella oxytoca,
Klebsiella michiganensis), junto con Escherichia coli,
explicaron mas del 50% de la composicion total de
microbiota de los RNMBP (Figura 2). Solo dos recién
nacidos presentaron una alta abundancia relativa de
Enterococcus (caso 16) o Clostridium (caso 26), lo
cual explico el 70% de la poblacion bacteriana.

Cambios en la composicion microbiana con el tiem-
po en el microbioma de RNMBP con un aumento
en la riqueza de especies

Para estudiar la dinamica de la composicion micro-
biana de VLBW, caracterizamos el perfil taxonémico
y la abundancia relativa de los taxa mas prevalentes.
Al comparar el microbioma intestinal en el punto tem-
poral inicial (T1) con las 36 semanas de EG/al alta
(T2), identificamos cambios bacterianos en la estruc-
tura de la comunidad. Primero, calculamos los taxa
principales como aquellas especies (Figura 3) bacte-
rianas presentes en mas del 50% de las muestras con
una abundancia relativa de al menos 0,01%, y obser-
vamos cambios en la composicion bacteriana en T1 y
T2 (Figura 3. A). Basado en estos parametros, iden-
tificamos Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli
como los taxa principales con mayor abundancia re-
lativa en nuestra cohorte. En segundo lugar, buscamos
explorar la dinamica de los taxa accesorios de estos
prematuros para los dos puntos temporales. Definimos
los taxa accesorios como aquellos con una prevalencia
superior al 20% pero inferior al 50% y con un umbral
de abundancia relativa de 0,01%. Obtuvimos un total
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Figura 2. Relative abundance of the top 30 most prevalent species in the cohort ordered by days of antibiotic
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Figura 3. Cambios en la composicién de la comunidad bacteriana en el tiempo en microbiota intestinal de

A) Abundancia relativa de la taxa principal presente en T1 y T2 de RNMBP.

B) Aumento en la diversidad bacteriana medida como diversidad alfa.

C) Composicién microbiana a través de matriz Bray-Curtis en T1 y T2.

D) Expresion diferencial de diversidad microbiana y sus cambios temporales a través de log2.

de 42 taxa que cumplian con estos requisitos, de los
cuales 10 fueron clasificados como diferentes especies
de Klebsiella sp., apoyando mas la fuerte dominan-
cia de este género como colonizadores tempranos de
RNMBP (Figura 3. B). Aunque no fueron generaliza-
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dos, se observaron taxa de especies patdogenas como
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Enterobacter
sp., Salmonella enterica 'y Burkholderia pseudomallei
como colonizadores tempranos frecuentes en esta po-
blacion vulnerable (Figura 3. C). Como era de espe-
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rar, la medida de diversidad bacteriana, en términos cial de los taxa bacterianos en las muestras y medimos
de diversidad alfa, aumentd consistentemente en el el cambio log2 entre los puntos temporales. Observa-
segundo tiempo. Sin embargo, no pudimos observar  mos que Bacteroides uniformis, Veillonella dispary el
cambios significativos en la composicién microbia-  género Veillonella estaban sobrerrepresentados en T2,
na basados en la matriz de distancia de Bray-Curtis  mientras que Streptococcus pasteurianus se encontrd
(PERMANOVA, p = 0,235) para la variable tiempo  diferencialmente en T1 (padj = 0,001 y log2 FC = 7).
(T1 vs T2) (Figura 3. D). De manera similar, no se  En conjunto, después de ajustar por el modo de naci-
observaron cambios composicionales significativos a  miento y las practicas de alimentacion, nuestros datos
través de otras variables clinicas exploradas (Figura  muestran un aumento en la diversidad microbiana a
4). A continuacién, calculamos la expresion diferen-  lo largo del tiempo con un aumento de la abundancia
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Figura 4. Ordination plot based on Bray Curtis distance matrix for some of the clinical variables collected
in this study.
No significant differences were observed in the microbial composition according to these variables.
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Relative Abundance of Taxa with Prevalence betwean 20% and 50%

Figura 5. Abundancia relativa de la taxa accesoria.
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Tabla 2. Uso de antibidticos y dias de hospitalizacién.

Patient Hospitalization (days) Antibiotic exposure (days) Antibiotics administered
1 46 2 Ampicillin-Gentamicin
67 5 Ampicillin-Gentamicin
3 21 0 NA
4 52 2 Ampicillin-Gentamicin
7 71 5 Ampicillin-Gentamicin. Vancomycin-Amikacin
9 124 39 Meropenem-Vancomycin-Cefoperazone
15 81 10 Meropenem-Vancomycin
16 105 32 Vancomycin-Meropenem- Cefazolin
17 58 5 Vancomycin-Meropenem
18 49 3 Ampicillin-Gentamicin
19 50 9 Ampicillin-Gentamicin-Amikacin
20 45 3 Ampicillin-Gentamicin
21 45 7 Ampicillin-Gentamicin
22 47 2 Ampicillin-Gentamicin
23 118 7 Vancomycin-Amikacin
24 75 3 Ampicillin-Gentamicin
26 37 0 NA
27 40 0 NA
29 60 12 Ampicillin-Gentamicin
30 60 12 Ampicillin-Gentamicin

relativa de los géneros Veillonella y Bacteroides (Fi-
gura 5).

La duracién de exposicion a antibidticos afecta
significativamente la diversidad microbiana en
RNMBP

Los RNMBP a menudo pasan periodos prolongados
de hospitalizacion y estan sobreexpuestos a interven-
ciones clinicas en comparacion con sus contrapartes,
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los recién nacidos de término. Durante esta ventana de
extrema vulnerabilidad, el tratamiento antibidtico se
administra con frecuencia durante periodos prolonga-
dos con el fin de mitigar infecciones y evitar compli-
caciones adicionales. Los antibioticos administrados
en esta cohorte fueron antibidticos de amplio espectro
(Tabla 2). Observamos un fuerte impacto de los dias
de tratamiento con antibidticos en la composicion mi-
crobiana de los recién nacidos. Se encontrd una fuerte
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Figura 6. Dias de exposicidn a antibidticos impactan en la abundancia microbiana de los RNMBP.
A) Abundancia de especies facetado por dias de exposicidn a antibiéticos (especies principales fueron repre-

B) Biomarcadores microbianos asociados con antibidticos impactan en el microbioma de RNMBP.
C) Abundancia relativa de la taxa identificada como biomarcador microbiano de tratamiento antibiético.

AT

sefial en la abundancia relativa de Klebsiella pneumo-
niae en el microbioma intestinal (Figura 6) en recién
nacidos con mas de cinco dias de tratamiento con an-
tibidticos (Figura 6. A). Ademas de K. pneumoniae, la
abundancia relativa de Klebsiella quasipneumoniae 'y
K. variicola, miembros del Complejo de Especies de
Klebsiella pneumoniae, también aumentd después de
cinco dias de tratamiento antibidtico sucesivo y no an-
tes. De manera interesante, la abundancia relativa de
Escherichia coli se mantuvo relativamente constante
incluso durante periodos prolongados de tratamiento
con antibioticos (12, 32 y 39 dias). Enterobacter cloa-
cae, Citrobacter freundii y Veillonella parvula tam-
bién se observaron con una mayor abundancia relati-
va en pacientes con mas de cinco dias de tratamiento
antibiotico. Buscamos identificar qué biomarcadores
microbianos podrian servir como caracteristicos para
discriminar entre recién nacidos tratados con antibio-
ticos y no tratados. Identificamos Clostridium, Trabul-
siella y Streptococcus como biomarcadores potencia-
les basados en la estimacion de Random Forest en T2
y Streptococcus y Klebsiella en T1 (Figura 6. B y C).

La disminuciéon media predice esos marcadores bac-
terianos como las caracteristicas mas relevantes que
discriminan un grupo u otro para T1 y T2, respectiva-
mente. A continuacién, comparamos la composicion
microbiana entre pacientes tratados con antibioticos
y no tratados. Como se esperaba, la comunidad bac-
teriana era significativamente diferente entre grupos,
basandose en la matriz de distancia de Bray-Curtis
(PERMANOVA, R2 =0,078 y p = 0,005) (Figura 7).
En conjunto, estos resultados muestran que la exposi-
cion a antibidticos causa una fuerte perturbacion de la
comunidad microbiana en el microbioma intestinal de
los recién nacidos prematuros®-®,

Efecto de la dieta con LMP en RNMBP

Para estudiar el impacto de la dieta con LMP en la
formacion del microbioma se implementd un progra-
ma de mejoria de calidad en lactancia materna. Las
practicas detalladas del programa, que incluyen la ad-
ministracion temprana de calostro, la LMP, el fomen-
to de la extraccion mantenida de leche materna y los
programas de fortificacion temprana (80-100 ml/kg/

Archivos de Pediatria del Uruguay 2026; 97(S1)
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Figura 7. Clinical variables associated with gut bacterial features in the VLBW cohort.
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Microbiome Multivariable Associations with Linear Models (MAASLIN3) was performed to identify associa-
tions of the microbiome composition of infants and clinical variables in this study. ROP and T2 showed the
highest associations and no significant associations were obtained for this cohort.

dia), estan documentadas en Materiales y Métodos. Es
importante sefialar que cuando la LMP no estaba dis-
ponible o no cumplia con el volumen diario requerido,
se administrd leche de donacidon pasteurizada como
estrategia de alimentacion de segunda linea durante
los primeros 30 dias de vida (T1). En nuestra cohor-
te, cinco infantes fueron alimentados principalmente
con LMP (>70%) en el tiempo T1, mientras que 15
fueron alimentados predominantemente con leche de
donante en el tiempo T1. Solo tres mantuvieron esta
alta proporcion de dieta materna en T2; los restantes
17 fueron alimentados predominantemente con prepa-
rado para lactante. No encontramos diferencias sig-
nificativas en la diversidad alfa entre recién nacidos
alimentados predominantemente con LMP en compa-
racion con los alimentados con leche de donacion en
T1 y los alimentados con preparado para lactantes en
T2 (Figura 8).

Discusion

Los datos presentados ofrecen nuevas perspectivas so-
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bre la estructura de la comunidad microbiana en el in-
testino del RNMBP en un hospital de referencia publi-
co de tercer nivel en América del Sur. Realizamos un
estudio longitudinal de 20 RNMBP para caracterizar y
evaluar la ingesta de LMP durante la hospitalizacion,
asi como otras variables, en la composicion y desarro-
llo de la microbiota intestinal. Muchos estudios pre-
vios sobre la composicién microbiana en recién na-
cidos prematuros analizaron una porcion del gen 16S
rRNA y tecnologias de secuenciacion de segunda ge-
neracion que tipicamente no logran resolver la estruc-
tura de la comunidad a nivel de especie®-?. En este
estudio, utilizando amplicones de longitud completa
de secuencias de 16S (regiones V1-V9) en combina-
cion con tecnologias de Oxford Nanopore, pudimos
describir la composicion de la comunidad de RNMBP
con alta resolucion y observamos una alta predomi-
nancia de Klebsiella pneumoniae dominando el mi-
crobioma intestinal, independientemente del modo de
nacimiento. En contraste con los recién nacidos a tér-
mino, que suelen presentar patrones diferenciales en
el parto vaginal y por cesarea®3!, el microbioma de
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Figura 8. Efecto de las intervenciones alimentarias en la composicién microbiana (LMP > 70% vs LMP < 70%).
A) Las principales 30 especies mas abundantes en LMP > 70% (si) vs LMP < 70% (no) en T1 y T2 de RNMBP.
B) Expresion diferencial de especies en LMP > 70% vs LMP < 7,0% (valor p ajustado 0,001 y log2 fold change

C) Diversidad bacteriana medida como alfa diversidad (riqueza observada, indice de Shannon y Simpson) en

los prematuros se ha asociado con una menor coloni-
zacion bacteriana y un establecimiento independiente
del modo de nacimiento®”. La alta prevalencia del gé-
nero Klebsiella en el microbioma intestinal prematuro
ha sido explorada previamente®>*¥, y muchos de estos
estudios se han centrado en RNMBP afectados por
NEC®3%3% En un estudio de 60 RNMBP, los autores
informaron un aumento en el tiempo de la abundan-
cia relativa de Escherichia-Shigella tanto en recién
nacidos alimentados con leche humana como en los
alimentados con preparado para lactante®".

En cuanto a los dos casos con una alta abundan-
cia relativa de Enterococcus (caso 16) y Clostridium
(caso 26), que explicaron el 70% (Figura 8. A) de la
poblacion bacteriana, creemos que ciertas caracteris-
ticas clinicas podrian -en parte- explicar su diferencia
del resto de la cohorte. El caso 16 presentd enferme-

dad severa desde los primeros dias de vida, recibio
multiples y prolongados tratamientos antibioticos, se
mantuvo en alimentacion enteral minima durante el
primer mes y desarrollo sintomas similares a la entero-
colitis necrotizante, aunque no fue diagnosticado con
esta condicion. El caso 26 tenia una madre obesa, sin
embargo, no se identificd ninguna otra caracteristica
clinica particular que pudiera explicar su alta abundan-
cia relativa de Clostridium.

Una colonizacién microbiana alterada puede ac-
tuar como un contribuyente importante al desarrollo
de una funcidon de barrera intestinal comprometida,
enfermedades metabodlicas e inflamatorias, asi como
un aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades
neuroldgicas®-37, Por lo tanto, comprender la compo-
sicidon microbiana en prematuros y sus caracteristicas
clinicas es una prioridad para incorporar tratamientos
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basados en el microbioma en el futuro.

Informes previos indican una competencia exclusi-
va en la que Klebsiella supera a E. coli en el microbio-
ma intestinal de recién nacidos afectados por NEC©2),
La etiologia de esta patologia, aunque no completa-
mente comprendida, presumiblemente involucra la ac-
tivacion de la via de senalizacion del receptor 4 de tipo
toll (TLR4) por lipopolisacaridos bacterianos (LPS)
(3839 Nuestra cohorte mostrd notablemente que la ma-
yoria de los recién nacidos pudieron albergar de ma-
nera concurrente tanto E. coli como Klebsiella en sus
microbiomas intestinales. Esta ocurrencia se alinea
con la baja incidencia de NEC observada en esta co-
horte, ya que ninguno de estos infantes desarrolld esta
condicion. De hecho, la incidencia de NEC en el Cen-
tro Hospitalario Pereira Rossell fue del 5% en 2024,
inferior a la media en la region (9%). Se necesitan mas
estudios para entender la compleja interaccidon entre
Klebsiella y E. coli y su papel en el establecimiento
del microbioma intestinal en el intestino inmaduro de
los RNMBP (Figura 8. B).

El ambiente intestinal del prematuro, a menudo
sometido a una prolongada exposicion a antibioti-
cos, presenta un desafio significativo para el esta-
blecimiento del microbioma®. Buscamos entender
el impacto del tratamiento antibidtico prolongado en
nuestra cohorte. Como era de esperar, observamos un
cambio significativo en la composiciéon microbiana
en pacientes tratados y no tratados con antibidticos.
Especificamente, los prematuros expuestos a al me-
nos cinco dias de tratamiento antibidtico presentan un
fuerte cambio en la abundancia relativa de Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella variicola, Klebsiella aeroge-
nes 'y Klebsiella michiganensis. Nuestros hallazgos
son consistentes con estudios recientes que muestran
efectos antibidticos minimos en lo inmediato, sin em-
bargo, sugieren cambios mas pronunciados que surgen
durante periodos prolongados de exposicion a antibio-
ticos!?.

En una maduracion tipica del microbioma intesti-
nal en recién nacidos a término, los anaerobios facul-
tativos pueden aparecer como los primeros coloniza-
dores y los anaerobios estrictos comienzan a proliferar
a medida que disminuyen las concentraciones de oxi-
geno. Los antibidticos no solo impactan la composi-
cién microbiana debido a su actividad antimicrobiana
directa, sino que también pueden aumentar los niveles
de oxigeno en el lumen intestinal por difusion desde el
torrente sanguineo del huésped“?. En nuestra cohor-
te, observamos un aumento en la abundancia relati-
va del género Bacteroides y Veillonella en T2, ambos
estrictamente anaerobios (Figura 8. C). Esto sugiere
una dinamica y ensamblaje complejos en los neonatos
prematuros, donde, a pesar de los cambios tempranos
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que favorecen a los anaerobios facultativos, algunos
grupos anaerobios aun pueden proliferar y colonizar
en etapas posteriores de la colonizacion. Esta comple-
ja interaccion deberia ser estudiada mas a fondo en
RNMBP, que tienen que someterse al desafio critico
de aumentar el crecimiento y desarrollo cerebral fue-
ra del entorno protector materno. De hecho, el tercer
trimestre del embarazo es critico para el crecimiento
y la funcién cerebral, y las implicaciones de navegar
esta etapa del neurodesarrollo con un microbioma se-
veramente comprometido deben ser consideradas en
el contexto de la comunicacion bidireccional intesti-
no-cerebro.

Recientemente, se ha propuesto una baja diversidad
bacteriana como un biomarcador predictivo de NEC™,
Hipotetizamos que la LMP y la leche de donacion
del banco de leche materna disponible en el hospital
podrian actuar como un factor prebidtico que podria
explicar, al menos en parte, el efecto microbioma pro-
tector observado en nuestra poblacién. La evidencia
actual muestra que los HMO de la leche de donacion
permanecen mayormente sin cambios después de la
pasteurizacion. La dieta con leche de donaciéon en
RNMBP puede actuar como un prebiodtico y ejercer
una variedad de efectos tales como actividad antimi-
crobiana, modulacion de la respuesta inmune de las
células epiteliales intestinales y promocion del creci-
miento de bacterias comensales®!*». La leche humana
ha demostrado reducir la incidencia de NEC, asi como
la sepsis de inicio tardio, promoviendo un desarrollo
cerebral mas saludable™®). Hipotetizamos que no haber
encontrado diferencias estadisticamente significativas
en las practicas de alimentacion puede explicarse por
el hecho de que en T1 el 25% de la cohorte recibi6 una
dieta predominantemente de LMP, en comparacion
con el 75% alimentado predominantemente con leche
de donante, ambas leche humana. Por otro lado, en T2
solo el 15% de los infantes recibi6 una dieta predomi-
nantemente de LMP. Creemos que el pequefio nimero
de infantes incluidos en la cohorte de LMP puede estar
enmascarando las diferencias potenciales.

Este estudio tiene limitaciones que los autores re-
conocen. En primer lugar, el tamafio de la muestra del
estudio de RNMBP es pequeiio, lo que puede llevar a
un sesgo potencial en el poder estadistico. Esto pro-
bablemente contribuyé a nuestra incapacidad para
encontrar diferencias estadisticamente significativas
en la diversidad en relacion con la dieta de LMP. En
segundo lugar, ni realizamos pruebas microbianas
para la leche materna o el preparado para lactantes,
ni realizamos pruebas con hisopos vaginales antes del
parto prematuro. Por ultimo, en este trabajo solo se es-
tudi6 el componente bacteriano de la comunidad mi-
crobiana. Se necesitan mas estudios para comprender
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el papel de la compleja comunidad de levaduras, ar-
queas y componentes virales en la colonizacion y es-
tablecimiento de la comunidad microbiana. Creemos
que la principal fortaleza de este estudio radica en ser
el primer trabajo de caracterizacion del microbioma
intestinal de RNMBP en la region, explorando tanto
el impacto de la dieta de LMP en su desarrollo como
fomentando una iniciativa de mejora de calidad para
mejorar el uso de MOM en esta poblacion vulnerable.

Conclusiones

Colectivamente, estos hallazgos apoyan la idea de que
el desarrollo y la evolucion de las comunidades mi-
crobianas en la vida temprana en el intestino de los
RNMBP es un proceso continuo y no aleatorio, y que
la leche materna, los antibidticos posnatales y el en-
torno de la UCI neonatal influyen en este proceso. Los
esfuerzos por incorporar la salud de la estructura de
la comunidad microbiana en la atencion clinica de los
prematuros pueden tener un impacto protector a largo
plazo en el desarrollo de los recién nacidos. Estamos
reconociendo cada vez mas el papel de la colonizacion
microbiana en la salud a largo plazo, incluyendo la
funcion de barrera intestinal, la modulacion inmune,
asi como los trastornos metabdlicos y neurodesarro-
llos mentales (incluyendo paralisis cerebral, trastor-
nos del espectro autista, ansiedad y discapacidades
de aprendizaje). De esta manera, los esfuerzos deben
dirigirse hacia la comprension de qué practicas clini-
cas e intervenciones basadas en el microbioma pueden
mitigar el efecto perjudicial sobre la estructura de la
comunidad microbiana de las hospitalizaciones pro-
longadas en la UCI neonatal. En este estudio, mostra-
mos como la secuenciacion completa de 16S median-
te Oxford Nanopore puede utilizarse para describir la
composicion bacteriana a nivel de especie para esta
poblacion vulnerable en Montevideo, Uruguay.

En este proyecto proponemos obtener datos de me-
tagenomica shotgun de muestras adicionales (n = 65)
al nacer y al alcanzar la edad gestacional de 36 sema-
nas de gestacion y obtener asi informacion no solo de
las comunidades bacterianas, sino que también de las
comunidades de virus, arqueas y eucariotas que domi-
nan el tracto intestinal de los RNMBP. Mediante cul-
tivo microbioldgico en camara de anaerobiosis de ma-
teria fecal de 30 recién nacidos a término alimentados
con leche materna proponemos armar una coleccion
de bacterias con potencial probidtico a futuro. Esta co-
horte sera comparada como “control sano”, sumando
un total de 160 muestras de metagenomica shotgun.
Las muestras de esta cohorte ya fueron recolectadas.

A la fecha, no existen publicados en nuestro pais
ni en Latinoamérica estudios de caracterizacion de los

perfiles de microbiota en recién nacidos prematuros
y los efectos de la exposicion a factores perinatales.
El desarrollo de esta linea de investigacion posicio-
na al pais y a la academia en la vanguardia de la in-
vestigacion aplicada. Asimismo, constituye un pilar
fundamental de la proteccion de las infancias desde
las etapas mas precoces aportando al conocimiento en
factores moduladores de microbiota, con un impacto
en el potencial de neurodesarrollo a largo plazo de los
individuos a través del eje intestino-cerebro. Es de alto
valor para nuestro equipo de estudio poder ampliar la
informacioén obtenida hasta el momento y consolidar
el trabajo realizado con nuevas herramientas para me-
jorar la practica clinica en esta poblacion de alta com-
plejidad y vulnerabilidad.
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