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RESUMEN

La lactancia materna ha sido reconocida como un elemento esencial en el
mantenimiento de la salud infantil, suministrando nutrientes indispensables y
factores bioactivos que favorecen el desarrollo y el bienestar del bebe.
Especificamente, la constitucion de los oligosacaridos presentes en la leche materna
(HMOs) ha suscitado un interés creciente debido a su potencial para modular la
salud gastrointestinal 'y proteger contra infecciones. Las infecciones
gastrointestinales, incluyendo la ocasionada por el norovirus (NoV), constituyen
una causa frecuente de morbilidad en la poblacion pediatrica y pueden resultar en
complicaciones severas.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue evaluar la asociacion de la lactancia
materna exclusiva durante los primeros seis meses de vida como un factor
protector ante infecciones por NoV durante el primer afio de vida. También, se
explord la asociacion de la composicion de HMOs en la leche materna y la presencia
de diarrea por NoV en nifios durante los primeros seis meses de vida.

Métodos: Para el primer objetivo, se realizé un estudio longitudinal de cohorte con
299 recién nacidos de una comunidad urbano marginal de Lima, quienes fueron
seguidos diariamente durante el primer afio de vida. Se registraron datos
sociodemograficos, el grupo sanguineo, el estado de secretor, la duracion de la
LME, las infecciones por NoV vy los episodios de diarrea. Para el segundo objetivo
se llevd a cabo un estudio transversal tipo caso-control utilizando muestras de leche
materna recolectadas en el estudio primario. Estas muestras fueron clasificadas en
dos grupos: NoV positivo con diarrea (NoV+/D+) y NoV positivo sin diarrea

(NoV+/D-). Se analizaron 19 HMOs en estas muestras mediante HPLC. La



metodologia estadistica comprendié el modelo de regresion de Cox ajustado por
medidas repetidas para evaluar el riesgo de infeccion por NoV en relacion con la
duracion la lactancia materna exclusiva. Ademas, se aplicaron pruebas de Mann-
Whitney con el objetivo de identificar diferencias significativas en la concentracion
de las HMOs entre los grupos NoV+/D+ y NoV+/D-.

Resultados: El analisis de regresion de Cox ajustado revel6 que la lactancia
materna exclusiva tiene un efecto protector contra infecciones por NoV durante el
primer afio de vida, donde que cada dia adicional de lactancia exclusiva disminuia
el riesgo de infeccidn en un 36 % (HR: 0.64; IC 95 %: 0.42-0.98; p=0.041). No se
observaron diferencias significativas en las concentraciones de HMOs entre los
grupos NoV+/D+ y NoV+/D-.

Conclusion. La lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses de vida
tiene un efecto protector significativo contra la infeccion por NoV durante el primer
afio de vida, resaltando la importancia de promover esta practica en comunidades
vulnerables. Por otro lado, aunque las concentraciones de HMOs no mostraron una
asociacion directa con la diarrea por NoV, futuros estudios con mayor tamafio de
muestra podrian aclarar su posible rol en la modulacion del riesgo de diarrea en
nifios infectados por este virus
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ABSTRACT

Breastfeeding has been recognized as an essential element in maintaining child
health, providing indispensable nutrients and bioactive factors that promote the
development and well-being of the baby. Specifically, the composition of
oligosaccharides present in breast milk (HMOs) has garnered growing interest due
to their potential to modulate gastrointestinal health and protect against infections.
Gastrointestinal infections, including those caused by norovirus (NoV), are a
common cause of morbidity in the pediatric population and can result in severe
complications.

Objectives: This study aimed to evaluate exclusive breastfeeding during the first
six months of life as a protective factor against NoV infections during the first year
of life. Additionally, the association between HMO composition in breast milk and
the presence of NoV-associated diarrhea in infants during the first six months of
life was explored.

Methods: For the first objective, a longitudinal cohort study was conducted with
299 newborns from a low-income urban community in Lima, who were followed
daily during their first year of life. Sociodemographic data, blood type, secretor
status, duration of exclusive breastfeeding (EBF), NoV infections, and diarrhea
episodes were recorded. For the second objective, a cross-sectional case-control
study was performed using breast milk samples collected during the primary study.
These samples were categorized into two groups: NoV positive with diarrhea
(NoV+/D+) and NoV positive without diarrhea (NoV+/D-). Nineteen HMOs in
these samples were analyzed using HPLC. Statistical methodology included a Cox

regression model adjusted for repeated measures to assess NoV infection risk in



relation to the duration of EBF. Additionally, Mann-Whitney tests were applied to
identify significant differences in HMO concentrations between the NoV+/D+ and
NoV+/D- groups.

Results: The adjusted Cox regression analysis revealed that EBF had a protective
effect against NoV infections during the first year of life, with each additional day
of EBF reducing infection risk by 36% (HR: 0.64; 95% CI: 0.42-0.98; p=0.041).
No significant differences in HMO concentrations were observed between the
NoV+/D+ and NoV+/D- groups.

Conclusions: Exclusive breastfeeding during the first six months of life has a
significant protective effect against NoV infection during the first year of life,
highlighting the importance of promoting this practice in vulnerable communities.
On the other hand, although HMO concentrations did not show a direct association
with NoV-induced diarrhea, future studies with larger sample sizes could clarify
their potential role in modulating the risk of diarrhea in children infected with this

virus

KEYWORDS

EXCLUSIVE BREASTFEEDING, HUMAN MILK OLIGOSACCHARIDES
(HMOS), NOROVIRUS, DIARRHEA (MeSH/NLM)



l. INTRODUCCION GENERAL

Gastroenteritis

La gastroenteritis aguda (GEA) es la inflamacion del estdmago o intestinos,
causando dolor abdominal, calambres, nduseas, vomitos y diarrea. Se presenta de
forma repentina y no esta vinculada a medicamentos, condiciones preexistentes u
otras causas no infecciosas (1,2). Esta puede ser aguda cuando tiene una duracion
menor a 14 dias, persistente con duracion entre 14 y 30 dias o cronica si la duracion
es mayor a 30 dias. Los nifios suelen presentar mas de un episodio al afio y, aunque
normalmente desaparece sin tratamiento y con cuidado en casa, muchos nifios

ingresan al hospital debido a esto (3).

Es la principal causa de morbilidad y mortalidad en nifios en edad preescolar y
causa cerca de 446,000 muertes cada afio, especialmente en paises de ingresos
bajos y medios (4). Las areas mas afectadas son las tropicales, donde hay escaso
acceso a agua potable, saneamiento e higiene, lo que empeora la situacion y
contribuye a su invisibilidad (5). En Colombia, en 2014, la mortalidad por
enfermedades diarreicas agudas en menores de cinco afios fue 2.88 veces mayor

en el quintil mas pobre en comparacion con el menos pobre (6).

A pesar de que la mortalidad por gastroenteritis ha disminuido en naciones en vias
de desarrollo, sigue siendo un problema importante, con alrededor de 1,700

millones de episodios y 700,000 muertes anuales en nifios menores de cinco afnos

(7).



Diarrea

Uno de los principales sintomas de gastroenteritis es la diarrea y es importante
conocer su definicidn ya que, en bebés amamantados menores de 3 meses, es comdn
que tengan entre 8 y 10 deposiciones semiliquidas al dia sin que sea diarrea (8). La
diarrea se define como 3 0 mas deposiciones sueltas o acuosas en 24 horas durante
3 dias a 14 dias (9). Un episodio de diarrea suele durar 7 dias, si persiste por mas
de 14 dias, se considera persistente (8). En nifios menores de 5 afios, la diarrea
persistente excluye enfermedades como la enfermedad celiaca, fibrosis quistica y
enfermedad de Crohn, entre otras (8). La hospitalizacion del menor por un cuadro
agudo de diarrea se indica por deshidratacion grave, vémitos graves, diarrea con
sangre, desnutricion o incapacidad de los cuidadores para manejar la situacién (10).
En paises en vias de desarrollo, la diarrea es la segunda causa de mortalidad en
nifilos menores de 5 afios a nivel mundial, con 1.62 millones de muertes reportadas
(11-13), mientras que en lactantes, es la segunda causa de muerte infecciosa
(14,15). La prevalencia de diarreas en nifios menores de 5 afios varia entre 11y 29.1
% en regiones como Vietnam, Mesoamérica, Afganistan, India, Yemen y Africa
subsahariana (16-21). En América Latina y El Caribe, en 2016, se presentaron mas
de 140 millones de episodios de diarrea causando mas de 8000 muertes (4). En
paises en vias de desarrollo, los nifios menores de 3 afios pueden presentar entre 3
y 4 episodios de diarrea al afio, llegando algunos a tener hasta 10 episodios en el
mismo periodo (22). En Perd, segun la ENDES, la prevalencia de diarrea infantil
ha disminuido significativamente a traves de los afios pasando del 15.2 % en 2010

al 8.2 % en 2020 (23). Sin embargo, en regiones de la Sierra y la Selva se presentan



tasas de mortalidad un 20% mas altas que el promedio nacional en 2017, con 4
muertes por 100 000 nifios (24). Durante el 2023, el pico maximo de numero de
episodios de diarrea aguda en Peru fue de 30482 casos durante la semana
epidemioldgica 15. Hasta la semana epidemiologica 5 de 2024, los departamentos
con mayor incidencia acumulada de casos de diarrea aguda fueron Pasco, Loreto y
Amazonas, con tasas de 82.2, 81.7 y 77.0 por cada 10,000 habitantes,

respectivamente (25).

La educacion de la madre, el bajo nivel socioecondmico, el tipo de letrinas e
instalaciones de lavado de manos, el tipo de lactancia materna y el acceso limitado
a agua potable de calidad son factores que contribuyen a la aparicion de diarreas en
poblaciones de bajos y medianos ingresos (18,26-29). En Per, hay otros aspectos
que también influyen, como ser hombre, tener entre 0 y 35 meses de edad, vivir en
areas de montafia o selva y ser parte del grupo con menos recursos econémicos (30).
Los infantes menores de cinco afios que padecen frecuentes infecciones entéricas
pueden experimentar una disminucion en su crecimiento, una disminucion en su
sistema inmunoldgico, malnutricion y una mayor probabilidad de experimentar

diarreas en el futuro (31-37).

Algunas caracteristicas determinadas genéticamente también pueden influir en la
interaccion entre el hospedero y NoV. Por ejemplo, la expresion del gen FUT2,
también conocido como fucosiltransferasa 2, desempefia un papel fundamental en
la susceptibilidad a infecciones por NoV (38-40). Los individuos secretores

expresan antigenos de histo-grupo sanguineo (HBGAS) en las superficies de las



células epiteliales y en fluidos corporales (41). Estos antigenos funcionan como
receptores o cofactores para la union del NoV a las ceélulas hostiles. En
contraposicion, los individuos no secretores, que carecen de esta expresion a causa
de mutaciones en el gen FUT2, presentan una mayor resistencia a la infeccion por
determinados genotipos de NoV (42-44). Esta interaccion particular entre los
HBGAs vy las proteinas de cépside del NoV resalta la relevancia de factores
genéticos en la epidemiologia y patogénesis de estas infecciones, posicionando al
estado secretor como un factor de relevancia en la variabilidad de la susceptibilidad

entre individuos y poblaciones.

Etiologia

Hay varios microorganismos que causan gastroenteritis y su prevalencia varia
segun laregion. Por lo general, los virus son la principal causa de diarrea en nifios,
provocando entre el 70% y el 80% de los casos (45). En un 10% a 20% de los
casos, la diarrea es causada por bacterias, y en un 5% por parasitos (46,47). Las
condiciones socioeconémicas, el nivel educativo, la edad, los habitos y otros
factores determinardn la frecuencia de cada uno (48,49). El norovirus se ha
identificado como la principal causa de gastroenteritis aguda en algunos paises
como Estados Unidos, Brasil y Perl, superando a rotavirus, adenovirus y
astrovirus, posiblemente debido a la introduccion de la vacuna contra sapovirus
(46,50-56). En Africa y el sudeste asiético, los patogenos que causan GEA son
rotavirus, Cryptosporidium, ETEC y Shigella (57). En el estudio MAL-ED, el 76.9
% de las muestras de heces de personas con diarrea 'y el 64.9 % de las muestras de

heces de personas sin diarrea contenian al menos un patogeno. Se descubrieron al



menos dos patdgenos en el 41 % de las muestras con diarrea y el 29 % de las
muestras sin diarrea (58). La mayoria de los casos (83 %) y controles (72 %) tenian
al menos un patogeno identificado, mientras que el 45 % y el 31 % tenian dos o
mas patogenos identificados, segun el estudio Global Enteric Multicenter Study
(GEMS) (57). Las coinfecciones han sido ampliamente reportadas en paises de

bajos y medianos ingresos (57,59,60).

Norovirus

El Norovirus (NoV) humano fue identificado por primera vez en muestras fecales
durante un brote de gastroenteritis en Norwalk en 1968, por lo que era conocido
como Virus Norwalk (61). A pesar del tiempo transcurrido hasta la fecha, su
cultivo satisfactorio no ha sido posible (62) y su clasificacion taxonémica pudo
efectuarse Unicamente tras la secuenciacion completa de su genoma (63,64). Este
es un virus de ARN lineal perteneciente a la familia Caliciviridae. Los Open
Reading Frames (ORFs) codifican para 8 proteinas virales. Los elementos
estructurales del virion, proteina viral 1 (VP1) y VP2, se codifican en ORF-2 y
ORF-3. ORF-1 codifica una poliproteina que es procesada proteoliticamente en

las seis proteinas no estructurales (65,66).

El Norovirus (NoV) es considerado una causa importante de gastroenteritis aguda
esporadica y epidémica en todas las edades. Este virus afecta el sistema digestivo
humano, causando sintomas como diarrea, nauseas, vomitos y dolor abdominal
(67). Laincubacion promedio para genotipos 1 y Il es de 1.2 dias (68). La modalidad

de transmision predominante es la fecal-oral, aunque se han registrado diversas



otras vias de transmision como aerosoles de particulas virales durante el vomito y
la contaminacion por alimentos, agua y ambiente (69,70). Las variantes GI.7 y
GI1.12 estan mas relacionadas con enfermedades transmitidas por alimentos,
mientras que la variante GI1.4 se transmite mas entre personas, especialmente en

residencias de larga estancia y hospitales (71,72).

Se calcula que esta asociado con aproximadamente el 18% de los casos globales de
gastroenteritis (73). Las infecciones por Norovirus contribuyen a mas de 200 mil
decesos a nivel global, con una prevalencia predominante en naciones de ingresos
bajos y medianos (74). En 2008, se calcul6 que el 12 % de la poblacion tenia esta
condicion, y en 2014, la cifra aumento al 18 % (73,75). En América Latina y en
paises en desarrollo, se ha observado que la cantidad de casos es mayor que la
estimacion mundial, llegando al 15 % y 17 %, respectivamente (53,76,77). Segun
estudios realizados en Inglaterra, Gales, Paises Bajos y Estados Unidos, constituye
el segundo factor méas prevalente de diarrea severa en nifios (78-81). Es responsable
de 15.4 episodios de diarrea por cada 100 nifios-afio (82). EI genogrupo GlI es el
mas comun en paises de medianos y bajos ingresos, mientras que el genogrupo Gl

se ha encontrado con mayor frecuencia en personas asintomaticas (83).

En el estudio primario de la presente tesis, se realizd un estudio longitudinal de
cohorte de nacimiento en una zona urbano marginal en Villa El Salvador entre el
2016 y el 2019. Se reclutaron 345 nifios y sus madres para estudiar el efecto en la
salud de los nifios de la infeccion natural de norovirus y sapovirus. Se obtuvo

informacidn sobre infecciones por NoV, presencia de sintomas de gastroenteritis



y lactancia materna mediante visitas diarias a cada casa en el estudio. También, se
obtuvo muestras de leche materna para el analisis de componentes abordados en
la presente tesis. Con lo expuesto, se plantearon los siguientes objetivos para la

presente tesis doctoral:

Obijetivo 1:

Evaluar la asociacion de la duracion de la lactancia materna exclusiva durante
los primeros seis meses de vida y las infecciones por NoV durante el primer afio
de vida.

Obijetivo 2:

Evaluar si las concentraciones de HMOs en leche materna esta asociada a la

presencia de diarreas por NoV durante los primeros seis meses de vida.



CAPITULO |

Asociacion de la duracion de la lactancia materna durante los
primeros seis meses de vida y la infeccion por NoV durante el

primer afio de vida.

Resumen

Objetivo: Evaluar la asociacion entre la duracion de la lactancia materna exclusiva
durante los primeros seis meses de vida y el riesgo de infeccion por norovirus (NoV)
durante el primer afio de vida.

Materiales y métodos. Se realiz6 un estudio longitudinal de cohorte con 299 nifios
recién nacidos provenientes de una comunidad urbano marginal de Lima. Los nifios
fueron seguidos diariamente desde el nacimiento hasta el primer afio de vida para
registrar episodios de infeccién por NoV mediante técnicas moleculares y datos
detallados sobre alimentacién, incluyendo los periodos de lactancia materna
exclusiva. Para en andlisis estadistico se realizd la regresion de Cox, ajustado por
medidas repetidas.

Resultados. La lactancia materna exclusiva demostré un efecto protector contra las
infecciones por NoV, disminuyendo el riesgo en un 36 % por dia adicional (HR:
0.64; 1C 95 %: 0.42-0.98; p=0.041). Este efecto persistio tras ajustar por factores
sociodemogréaficos y ambientales, con una reduccion del 65 % en el riesgo (HR:
0.35; IC 95 %: 0.15-0.83; p=0.017).

Conclusion. La lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses
protege contra la infeccion por NoV durante el primer afio de vida.

Palabras claves: Lactancia materna exclusiva, Norovirus, Diarrea.



Abstract

Objective. To evaluate the association between the duration of exclusive
breastfeeding during the first six months of life and the risk of norovirus (NoV)
infection during the first year of life.

Material and methods. A longitudinal cohort study was conducted with 299
newborns from an urban marginal community in Lima. The children were
followed daily from birth until their first year of life to document episodes of
NoV infection using molecular techniques and detailed data on feeding
practices, including periods of exclusive breastfeeding. Cox regression analysis
was performed, adjusted for repeated measures.

Results. Exclusive breastfeeding showed a protective effect against NoV
infections, reducing the risk by 36% for each additional day of breastfeeding
(HR: 0.64; 95% CI: 0.42-0.98; p=0.041). This effect remained significant after
adjusting for sociodemographic and environmental factors, with a 65%
reduction in risk (HR: 0.35; 95% CI: 0.15-0.83; p=0.017).

Conclusions. Exclusive breastfeeding during the first six months of life protects
against NoV infection during the first year of life.

Keywords: Exclusive breastfeeding, Norovirus, Diarrhea.



1.1.1.1 Introduccion
Numerosos estudios han corroborado que la lactancia materna ofrece proteccion
frente a determinadas infecciones gastrointestinales y respiratorias (84-88), asi
como frente a la diabetes y la obesidad (89-92). La importancia de consumir leche
materna (LM) durante los primeros meses de vida es ampliamente reconocida y se
asocia con repercusiones tanto a corto como a largo plazo en la salud del neonato
(88). En paises de bajos y medianos ingresos, la desnutricion y las enfermedades
diarreicas en nifios son comunes. Por ello, resulta fundamental apoyar el desarrollo
del sistema inmunolégico del nifio mediante factores inmunol6gicos y componente
del microbioma presentes en la LM (93,94). La elevada concentracion de
inmunoglobulinas, hormonas, citoquinas, factores de crecimiento, exosomas y
elementos antiinflamatorios en la LM demuestran su funcion inmunologica
significativa (95-97). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la
lactancia materna exclusiva (LME) durante los primeros seis meses de vida. Esto
implica , alimentar al bebé Unicamente con leche materna, sin afiadir otros liquidos
o0 alimentos s6lidos, excepto en casos en que sea necesario administrar suplementos
minerales 0 medicamentos (98). Sin embargo, en la préctica, esta recomendacion
enfrenta maltiples desafios. Elementos tales como el regreso anticipado de las
madres al trabajo, la ausencia de respaldo social y familiar, los obstaculos
econdémicos y culturales, y el acceso restringido a politicas de licencia por
maternidad, obstaculizan el cumplimiento riguroso de la LME (99,100). Debido a
estas dificultades, muchos estudios ajustan sus metodologias y miden indicadores

como el promedio de duraciédn de la lactancia materna, el tiempo en que se introduce
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la alimentacion complementaria y el periodo en que la lactancia materna exclusiva

finaliza, incluso si la lactancia continta de forma parcial despues (101-103).

Es asi que, en todo el mundo, menos de la mitad de los bebés menores de 6 meses
reciben lactancia materna exclusiva (LME) (104). A pesar de que los paises de bajos
y medianos ingresos consumen mas LME que los paises de altos ingresos, todavia
estan por debajo de los niveles recomendados (38.7 % vs. 70 %) (105-107). En
Per(, segun los reportes de ENDES la prevalencia de LME fue del 68.4 % en 2020

(108) y del 70.5 % en 2021 (109).

La LM protege a los nifios de la gastroenteritis aguda (GEA) (105). Sin embargo,
pocas investigaciones han examinado la relacion entre la leche materna y causas
especificas de GEA, como las infecciones por NoV (110). No se tiene informacion

exacta sobre el modo de proteccion de la LM contra NoV.

Antigenos de grupos histo-sanguineos (HBGAS) - Estado secreto

Los antigenos de grupos histo-sanguineos (HBGAs, por sus siglas en inglés) son
glicanos complejos que se encuentran abundantemente distribuidos en la superficie
de los globulos rojos, las membranas mucosas, los sistemas gastrointestinal (Gl),
respiratorio y reproductivo, asi como en la superficie ocular; ademas, pueden
hallarse como antigenos circulantes en fluidos bioldgicos tales como la saliva, la

leche materna y el contenido intestinal (111,112).
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Para ser sintetizados, estos compuestos requieren de la accion de enzimas llamadas
glicotransferasas, las cuales pueden ser codificadas por maultiples genes. Esta
diversidad genética posibilita que su expresion pueda presentar variaciones entre
distintos tipos de tejidos (113). Los HBGAs tienen cuatro tipos diferentes de
estructura central: Galpl-3GIcNAcpl-R, Galpl-3GIcNAcpl-R, Galpl-3GalNAcal-R
y Galpl-3GalNAcpl-R. Los antigenos presentes en los grupos sanguineos ABO y
Lewis pueden ser generados a partir de la transferencia de una fucosa al residuo de
galactosa de las cadenas tipo 1 y tipo 2 por las enzimas a(1,2)-fucosiltransferasas
(FUT) (114-117). El gen H (FUT1) es responsable de la sintesis de la enzima H, la
cual desempefia un rol en la produccion de antigenos ABO presentes en la superficie
de los gldébulos rojos (118). El gen Se (FUT2) codifica la enzima Se que controla la
sintesis de antigeno H, el cual esta implicado en la expresion de antigenos similares
(HBGAS) a los presentes en la superficie de los eritrocitos, pero esta actividad
enzimatica se lleva a cabo en un entorno bioldgico diferente al de la membrana
eritrocitaria, especificamente en los fluidos secretos y la mucosa (41,119). Por otro
lado, la expresion del fenotipo Lewis esta influenciada por la actividad de la enzima
a3/4-fucosyltransferasa (FUT3) (118,120,121). Las diferentes variantes alélicas del
gen son responsables de la diversidad fenotipica observada en una poblacion, por
ejemplo: secretor (Se), secretor débil (Sese) y no secretor (se). La variante alélica
no funcional que se hereda de manera recesiva determina que un individuo exprese
el fenotipo no secretor; por lo tanto, un individuo homocigoto tendra dicho fenotipo.
Esto implica la ausencia de antigenos ABO en secreciones y células epiteliales, ya
que no se produce el antigeno H. Para que una persona pueda ser considerada

secretora de antigeno H, es necesario que posea al menos una variante alélica
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funcional del gen FUT que sintetice el antigeno H (120). Este antigeno se secreta
de igual manera en saliva y epitelio intestinal; por consiguiente, el andlisis de
muestras de saliva mediante la técnica de inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA) puede ser til para determinar la presencia o ausencia de este antigeno en
el tracto gastrointestinal (115,122). Los patrones de secrecion varian segun el grupo
étnico al que pertenezca un individuo. Por ejemplo, el fenotipo no secretor se puede
encontrar entre el 20 % y 30 %, en poblaciones europeas y africanas (120), en un
40 % en la poblacidn india (123), en un 15 % en poblacion de Dinamarca (124) y
en un 12 % en la poblacién ecuatoriana (125). En el estudio primario de la presente
tesis, , se pudo apreciar que las madres cuyos nifios no habian experimentado
episodios de diarrea ni infecciones por NoV durante los primeros seis meses de vida
mostraban una proporcion menor de individuos secretores en comparacion con las
del grupo cuyos nifios si habian tenido episodios de diarrea y NoV (85% vs. 100%,

p=0.16) (126,127).

La deteccion y cuantificacion de HBGAs se realiza mediante ensayo por ELISA
con la finalidad de determinar la presencia de los antigenos A, B, O y Lewis en las
muestras analizadas (128-130). Esta metodologia ha demostrado que los HBGAs
pueden ser reconocidos por diversos patdgenos incluyendo NoV, Rv, HastV,
HAdV, ETEC termolabil, Salmonella enterica y Campylobacter. En consecuencia,
al estar presentes en el epitelio intestinal, podrian facilitar el anclaje y posterior
proceso de infeccion (42,43,130-136). En relacion con NoV, estudios
epidemioldgicos han corroborado que su infeccion esta condicionada tanto por la

capacidad secretora de las personas como por la variabilidad genética del virus
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(genotipo y genogrupo) (38-40,42,137-139). Los individuos que no secretan el
antigeno H presentan menor susceptibilidad a desarrollar infecciones sintomaticas
por NoV Gl.1, GII.3 y Gll.4 (42,43,125). No obstante, no se ha evidenciado una
disminucion en la susceptibilidad a infecciones causadas por otros genotipos como

G1.3 (140).

Dado que menos de la mitad de los lactantes menores de 6 meses recibe LME, es
importante analizar cuanto tiempo se mantiene esta practica y como influye en la
presentacion de infecciones por NoV. La duracion de la LME puede ser un factor
determinante en la proteccidn contra NoV ya que la leche materna contiene una
combinacion de componentes que podrian desempefiar un papel clave en la
proteccién contra infecciones por NoV ya que algunos podrian tener funciones
inmunoldgicas o modular el microbioma intestinal para reforzar la barrera contra
patdgenos y cuya efectividad podria depender de su exposicién prolongada. Evaluar
cuénto tiempo los lactantes reciben LME permitira identificar periodos criticos en

los que la leche materna ejerce su mayor efecto protector ante infecciones por NoV.

Ademas, los beneficios protectores de la LM podrian estar influenciados por la
variacion en su composicion, lo que depende de factores como la genética, el
historial inmunologico, la nutricion de la madre y el nivel socioecondmico (141—
143). Estos factores no varian solo entre individuos, sino también entre paises y
regiones, lo que resalta la importancia de realizar este andlisis en una poblacion

peruana mayoritariamente mestiza.
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1.2.1.2 Hipotesis:
La duracion de la lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses de
vida esté asociada a la reduccion del riesgo de infeccion por NoV durante el primer

afo de vida.

1.3.1.3 Objetivo:
Evaluar la asociacion de la duracion de la lactancia materna durante los primeros

seis meses de vida y el riesgo de infeccion por NoV durante el primer afio de vida.

1.4.1.4 Materiales y Métodos:

1.4.1 Disefio

El presente trabajo es un estudio secundario en el que se hizo uso de los
datos del estudio primario denominado “La infeccion natural de
Norovirus y Sapovirus en una cohorte de nacimiento en una comunidad
periurbana del Pert” (SIDISI: 65178) (Anexo 1). Se trata de un analisis
longitudinal en el que se tomo los datos de todos los nifios y sus madres
enrolados en el estudio primario. A continuacion, se detallard los
procedimientos llevados a cabo durante el estudio primario. Cabe
resaltar que la presente tesis cuenta con aprobacion del Comité de Etica
Institucional de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (CIE-UPCH)

(Anexo 2).

1.4.2 Poblacién
La poblacion consta de los pobladores de una regién urbano marginal
del distrito limefio de Villa El Salvador. El distrito cuenta con 393 254

habitantes de acuerdo con el Censo del 2017. De la poblacién en edad

15



de trabajar, el 53.7 % se autoidentifica como mestizo, seguido del 15.0

% que se considera quechua. El 52.3 % de la poblacion cuenta con

estudios completos de secundaria y un 32.6 % ha alcanzado el nivel

superior. El 10.36 % tiene una lengua materna distinta al castellano. La
mayoria (99 %) habita en viviendas particulares y el 0.28 % lo hace en

vivienda improvisada o local no destinado para vivienda humana (144).

El 6.1 % de las viviendas obtiene su suministro de agua a través de

medios alternativos a la red publica, como pilones de uso publico,

camiones cisterna y pozos. Asimismo, el 5.9 % de las viviendas no
cuenta con red publica de desagie, utilizando en su lugar sistemas como

pozos sépticos, letrinas, pozos ciegos, rios, acequias, campo abierto y

otros métodos (144).

1.4.2.1 Criterios de seleccion
a. Criterios de inclusion:

- Se incluy6 a los nifios con sus respectivas madres siempre y cuando el
bebé no tuviera més de 28 dias de nacido, residiera en el area de
estudio y contara con el consentimiento informado del padre, madre o
tutor legal.

b. Criterios de exclusion

- Seexcluyeron aquellos con embarazos multiples, recién nacidos con
un peso inferior a 1500 gramos, o aquellos con enfermedades graves,
cronicas o congénitas, como fibrosis quistica o VIH. En caso de que
el tutor no pudiera otorgar su consentimiento completo, el

reclutamiento no se realizaba.
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- Seexcluyo alos nifios que no contaran con registros completos sobre
su alimentacion.
- Adicionalmente, para la presente tesis, se excluyo a los nifios que se

retiraron del estudio antes de completar los 6 meses de edad.

1.4.3 Muestreo
1.4.3.1 Tipo de muestreo
Se realizd6 un muestreo por conveniencia de mujeres embarazadas

proximas al parto en el marco del estudio primario.

1.4.4 Procedimientos del estudio

1.4.4.1 Enrolamiento
Se realiz6 una evaluacién preliminar en la comunidad y en centros de
salud para identificar a las mujeres embarazadas e invitarlas a participar
en la investigacion. Se reclut gradualmente durante 12 meses, con un

promedio de 20-25 nacimientos mensuales.

1.4.4.2 Recoleccion de datos

a. Cuestionarios

Durante el proceso de reclutamiento, se realizd un cuestionario sobre las

caracteristicas del hogar, los bienes del hogar, el nivel de educacion y la

alfabetizacion de los padres. Se recopilaron datos sobre instalaciones

sanitarias, fuentes de agua, procedimientos higiénicos y la presencia de

animales. Ademas. Se solicito informacidn sobre el tipo de empleo, salario
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y seguro médico en aspectos socioecondmicos. Los datos se actualizan
anualmente.

Se registro0 la presencia de diarrea, vomitos u otros sintomas de
gastroenteritis en cada casa a diario, segun la opinion del cuidador
principal.  Se  registr6 el estado de lactancia  materna.
Se realizaron mediciones antropométricas al reclutamiento y
mensualmente para registrar el estado nutricional de los nifios.
La actualizacién anual de la cartilla de vacunacion de cada madre registraba

la historia de vacunas.

b. Recoleccion de muestras bioldgicas

Se recolectaron muestras fecales de manera semanal. Se solicité a las madres
gue almacenen los pafales con heces hasta que sean recogidos por las
trabajadoras del campo. En caso de que el infante no utilizara pafial, se facilitd
un contenedor de plastico para que la madre recolecte las muestras pertinentes.

Estas muestras abarcan la totalidad de las muestras de heces tomadas de manera
rutinaria, aunque es posible que algunas, por coincidencia, puedan provenir de
episodios de diarrea. Cuando el infante manifestd gastroenteritis, se procedio a
la recoleccion de heces dentro de las 48 horas posteriores a la ocurrencia del
episodio. Se recolectaron alrededor de 3 ml de leche materna mensuales durante
el periodo lactante del infante. La primera muestra fue recolectada durante el
proceso de reclutamiento. La recoleccion de la muestra se realizd6 mediante

extraccion manual, tras una limpieza del seno.
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En relacion con la recoleccion de muestras sanguineas, en el caso de los nifios,
se tomaron muestras a los seis meses de edad y, posteriormente, cada seis meses.
Las muestras sanguineas maternas fueron recolectadas durante el proceso de
reclutamiento y cada 12 meses.

Se recolectaron hisopados orales durante el proceso de reclutamiento, tanto para
la madre como para el nifio para la evaluacion del gen FUT2.

Las muestras de saliva materna se recolectaron durante el proceso de
reclutamiento. Las muestras de los nifios fueron recolectadas durante el proceso
de reclutamiento y posteriormente se recolectaron de manera mensual durante el

periodo de seguimiento.

c. Procesamiento de muestras bioldgicas

Las muestras recolectadas en campo fueron alicuotadas y congeladas en el
transcurso de las primeras cinco horas subsiguientes a la recoleccion,
durante el estudio principal. Las muestras fueron enviadas diariamente a la
Universidad Peruana Cayetano Heredia y almacenadas a una temperatura
de -80°C hasta su procesamiento. La cadena de frio permanecio inalterada

durante el proceso de transporte.

Se descongelaron las muestras de heces a 4°C y se prepard una suspension
al 10% para la extraccion de ARN de NoV. Se aislo el ARN viral utilizando
el QlAamp viral RNA kit y QlAcube de Qiagen (Qiagen, Hilden, Germany),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Subsecuentemente, se procedio a

la sintesis de ADN complementario (ADNCc) de NoV utilizando el sistema

19



SuperScript Il First-Strand Synthesis, empleando primers seleccionados
conforme a las especificaciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad,
California). La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)
para la deteccion de NoV se llevd a cabo utilizando Tagman, empleando 10
pmol de cada primer previamente descrito (145). El objetivo era identificar
la region del genoma que codifica la capside del virus. Para establecer el
limite de deteccidn, se empled una curva estandar con diluciones que
oscilaron entre 10° a 10° de controles de Gl1.4 y G1.3 (National Calicivirus
Laboratory, CDC). Para determinar si la muestra era positiva 0 negativa a
NoV, se considero el valor de Ct de cada muestra. Las muestras con Ct
menor o igual a 37 para Gl y menor o igual a 38 para Gll se consideraron
positivas.

Para la deteccion de Escherichia. coli enterotoxigénica mediante gPCR se
identificaron los genes para las toxinas LT, STh'y STp en ADN extraido de
muestras de heces. Para determinar positividad, se tomé en cuenta el valor
de Ct de cada muestra. Se consideraron positivas las muestras con un valor

de Ct menor a 40 (127).

Para la cuantificacion de HBGAS, se realizo el ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA) directo previamente descrito con algunas
modificaciones menores (129,146). Las muestras de saliva se sometieron a
pretratamiento con bafio maria a 100 °C durante 5 minutos y se diluyeron
1:1000 en buffer carbonato—bicarbonato (0.1 M, pH 9.6). Las placas fueron

recubiertas con pl de las muestras de saliva a 37 °C por 2 horas y luego se
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mantuvieron a 4 °C durante toda la noche (14 — 16 horas). Posteriormente,
se realizaron 5 lavados con PBS-T (PBS + 0.05% Tween 20) y se realizo el
bloqueo con 200 ul de PBS-T/5% Blotto con incubacion por 1 h. a 37°C.
Después de 5 lavados, se incubd la placa con 200 pl UEA-I-Peroxidase
1:5000 por 1 h. a 37°C. Finalmente, para el desarrollo de color, se realiz6 5
lavados y se agregé 100pl TMB e incubacion por 10-15 minutos. La
absorbancia fue medida a 450nm en un lector de placas de ELISA. Para
determinar el estado secretor, la absorbancia de la muestra positiva debia

ser al menos cuatro veces mayor que la del control negativo (146).

Las muestras de leche materna fueron enviadas a la Universidad de
California, San Diego, USA para cuantificar los HMOs por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) utilizando una columna amida-80 (15 cm
de longitud, 2 mm de diametro interno, 3 um de tamafio de particula) junto
con un sistema de amortiguador a base de formiato de amonio-acetonitrilo
(50 mmol/L). El proceso de separacion se llevd a cabo a 25°C, y se
monitorizd utilizando un detector de fluorescencia con excitacion a 360 nm

y emision a 425 nm (147).

Se utilizé el High Pure PCR Template Preparation Kit de Roche para
realizar la genotipificacion del gen FUT2. Se extrajo ADN gendémico de
muestras de hisopado oral siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
realizo la amplificacion de la region de interés del gen FUT2 y del gen de

betaglobina humana mediante PCR convencional en un T100 Thermal
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Cycler (Bio-Rad). Los productos de PCR fueron secuenciados por
Macrogen USA para identificar polimorfismos de nucledtido Gnico (SNPs)

(148).

1.4.5 Variables de estudio

Variable dependiente: Infeccién por NoV
- Se definieron los criterios para identificar un episodio de infeccion
por norovirus (NoV) de la siguiente manera: 1) un genotipo distinto
detectado en cualquier momento se considera una nueva infeccion;
2) si se detecta el mismo genogrupo o genotipo, se clasifica como
una nueva infeccion solo si ha transcurrido un intervalo de al menos
30 dias desde la infeccion previa, acompafiado de dos muestras
negativas.
- Tipoy escala de la variable: categdrica dicotomica nominal.
- Categorias: valor de 1 si el nifio presenta infeccion por NoV y 0 si
no la presenta.
Variable independiente: Duracion de la lactancia materna exclusiva
Se realiz6 el seguimiento diario a las familias y se registré el tipo de
alimentacion que ha recibido el nifio. Se registrd el momento en el que se
introdujo otros alimentos ademas de la leche materna.
- Cantidad de tiempo en dias continuos que el nifio ha consumido
leche materna exclusivamente dentro del periodo de los primeros
seis meses de vida.

- Tipoy escala de variable: numérica de razon.
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Otras variables:

- Diarrea: Se considerd un episodio de diarrea si el bebé presenté 3 0 mas
deposiciones liquidas o semiliquidas en el periodo de un dia. En nifios menores
de dos meses, se tuvo en cuenta el criterio del cuidador.

Tipo de variable: categorica, dicotomica, nominal.

- Estado secretor del nifio y la madre: Se empled el ensayo de ELISA para
identificar el antigeno H en muestras de saliva.

Categorias: Cuando no se identifico el antigeno, se le consider6 como un
individuo "no secretor”. En caso de que se detectara el antigeno, se le designo
como "'secretor".

Tipo de variable: categorica, dicotomica, nominal.

- Grupo sanguineo del nifio y la madre: Se determina mediante una prueba de
aglutinacion, en la que se mezcla una muestra de sangre con anticuerpos del
tipo A y B. De acuerdo con la presencia de aglutinacion en cada mezcla, es
posible establecer si el grupo sanguineo corresponde al grupo A o al grupo B.
Categorias: De acuerdo con la presencia de aglutinacion en cada mezcla, es
posible establecer si el grupo sanguineo corresponde al grupo “A” o al grupo
“B”. Si se detecta aglutinacion para ambos anticuerpos, el grupo sanguineo
corresponde al tipo “AB”, Si no se detecta aglutinacion para ninguno de los dos
anticuerpos, el grupo sanguineo corresponde al tipo “O”. Se empled la
combinacion de sangre con anticuerpos Rh para identificar si el factor Rh es

positivo (Rh+), determinado por la aglutinacion.
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Tipo de variable: categorica, politdbmica, nominal.

- Grado de instruccion de la madre/apoderado:

Recoge el nivel educativo alcanzado por la madre o apoderado, obtenido
mediante una encuesta realizada al inicio del estudio.

Categorias: “Ninguna o inicial” si no complet6 estudios o alcanz solo estudios
iniciales, ‘“Primaria completa si completd el ciclo de educacion primaria,
“Primaria incompleta” si inici6, pero no completé la educacion primaria,
“Secundaria completa” si finalizd la educacion secundaria y “Superior no
universitario” si alcanzé estudios superiores no universitarios, como técnicos o
formacion profesional.

Tipo de variable: categorica, politdbmica, nominal.

- Fuente de agua:
Describe el tipo de fuente utilizada para abastecer de agua a los hogares, con
base en la informacion obtenida mediante encuesta.

4 2

Categorias: “Pilon” si la fuente de agua proveniente de un pildn, “Camion
cisterna” si el agua fue suministrada por camion cisterna, “Jalada de vecino™ si
el agua fue obtenida de una fuente compartida con un vecino, “Pozo” si el agua
fue extraida de un pozo privado o comunitario, “Conexion extradomiciliaria” si
la conexidn a una fuente de agua estaba fuera del hogar, pero no dentro de la
propiedad, “Conexion intradomiciliaria <24 horas” si la conexién de agua

dentro del hogar estaba disponible por menos de 24 horas al dia, “Conexion

intradomiciliaria 24h” si la conexion de agua dentro del hogar estaba disponible
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durante las 24 horas del dia, “Otras fuentes no potables” si las fuentes de agua
no eran aptas para consumo humano, como fuentes no tratadas.

Tipo de variable: categorica, politdbmica, nominal.

- Eliminacion de excretas:

describe el sistema utilizado para la disposicion de las excretas en el hogar,
basada en la informacion obtenida mediante encuesta.

Categorias: “Silo” si método de eliminacion de excretas fue a través de un silo
0 sistema de almacenamiento temporal, “Letrina propia” si el sistema de
eliminacidén de excretas fue mediante una letrina privada, exclusiva del hogar,
“Desagiie intradomiciliario” si el sistema de evacuacion de excretas dentro del
hogar estaba conectado a una red de desagiie interna, ‘“Desagiic
extradomiciliario” si el sistema de desagiie estaba conectado a una red externa
de alcantarillado fuera del hogar y “Otros” en cualquier otro sistema utilizado
para la eliminacion de excretas que no encaje en las categorias anteriores.

Tipo de variable: categorica, politbmica, nominal.

1.4.6 Procesamiento y analisis estadistico
Se realizd el célculo de las frecuencias absolutas y relativas
correspondientes para cada variable categérica presente en el estudio. En
el caso de las variables cuantitativas, se realizaron los céalculos de las
medidas de tendencia central, ya sea la media aritmética o la mediana, y
de dispersion, incorporando la desviacion estandar y el rango
intercuartilico, conforme a lo estipulado por la naturaleza de los datos

examinados.
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Con el objetivo de examinar la asociacion entre las infecciones por NoV
durante el primer afio de vida y las variables de interés, se empleo la
regresion de Cox. Se realizd un analisis bivariado con cada una de las
variables de forma independiente y en andlisis multiple ajustando por todas
las variables de interés. El indice de confianza se fijé en 95% vy se
establecio un nivel de significancia de 0.05 para todos los andlisis. Se
eligio la regresion de Cox porque permite analizar el tiempo transcurrido
hasta el evento de interés y manejar datos censurados dado que algunos
nifilos pueden no haber experimentado el evento durante el tiempo de
seguimiento. Ademas, la interpretacion de los Hazard ratios (HR) permite
evaluar el riesgo relativo de que ocurra el evento en cualquier momento
dado, lo cual es muy util para entender el impacto de una variable en el

riesgo de ocurrencia del evento a lo largo del tiempo.
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Figura 1. Gréfico aciclico dirigido (DAG) de la asociacion de la
lactancia materna con la presencia de infecciones por NoV en el que se
observa las variables de confusion.

a. Potencia estadistica
Considerando los resultados obtenidos en el presente estudio, se detectd
una razén de riesgo (HR) de 0.64 en un total de 299 nifios, lo que indica
que la variable numérica de la duracion de la lactancia materna reduce en
un 36% el riesgo de sufrir una infeccion por NoV. Este valor fue

identificado con un poder estadistico del 96.52%.

. stpower cox, n(299) hratio(©.64) alpha(©.041)

Estimated power for Cox PH regression
Wald test, log-hazard metric
He: [bl, b2, ..., bp] = [@, b2, ..., bp]

Input parameters:

0.0410 (two sided)
-0.4463
0.5000

299

alpha
b1

sd

N

Estimated number of events and power:

E
power

299
0.9652

1.5.1.5 Resultados

1.5.1 Caracteristicas sociodemogréficas de la poblacién de estudio.
Del estudio primario se excluyé a 45 nifios que abandonaron el seguimiento antes
de cumplir los 6 meses de edad. Al comparar las caracteristicas de los nifios
excluidos con las de los incluidos en el analisis, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (Anexo 3). Por lo tanto, se concluye que su inclusion

no habria alterado los resultados de los analisis realizados.
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Hasta el primer afio de vida se siguio a un total de 299 nifios de los cuales 50.17 %
eran de sexo femenino. La mayoria de los nifios fue de grupo sanguineo O+ (78.55
%). Solo 3 (1.29 %) de ellos fue no secretor. El valor medio de concentracion en el
cuarto cuartil (1.37£0.26) es mas del doble que el del primer cuartil (0.63+0.24), lo
que indica una amplia dispersion de la variable en la poblacion estudiada. En cuanto
a las madres, 8 (2.95 %) fueron no secretoras. La mayoria de las madres
participantes presentd un grado de instruccion de secundaria completa (51.68%),
seguido por primaria completa (28.19%) y un menor porcentaje con educacion
superior no universitaria completa 0 méas (12.42%). En cuanto a las caracteristicas
de las viviendas, la principal fuente de agua fue el sistema de conexidn
intradomiciliaria con disponibilidad de 24 horas (78.19%), mientras que el resto
utilizaba otras fuentes menos frecuentes como pilén o camion cisterna. Respecto a
la eliminacion de excretas, el 82.55% contaba con desagle intradomiciliario, y el
uso de otras formas como silos o desagtie extradomiciliario se registr6 en el 17.45%

de las viviendas.

Tabla 1. Caracteristicas de los nifios incluidos en el analisis
y sus madres
Variables n (%)
Caracteristicas de los nifios
Sexo del Nifio

Femenino 150 (50.17)

Masculino 149 (49.83)
Grupo sanguineo

O+ 216 (78.55)

O- 4 (1.45)

A+ 35 (12.73)

B+ 20 (7.27)
Estado secretor nifio

Secretor 229 (98.71)

No secretor 3(1.29)

Concentracion de HBGAs en saliva
(cuartiles)*
1° cuartil 0.63+0.24
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2° cuartil 0.91+0.10
3° cuartil 1.11+0.13
4° cuartil 1.37+0.26
Caracteristicas de las madres
Estado secretor
Secretor 263 (97.05)
No secretor 8 (2.95)
Concentracion de HBGAs en saliva
(cuartiles)*

1° cuartil 0.56%0.26
2° cuartil 0.94+0.12
3° cuartil 1.20+0.13
4° cuartil 1.52+0.23

indice de Probabilidad de Pobreza
(cuartiles)*

1° cuartil 47+7

2° cuartil 57+2

3° cuartil 62+4

4° cuartil 68+4

Grado de instruccion

Primaria incompleta 0 menos 23 (7.72)
Primaria completa 84 (28.19)
Secundaria completa 154 (51.68)
Superior no universitaria 37 (12.42)

completa 0 més
Caracteristicas de las viviendas
Fuente de agua

Conexién intradomiciliaria 233 (78.19)

Otras fuentes 65 (21.81)
Eliminacion de excretas

Desaglie intradomiciliario 246 (82.55)

Otro 52 (17.45)

*Mediana+RIC

La mediana de edad a la cual los nifios dejan la lactancia materna exclusiva con la
introduccion de férmulas u otro liquido fue de 99+84 dias, con un rango
intercuartilico que va desde los 57 dias (P25) hasta los 141 dias (P75). Lo que indica
que 25 % de los nifios cesa la lactancia materna exclusiva al cumplir los 57 dias de
edad, lo que implica la introduccién de alimentos distintos a la leche materna. Para
los tres meses de edad, este porcentaje se incrementa a cerca del 50%. Cabe destacar

que este analisis se centra en el cese de la lactancia materna exclusiva en su sentido
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estricto, incluso si los nifos continuaron consumiendo leche materna

posteriormente.

En la curva de supervivencia de Kaplan-Meier (Figura 2a) se visualiza la proporcion
de nifios que mantuvieron la lactancia exclusiva a lo largo del tiempo, con una
censura a los 183 dias (6 meses). La distribucion de la duracién de la lactancia
materna exclusiva no es simétrica, con un namero notable de nifios dejando la
lactancia exclusiva en las primeras semanas de vida. Durante los primeros 53 dias,
la pendiente de la curva es muy pronunciada indicando que gran parte de los nifios
deja la lactancia materna exclusiva en este periodo temprano. Después de los 129

dias, el descenso de la curva se vuelve mucho mas gradual.

En cuanto a las infecciones por NoV, alrededor de los 180 dias de vida (6 meses),
aproximadamente el 40% de los nifios ya han presentado su primera infeccion por
NoV (Figura 2b). Al finalizar el periodo de seguimiento, a los 365 dias (1 afio),

menos del 20% de los nifios permanecen libres de infeccion por NoV.

1a. Fin de lactancia materna exclusiva 1b. Primera infeccién por NoV

0.40 0.40

0.20 0.204

0.001 0.001
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 30 60 20 120 150 183 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 365
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
Number at risk Number at risk
300 202 145 125 101 68 23 300 294 279 262 245 224 205 185 161 137 119 96 78

Figura 2. Curvas de sobrevida para a) fin de lactancia materna exclusiva con la
introduccion de alimentos diferentes a leche materna, b) primera infeccion por
NoV.
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1.5.2. Anélisis de regresion

En el andlisis de regresion de Cox (Tabla 2), se analiza la asociacion entre la
duracion de la lactancia materna exclusiva y el riesgo de infeccidon por NoV. Los
resultados indican que la lactancia materna exclusiva tiene un efecto protector
contra las infecciones por NoV. En el analisis simple, cada dia adicional de
lactancia materna exclusiva se asoci6 con una reduccion del riesgo de infeccion por
NoV, con un HR de 0.64 (IC 95%: 0.42-0.98; p=0.041). Es decir, por cada dia
adicional de lactancia materna exclusiva, el riesgo de infeccion se reduce en un

36%.

En el modelo de regresién mdaltiple ajustado, la lactancia materna exclusiva
continud siendo un factor protector significativo con un HR de 0.35 (IC 95%: 0.15-
0.83; p=0.017). Esto indica que, después de controlar por variables que podrian
influir en el riesgo de infeccidn, la lactancia materna sigue reduciendo el riesgo de

infeccion por NoV en un 65 %.

En cuanto a las caracteristicas socioeconémicas, no se identificaron asociaciones
estadisticamente significativas con el nivel de instruccion materna, el indice de

pobreza o las fuentes de agua.

Tabla 2. Regresion de Cox simple y multiple para estimar la asociacién entre la infeccion por NoV vy las diferentes
variables de interés durante el primer afio de vida.

Regresion simple Regresion mdaltiple

HR IC 95 % p HR IC 95 % p

Variables

Caracteristicas del nifio
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Sexo del Nifio
Femenino
Masculino

Grupo sanguineo
o
O-

A+
B+

Estado secretor
Secretor
No secretor

Ref.
1.03

Ref.
0.87
1.44
1.12

Ref.
0.94

Concentracion de HBGAs en saliva (cuartiles)

1° cuartil
2° cuartil
3° cuartil
4° cuartil
Lactancia materna
Diarrea
Caracteristicas de la madre
Estado secretor
Secretor
No secretor

Ref.
1.00
0.86
0.95

0.64
1.29

Ref.
0.62

Concentracion de HBGAs en saliva (cuartiles)

1° cuartil
2° cuartil
3° cuartil

4° cuartil
indice de Probabilidad de Pobreza
(cuartiles)

1° cuartil
2° cuartil
3° cuartil
4° cuartil

Grado de instruccion
Primaria incompleta 0 menos

Primaria completa
Secundaria completa
Superior no universitaria completa
0 Mas
Caracteristicas de la vivienda
Fuente de agua
Conexién intradomiciliaria 24h
Otras fuentes
Eliminacion de excretas
Desaglie intradomiciliario
Otros

Ref.
1.35
1.11
1.19

Ref.
1.34
1.15
1.01

Ref.
1.01
0.89

1.13

Ref.

0.83

Ref.
0.71

0.79-1.36

0.09-8.07
0.84-2.49
0.52-2.41

0.62-141

0.69-1.45
0.58 -1.26
0.66 —1.36

0.42-0.98
0.84-1.96

0.30-1.28

0.92-1.97
0.76-1.61
0.79-1.80

0.92-1.96
0.79-1.68
0.68-1.52

0.56-1.84
0.51-157

0.59-2.15

0.58-1.18

0.48 - 1.05
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0.810

0.901
0.187
0.770

0.749

1.000
0.433
0.767

0.041
0.242

0.195

0.125
0.602
0.396

0.128
0.466
0.950

0.970
0.690

0.714

0.303

0.085

Ref.
1.65

Ref.

1.96e-19

1.19
2.96

Ref.

1.13e-18

Ref.
1.16
1.26
0.89

0.35
0.99

Ref.
0.24

Ref.
0.57
0.85
0.61

Ref.
2.97
2.11
1.36

Ref.
0.61
0.39

0.70

Ref.

0.48

Ref.
1.72

0.85-3.21

0.41-3.45
0.83 -10.58

0.42-3.22
0.38-4.10
0.28-2.84

0.15-0.83
042-2.24

0.02-3.45

0.21-1.55
0.25-281
0.21-1.78

0.80-11.02
0.44-10.08
0.23-8.18

0.15-2.42
0.10-1.55

0.15-3.15

0.07-3.22

0.21-14.22

0.140

0.632
0.228

0.774
0.706
0.838

0.017
0.981

0.296

0.271
0.784
0.365

0.105
0.348
0.734

0.483
0.179

0.640

0.453

0.613



1.6.1.6. Discusion

En este estudio, la mediana de 99 dias para el cese de la lactancia materna
exclusiva es mas alta que los 40 dias reportados en Brasil (149). Sin embargo,
que el 25% de los nifios haya dejado la lactancia materna exclusiva tan
temprano como a los 57 dias refleja una situacién preocupante dentro de esta
poblacién, especialmente al compararla con las recomendaciones
internacionales. La introduccion temprana de alimentos o liquidos diferentes
a la leche materna no son necesarios para mantener la hidratacién del bebé
(150), sino que podria aumentar el riesgo de infecciones y dificultar la

absorcion de nutrientes importantes como el hierro y el zinc (151,152).

En este estudio, se evalud la asociacion entre la duracion de la lactancia
materna durante los primeros seis meses de vida y el riesgo de infecciones por
NoV durante en el primer afio de vida, utilizando analisis de regresion de Cox
en modelos simples y multiples. En el analisis de regresion simple, la lactancia
materna exclusiva presento un efecto protector significativo (HR: 0.64; IC
95%: 0.42-0.98; p=0.041) en el que cada dia adicional de lactancia materna
exclusiva reduce el riesgo de infeccion por NoV en un 36%. En el modelo de
regresion multiple ajustado, la lactancia materna exclusiva mantuvo su
asociacion protectora (HR: 0.35; IC 95%: 0.15-0.83; p=0.017) con una
disminucion del 65 % en el riesgo de infeccion por NoV, sugiriendo un

impacto robusto. Estos resultados coinciden con estudios previos que han
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reportado una disminucion significativa en el riesgo de infecciones
gastrointestinales en lactantes que reciben LME durante al menos seis meses
(153-155). Es posible que la introduccién precoz de otros alimentos podria
intensificar la exposicion a patdgenos y modificar la microbiota intestinal, lo
que podria reducir el efecto protector de la lactancia materna (156). Sin
embargo, respecto a la infeccion por NoV de forma especifica, estudios han
indicado que el grado de lactancia materna exclusiva no se asocio
significativamente con proteccion contra NoV ni con el tiempo hasta la

primera deteccion de NoV (56).

La inclusion de variables relacionadas con caracteristicas del nifio, de la madre
o la vivienda no mostraron asociaciones estadisticamente significativas,
probablemente debido a interacciones o confusores no explicados. Sin
embargo, estos resultados difieren con los reportados en estudios previos
donde se sugiere que los nifios secretores tienen mayor riesgo de
gastroenteritis (157). Respecto al estado secretor de la madre este estudio no
encontré una asociacion significativa con la infeccion por NoV. El rol del
estado secretor de la madre ain no estéa claro ya que algunos estudios sugieren
una mayor proteccion contra las infecciones por norovirus en los hijos de
madres no secretores (158), mientras que otros reportan una reduccion en las
infecciones de norovirus (110). Un factor importante que podria haber influido
en nuestros resultados es el reducido nimero de madres no secretoras en
nuestra cohorte, lo que limita la capacidad del anélisis para detectar diferencias

significativas debido a la falta de representatividad de este grupo.
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Se analizo la concentracion de HBGAs en saliva como una aproximacion a su
concentracion en leche materna. Estudios in vitro han demostrado que los NoV
reconocen a los HBGAs como receptores o ligandos para su adhesion
(39,134,159-162); sin embargo, no se encontrd asociacion significativa con
infeccion por NoV en esta cohorte. Estos resultados concuerdan con estudios
previos en voluntarios, donde no se logré establecer una relacion consistente
entre los HBGAs y la susceptibilidad a los NoV (163). El analisis se realizo
en saliva, ya que su presencia en esta muestra puede aproximarse a la
concentracion de los HBGAs en el epitelio intestinal. Sin embargo, se sugiere
realizar un andlisis en leche materna para obtener una aproximacion mas
precisa de la concentracion de estos componentes en el sitio de accion del
virus. La gran diversidad de los NoV para reconocer distintos HBGAS
sugieren que ademas de los HBGAs, otros factores del huésped también

podrian ser clave en la infeccion por NoV.

No se encontrd asociacion significativa entre el nivel de educacién materna ni
las caracteristicas de la vivienda, como la eliminacion de excretas o las fuentes
de agua, con la infeccion por NoV en los nifios. Estudios previos que sugieren
que, si bien factores socioecondmicos como los ingresos familiares pueden
influir indirectamente al modificar los riesgos de transmision de patdgenos,
estas asociaciones tienden a desaparecer cuando se ajustan los modelos por
variables relevantes (164). Ademas, aungue se ha reportado que un bajo nivel

de alfabetizacion en salud por parte de los padres puede correlacionarse con
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peores resultados en la salud infantil (165,166), nuestros resultados no
identificaron una relacién directa entre el nivel de educacion materna y la
incidencia de infecciones por NoV. Esto podria indicar que otros factores,
como las dindmicas de transmision persona a persona o las caracteristicas del
entorno comunitario, tienen un papel mas relevante en la propagacion de este

virus.

Los resultados se alinean con investigaciones anteriores que indican que la
lactancia materna suministra factores bioactivos que robustecen el sistema
inmunoldgico del infante y, consecuentemente, reducen su susceptibilidad a
infecciones por NoV. No obstante, es importante destacar que estas ventajas
parecen ser proporcionales al tiempo de lactancia materna exclusiva, lo que
enfatiza la necesidad de fomentar su continuidad durante los primeros seis
meses de vida para optimizar la proteccion inmunolégica y minimizar la
exposicion temprana a patdgenos.

1.7.1.7.  Conclusiones

Esta investigacion refuerza el rol protector de la lactancia materna exclusiva
frente a las infecciones por norovirus (NoV) durante los primeros meses de
vida del nifio. Los hallazgos indican que cada dia adicional de lactancia
exclusiva disminuye considerablemente el riesgo de infeccion, enfatizando la
relevancia de promover y preservar esta practica al menos durante los primeros
seis meses de vida, tal como se recomienda en las directrices internacionales.
La asociacion significativa entre el estado secretor materno y las infecciones

por NoV en los nifios no fue observada. No obstante, debido a la escasa
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proporcion de madres no secretoras en la cohorte, podria no observarse
diferencias. A pesar de que la presencia de HBGAs en la saliva se
correlacionan con sus niveles en el epitelio intestinal, no se ha establecido una
asociacion directa entre su concentracion y el riesgo de infecciéon por NoV.
Esto podria indicar que hay otros elementos del huésped, ademas de los
HBGAs, que desempeiian un rol en la interaccion con el virus.
Adicionalmente, no se identifico una asociacion con el nivel educativo de las
madres, el acceso al agua potable o la eliminacién de excretas, y el riesgo de
infecciones por NoV lo que podria sugerir que, en esta poblacion, otros

factores podrian influir en la susceptibilidad a la infeccion.
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CAPITULO Il

Asociacion entre las concentraciones de HMOs en leche maternay la
presencia de diarrea e infeccion por NoV.

Resumen

Objetivo: Evaluar la asociacion entre la composicion de oligosacaridos de la leche
materna (HMOs) y la presencia de diarrea por NoV durante los primero seir meses
de vida.

Materiales y métodos. Estudio transversal tipo caso-control de muestras
recolectadas en el estudio primario donde se selecciond muestras de leche materna
de madres que dieron lactancia materna exclusiva antes de la primera infeccion de
NoV del nifio. Las muestras de LM se clasificaron en NoV positivo con diarrea
(NoV+/D+) y NoV positivo sin diarrea (NoV+/D-). Se evaluaron 19 HMOs en la
leche materna de cada muestra mediante HPLC.

Resultados. No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de
HMOs entre los grupos NoV+/D+ y NoV+/D-, lo que sugiere que los HMOs no
estan significativamente asociados con la diarrea en nifios infectados por NoV.
Conclusién. La influencia de las concentraciones de HMOs en la diarrea en nifios
infectados por NoV no se evidencio de manera clara en este estudio.

Palabras claves: Oligosacaridos de la leche materna, norovirus, diarrea, leche

materna.
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Abstract

Objective. To evaluate the association between the composition of human milk
oligosaccharides (HMQOs) and the presence of diarrhea caused by Norovirus (NoV)
during the first six months of life.

Material and Method. A cross-sectional case-control study using samples
collected in the primary study, where breast milk samples were selected from
mothers who provided exclusive breastfeeding before their child’s first NoV
infection. The breast milk samples were classified into NoV-positive with diarrhea
(NoV+/D+) and NoV-positive without diarrhea (NoV+/D-). Nineteen HMOs in
each sample were assessed by HPLC.

Results. No significant differences were found in the concentrations of HMOs
between the NoV+/D+ and NoV+/D- groups, suggesting that HMOs are not
significantly associated with diarrhea in children infected with NoV.

Conclusion. The influence of HMO concentrations on diarrhea in children infected
by NoV was not clearly evidenced in this study.

Keywords: Human milk oligosaccharides, norovirus, diarrhea, breast milk.
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1.8. 2.1 Introduccion.

La leche materna tiene hormonas, citoquinas, oligosacaridos, inmunoglobulinas,
componentes antiinflamatorios que juegan un papel importante en el inmunidad de
los lactantes (97,167). Como parte de la presente tesis, se analizaron los

Oligosacaridos de leche humana (HMOs, por sus siglas en inglés).

Oligosacaridos de leche humana (HMOs)

Los oligosacaridos presentes en la leche materna, también conocidos como HMOs
(Human Milk Oligosaccharides en inglés), son estructuras de glicanos no unidos a
proteinas que exhiben una diversidad de combinaciones de hasta 5 monosacaridos
fundamentales: galactosa (Gal), glucosa (Glc), N-acetilglucosamina (GIcNAc),
fucosa (Fuc) y &cido N-acetil-neuraminico (Neu5SAc). La lactosa (Galactosa 14
Glucosa) siempre se encuentra presente en el extremo reductor de ciertas moléculas
y puede ser alargada en B1-3 o P1-6 por la enzima Galactosa B1-3 N-
acetilglucosamina (cadena tipo 1) o Galactosa f1-4 N-acetilglucosamina (cadena
tipo 2) (168). La estructura quimica de un total de 162 HMOs ha sido identificada,
manifestando una diversidad considerable de combinaciones de monosacaridos o
disacaridos repetitivos susceptibles de alteracion a través de procesos de
fucosilacién o sialilacion (169-171). De acuerdo con su estructura molecular, los
HMOs pueden ser clasificados en tres categorias principales: (1) HMOs con nucleo
neutral que integran GIcNAc, Gal y Glc; (2) HMOs neutrales fucosilados que
exhiben al menos una unidad de Fuc; y (3) HMOs acidos que contienen al menos

una unidad de Neu5Ac (172).
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Los patrones de fucosilacion, proceso bioquimico que consiste en la adicién de
residuos de fucosa, pueden presentar variaciones significativas entre diferentes
personas y estan estrechamente asociados con la tipologia sanguinea de Lewis y el
fenotipo secretor de las mujeres. Estas caracteristicas, a su vez, guardan una
estrecha relacion con la expresion de los genes responsables de la sintesis de las
enzimas fucosiltransferasa 2 y fucosiltransferasa 3 (FUT2 y FUT3). Esto se debe a
que el gen FUT2 codifica para la enzima fucosiltransferasa 2, la cual tiene la
funcion de afiadir la molécula de fucosa en enlaces a1-2, tanto en los epitopos del
grupo sanguineo Lewis como en los HMOs (114). Las personas que presentan esta
enzima son conocidas como secretoras y se ha observado que poseen niveles
elevados de oligosacaridos fucosilados en a.1-2, tales como 2'-fucosillactosa (2'FL)
y lacto-N-fucopentosa 1 (LNFP1), en comparacion con aquellas que no son
secretoras (168). FUT3 codifica para la enzima fucosiltransferasa 3, la cual es
responsable de agregar la molécula de fucosa en los enlaces a1-3/4 a GIcNAcC
subterminal de las cadenas de tipo I, dando lugar a la formacion del antigeno Lewis
b en individuos secretores (Lewis a-b+) y del antigeno a en individuos no secretores
(Lewisa+b-). Las personas que no expresan esta enzima son comudnmente
denominadas Lewis negativo (Lewis a-b-) y presentan bajas concentraciones de

oligosacaridos de leche materna fucosilados en a1-3/4 (173).

Por otro lado, es importante mencionar que la sialilacion de los HMOs en enlaces
a2-3 o 02-6, ya sea unida al Gal terminal o al GIcNAc interno, puede ser realizada
por diversas sialiltransferasas. Todavia no se ha determinado con certeza si la

pérdida de la actividad de estas enzimas podria eventualmente resultar en la
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completa ausencia de HMOs sialilados. Se ha planteado la hipotesis de que las
diferencias en los niveles de sialilacion podrian estar relacionadas con posibles
variaciones genéticas en las sialiltransferasas y otras enzimas y proteinas

transportadoras (168).

Los HMOs son el tercer componente mas abundante Yy constituyen
aproximadamente el 20% del total de carbohidratos presentes en la LM (174,175).
No obstante, es importante destacar que la informacién cualitativa solamente esta
accesible para un grupo selecto de 30 HMOs, los cuales representan
aproximadamente el 90% del total de HMOs en cuestion (176). Es fundamental
destacar que, a pesar de que el proceso de sintesis de HMO sigue en lineas generales
un patron basico comun, se presentan variaciones sustanciales en la composicion
de HMO tanto entre individuos como dentro de un mismo individuo,
principalmente debido a las variaciones genéticas presentes en los genes FUT2 y
FUT3. Varias mujeres de distintas regiones geograficas sintetizan una variedad de
subconjuntos de oligosacéaridos, y es importante destacar que la cantidad total y la
proporcion relativa de HMOs experimentan variaciones significativas a lo largo del
periodo de lactancia. EI pico méximo de la concentracion de oligosacéridos de la
leche humana se ha identificado en el calostro, con un promedio que oscila entre 9
y 22 g/L. Esta concentracion disminuye ligeramente en la leche de transicion que
se encuentra en un rango de 8 a 19 g/L y continda su descenso de manera progresiva
durante los meses subsiguientes, llegando a un nivel de 4 a 6 g/L al cumplir los 6
meses de edad (177-182). Existe un reporte que indica que un litro de leche materna

madura puede contener entre 10 — 15 g de HMOs, lo cual representa una
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concentracion entre 100 y 1000 veces mayor que la cantidad de estos compuestos
en la leche bovina (168). La 2’-FL es el HMO mas abundante presente en el calostro
y la leche madura, con concentraciones que varian entre 0.76 y 4.78 mg/mL en
calostro y leche madura. En segundo lugar encontramos la 3-Fucosillactosa (3-FL)
con concentraciones de 0.3-0.58 mg/mL en leche materna (181,183,184). 6’-
Sialilactosa (6’-SL), Disialilacto-N-tetrosa (DSLNT) y 3’-Sialilactosa (3’-SL) son
los HMOs mas abundantes en términos de sialilacion. Por otro lado, Lacto-N-
tetrosa (LNT) y Lacto-N-neotetrosa (LNNT) destacan como los mas abundantes
dentro del conjunto de los HMOs con nucleo neutral (172). Respecto a otros HMOs
como Difucosilactosa (DFL) y 3°-SL, existe una notable discrepancia en cuanto a
las variaciones de sus concentraciones durante el periodo de lactancia, tal como se
ha observado en diversos estudios cientificos (100, 145, 147, 153-156). Sin
embargo, en términos generales, se ha observado que 2'-FL, Lacto-N-difucohexosa
(LNDFH-I), LNFP-I, Lacto-N-fucopentosa Il (LNFP-II), LNT, 3-FL, 6'-SL,
DSLNT, LNnT, DFL, Fucosildisialilacto-N-hexosa (FD-LNH), Lacto-N-
fucopentosa Il (LNFP-III), 3'-SL, Sialillacto-N-neotetrosa ¢ (LST c¢) y
Trifucosilacto-N-hexosa (TF-LNH) parecen ser las estructuras mas abundantes en
la composicién de la leche materna (172). En relacion con el estado secretor, se ha
podido observar que la cantidad total de oligosacaridos fue significativamente
mayor en individuos secretores en comparacion con aquellos no secretores. Entre
los oligosacaridos mas predominantes en los secretores se encuentran 2'-FL, LNFP-
I y LNT, mientras que LNFP Il se encontré en mayor proporcion en los individuos

no secretores (185).
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Los procedimientos mas comunmente empleados para la determinacion cuantitativa
de los HMOS se fundamentas en el uso de la cromatografia liquida (LC, por sus
siglas en inglés) llevando a cabo modificaciones quimicas para la retenciéon y
deteccion de dichos HMOS ya que estos no presentan fluoréforos o croméforos
(186). Esta técnica analitica puede integrarse con otros sistemas como un
espectrometro de masas (MS, por sus siglas en inglés) con la finalidad de potenciar
la sensibilidad (187). Ademas, es factible incorpora la cromatografia liquida de alta
resolucion en fase inversa (RP-HPLC) y el carbono grafitico poroso (PGC) como
fase estacionaria de columna (184,188-191). Otros técnicas analiticas utilizadas son
la electroforesis capilar (CE), la cromatografia de gases (GC), la cromatografia de
intercambio anionico de alta eficiencia acoplada con deteccion electroquimica
pulsada y la cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC) (192-195).
Cada procedimiento experimental requiere de protocolos especificos detallados
para la correcta preparacion de la muestra y la adecuada ejecucion del analisis
correspondiente. Los insumos y equipamiento necesarios para llevar a cabo este
tipo de proyectos suelen tener un costo elevado, lo cual puede representar un desafio
para muchas organizaciones. En muchos casos, ademas, se requiere el acoplamiento
y la integracion de diversas plataformas tecnol6gicas para lograr una
implementacion exitosa. La sensibilidad y especificidad de los métodos utilizados
pueden variar significativamente, lo cual contribuye a la diversidad de los patrones
de HMOs que se han reportado en diferentes estudios cientificos. Esto puede llegar
a representar un desafio significativo al momento de interpretar la cantidad y
diversidad de HMOS presentes en la leche materna, asi como su potencial funcion

bioldgica y beneficios para el desarrollo infantil.
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Se ha establecido que gran parte de los HMOs son metabolizados por el microbioma
intestinal del lactante, o bien son excretados intactos a través de las heces (196); en
tanto que aproximadamente un 1% logra acceder al torrente sanguineo y es
secretado intacto a traves de la orina (197). La asociacion de los HMOs con la salud
de los lactantes sigue siendo objeto de investigacion y es de gran interés cientifico,
ya que su complejidad y sus posibles implicaciones no son completamente
comprendidas, sugiriendo que su influencia podria extenderse a otros sistemas y no
limitarse Unicamente al tracto gastrointestinal (168). En estudios realizados en los
ultimos afios se ha observado que los HMOs podrian ser clasificados como
prebidticos debido a su capacidad para favorecer el desarrollo de microorganismos
beneficiosos para la salud del nifio (198,199). En estudios realizados in vitro, se ha
observado que el consumo de este producto promueve el crecimiento de cepas
beneficiosas como Bifidobacteria (200) y cepas de Staphylococcus como S. aureus
y S. epidermidis (199). Ademas, estos HMOs podrian funcionar como punto de
anclaje para ciertos patégenos que muestran afinidad a oligosacaridos presentes en
la superficie intestinal del nifio; de este modo, se impediria que estos
microorganismos puedan desencadenar enfermedades (97). Los HMOs podrian
modificar el perfil de expresion de los sitios de unién de patdgenos, lo que podria
resultar en una disminucion de las enfermedades infecciosas. Por otro lado, se ha
observado que los HMOs disminuyen la adhesion y activacion de leucocitos en
modelos in vitro y ex vivo (201). Ademas, se ha sefialado que los HMQOs podrian
tener la capacidad de influir en la apoptosis, la proliferacion y la diferenciacion de
las celulas epiteliales intestinales (202), asi como afectar a las células del sistema

inmunologico. Altas concentraciones del HMO 2’-FL se han asociado a reduccion

45



de incidencia de diarreas (203), una significativa disminucion del riesgo de
infeccion por Campylobacter jejuni (204) y se considera un potencial factor de
proteccidn ante ciertos genotipos de rotavirus (205) y NoV (206). Se ha observado
que GI1.10, GL.1 y GI1.17 tienen la capacidad de unirse a los HMOs (206). Ademas,
los nifios cuyas muestras de leche materna presentaban concentraciones mas
reducidas de HMOs a1,2-fucosilados mostraban mayor probabilidad de desarrollar
infecciones por Campylobacter, calicivirus y episodios de diarrea de intensidad
moderada a grave en contraste con aquellos cuyas muestras de leche materna

contenia niveles mas elevados de HMOs al,2-fucosilados (203).

Agentes patdgenos asociados a gastroenteritis

Cada afio, se registran alrededor de 200 millones de casos de enfermedades
diarreicas a nivel global, las cuales contribuyen a la mortalidad de 1.9 millones de
muertes de nifios menores de 5 afios en paises en vias de desarrollo (207). NoV Gl
y GlI, Rotavirus A (RVA), Adenovirus humano (HAdV), Astrovirus (HAstV) y
Sapovirus (SaV), E. coli, Campylobacter spp. y Shigella spp. son los principales

patdgenos asociados a enfermedades diarreicas (52,208).

Un estudio realizado en Peru, con nifios enrolados en los distritos de Chorrillos,
Villa El Salvador, Villa Maria del Triunfo y San Juan de Miraflores, encontro que
la prevalencia de NoV era del 17.4%, siendo mas frecuente en el grupo de nifios
comprendidos entre los 12 y 24 meses de edad (209). El genotipo GllI, identificado
en un 92 % de las muestras positivas para NoV, fue notablemente mas prevalente

en comparacion con el genotipo Gl, el cual estuvo presente en tan solo un 8 % (209).
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En un estudio de cohorte de nacimiento, llevado a cabo en Las Pampas, San Juan
de Miraflores, de 291 nifios seguidos hasta los dos afios de edad, se encontro que
38 % de los nifios experimentd al menos 1 episodio de diarrea asociado a NoV al
afio de edad, mientras que este porcentaje de elevo al 71% a la edad de 2 afios (56).
Adicionalmente, es importante destacar que, de las muestras positivas para NoV, se
identificaron los genogrupos Gll en un 75.8 % de los casos, el genogrupo Gl en un

23.1% y una combinacién GI/GIl en un 1.1%.

Rotavirus (RV) es considerado el principal agente patdgeno responsable de
provocar gastroenteritis aguda mas frecuente en poblacion infantil, especialmente
en nifilos menores de 5 afios (210). Si bien, la prevalencia de infecciones ha
disminuido tras la implementacion de programas de vacunacion, sigue
manteniéndose elevada en infantes (211). En el 2016, se estima que fue responsable
de un total de 128 500 muertes a nivel mundial (212). En un estudio epidemiolégico
realizado en Per0, se observo fracciones atribuibles de RV alcanzaron un valor de
8.9 (IC 95%: 6.8 — 9.7) en nifios menores de 5 afios, incluso posterior a la

implementacién de la vacunacion contra este patdgeno (213).

HAdV puede atacar diferentes sistemas del organismo a nivel respiratorio, hepatico,
renal y gastrointestinal (214). Los genotipos 40 y 41 se han asociado a 1- 20 % de
casos de diarrea en nifios alrededor del mundo (215-217), aunque también se ha
reportado la presencia de HadV-B, HadV-C, HadV-D y HadV-G en heces de nifios

con gastroenteritis aguda (215,217,218).
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SaV es un virus que puede provocar gastroenteritis aguda tanto en animales como
en seres humanos. Los sintomas asociados a esta infeccion son similares a los
ocasionados por el NoV, incluyendo vémitos, diarrea, malestar estomacal y fiebre
(219). Es responsable de entre 1.3 y 8.0% de los brotes de gastroenteritis (220-222).
Suele afectar a menores de 5 afios de edad (223) con una prevalencia que supera el

90% en aquellos con edades comprendidas entre los 20 y los 24 meses (224).

E. coli enterotoxigénica (ETEC) fue responsable de provocar aproximadamente 100
millones de casos de diarrea y ocasionar 60 mil fallecimientos en el afio 2015
(225,226). Una vez que colonizado el epitelio intestinal mediante adhesinas, las
bacterias liberan enterotoxinas termolabiles (LT) y/o termoestables (ST) (227), que
desencadena la aparicion de diarrea y la consiguiente pérdida de electrolitos y agua,
al incrementar la sintesis de nucledétidos ciclicos (228). En el estudio llevado a cabo
en los distritos de Chorrillos, Villa El Salvador, Villa Maria del Triunfo y San Juan
de Miraflores, se logré identificar ETEC en 5.4 % de las muestras heces de nifios

con diarrea, mientras que en las muestras control se encontr6 en un 4.3 % (229).

Las especies de Campylobacter suelen ser la causa de diarrea complicada o
persistente en nifios menores de un afio que requieren hospitalizacion (230). En
paises en vias de desarrollo, Campylobacter se encontro en hasta 32 % de los casos
de diarrea en nifios menores de 5 afios atendidos en establecimientos de salud;
mientras que en Peru, se observd 13.3 % en nifios menores de 12 afios (230).
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli causan cerca del 90 % de infecciones

humanas (231).
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Shigella es responsable de méas de 80 millones de caso de diarrea con sangre y 700
000 muertes por afio a nivel mundial (232). Puede producir diarrea persistente,
deterioro nutricional o incluso la muerte en nifios, presentandose con mayor
incidencia entre 1 y 4 afios (233,234). Su deteccidon en los casos de diarrea en nifios
menores de 5 afos atendidos en establecimientos de salud se ha reportado en 8 — 13

% en paises en vias de desarrollo (37,235).

Coinfecciones por enteropatdgenos

Anteriormente, se consideraba que un solo agente patdgeno era el responsable de
los episodios de gastroenteritis y se le vinculaba con los sintomas clinicos
(236,237); no obstante, gracias a los avances tecnolégicos, se ha descubierto que
multiples agentes pueden coexistir en el mismo huésped, en periodos similares y
desencadenar un proceso de coinfeccion; aunque la comprension de la interaccién
entre los agentes coinfectantes y su impacto en los sintomas o gravedad de la
enfermedad adn es limitada (238). El porcentaje de coinfecciones que se ha
determinado en mdltiples estudios varia considerablemente, oscilando entre un 5 %
y un 76.7 % (83), lo cual complica la tarea de identificar con precision cudl es el
patdgeno asociado a la sintomatologia (239). En un estudio llevado a cabo en una
comunidad suburbana de Lima, se pudo observar que la presencia de coinfeccion
con méas de un patdgenos se presentd en 206/788 muestras (26.1 %). siendo
significativamente mas altos en muestras positivas para NoV que negativas (53%
[146 de 275] frente al 11.6% [60 de 513]; P < 0.001) (52). Ademas, los agentes
coinfectantes mas comunes fueron E. coli diarreogénica (45%), Campylobacter

spp. (12%), Giardia lamblia (9%) y Shigella spp. (3%); los mismos que fueron mas
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prevalentes en muestras de diarrea con porcentajes del 31.0%, 10.5%, 6.5% Yy 6.2%,
respectivamente. En lo que respecta a la severidad de los sintomas, se observo que
los episodios de diarrea con coinfecciones de NoV junto con patdgenos bacterianos
presentaron un mayor nimero de casos y una severidad mas pronunciada en
comparacion con los episodios en los que solo se detecto la presencia de NoV (52).
Gran cantidad de la literatura disponible hasta la fecha que se centra en analizar la
relacién en el consumo de LM y el riesgo de infecciones esta principalmente basada
en datos recopilados en poblaciones europeas y africanas. La asociacion entre los
HMOs y los HBGAs con la infeccion por NoV y otros patdgenos gastrointestinales
aun no ha sido completamente esclarecida en paises latinoamericanos en vias de
desarrollo dado que la composicion de la LM puede experimentar variaciones en
funcién del nivel socioecondmico, la herencia genética, el historial inmunolégico y
el estado nutricional de la madre (141-143). Entendiendo que la interaccion
patégeno-hospedero puede verse afectada por variaciones genémica en el
hospedero que son particulares para los grupos étnicos; que NoV y otros patégenos
tienen la capacidad de unirse a glicanos altamente polimdrficos como los HMOs y
HBGASs (240-243); que se observa una prevalencia elevada de coinfecciones
entéricas en poblaciones de bajos y medianos ingresos y que la existe dificultad
para atribuir un episodio infeccioso en un patdgeno en particular, el analisis del
presente estudio proporcionara informacion importante para comprender el rol de
los HMOs en la infeccion por NoV y otros patdgenos al caracterizarlos en una

poblacién peruana.
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El objetivo de esta investigacion es evaluar si las concentraciones de HMOs en la
leche materna estan asociadas a la presencia de diarrea causada por NoV durante
los primeros seis meses de vida. Aungue la presencia de NoV se detecta en muestras
de heces, esto no implica necesariamente un cuadro de gastroenteritis, ya que
existen diversos factores protectores frente a la infeccion, entre ellos los HMOs. Se
ha reportado que estas moléculas tienen la capacidad de unirse a NoV y neutralizar
su adhesion a los HBGAs del epitelio intestinal, evitando asi que el virus ingrese a
las células para causar infeccion. Aungue no se conoce bien el patrén de anclaje
NoV-HMO. Para abordar esto, se analizaron dos grupos: NoV+/D+, donde NoV se
asocia con diarrea, indicando gastroenteritis activa; y NoV+/D-, donde NoV esta
presente sin causar diarrea. Este andlisis exploratorio busca aportar evidencia sobre
el posible papel protector de la concentracion de los HMOs en la prevencion de
cuadros de gastroenteritis causados NoV.

1.9.2.2 Hipotesis:
Las concentraciones de HMOs en leche materna estan asociadas a la presencia
de diarrea por NoV durante los primeros seis meses de vida.

1.10. 2.3. Objetivo de la Investigacion:
Evaluar si las concentraciones de HMOs en leche materna estan asociadas a la
presencia de diarrea por NoV durante los primeros seis meses de vida.

1.11. 2.4. Materiales y Métodos

2.4.1 Disefo
La presente investigacion es un analisis transversal tipo caso-control de
muestras recolectadas en el estudio primario.

2.4.2 Poblacion y Disefio muestral
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2.4.2.1 Poblacion

1) Poblacién del estudio de la investigacion 2: Nifios que provienen del
estudio primario.

2.4.2.2. Criterios de seleccion

a. Criterios de inclusion

- Madres que dieron lactancia materna exclusiva antes de la primera
infeccion de NoV del nifio.

b. Criterios de exclusion

- Nifios sin evaluacién completa de muestras de heces.

- Nifios que no hubieran cumplido al menos 6 meses de seguimiento.

2.4.3. Muestreo
I. Tipo de muestreo

Para el presente estudio, se analiz6 las muestras de leche materna colectadas durante
el estudio primario. Las muestras se almacenaron a -80° hasta su procesamiento
mediante la prueba de ELISA para la determinacion de concentraciones de HMOs.
La seleccion de las muestras a procesar se realizd considerando estrictamente los

criterios de inclusion y exclusion.

2.4.4. Procedimiento del estudio.
La informacién detallada sobre la recoleccion de datos, que abarca tanto los
cuestionarios empleados como la obtencion y el procesamiento de muestras
bioldgicas, ha sido detalladamente elaborada en la seccién 1.4.4.2 del documento.

Muestras bioldgicas
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a. Procesamiento de muestras bioldgicas

1. Cuantificacion de HMOs
Las muestras de leche materna fueron enviadas a la Universidad de California,
San Diego, en los Estados Unidos, con el propésito de cuantificar los HMOs
mediante la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Para ello, se
emple6 una columna amida-80 (15 cm de longitud, 2 mm de didametro interno, 3
um de tamafio de particula) y un sistema de amortiguacion basado en formiato
de amonio-acetonitrilo (50 mmol/L). La separacidon se realiz6 a una temperatura
de 25°C, y se realizé un monitoreo mediante un detector de fluorescencia con
una excitacion a 360 nm y una emision a 425 nm (147).
2. ldentificacion de patdgenos entéricos.
La metodologia referente a la identificacion de NoV y ETEC, ha sido desarrollada
en la seccién 1.4.4.2.
a. Deteccion de Campylobacter
Se realiz6 PCR usando las regiones conservadas del gen IpxA especificos para C.
jejuni en un mix de volumen final de 25 pl que contenia 10 pmol/ul de primer
forward y 10 pmol/ul de primer reverese, 200 UM de cada dNTPs, 1X de buffer de
reaccion sin MgCl,, 2 mM de MgCl. (Qiagen, Valencia, California) y 1.25 unidades
de Tag ADN polimerasa. Se afiadieron 20 ng de ADN genomico.
El protocolo de ciclamiento fue 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 miny 72 °C por 1
min, con un tiempo de extensién final de 5 min, para un total de 35 ciclos. Los
productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 3%, tefiidos con bromuro de
etidio, visualizados bajo luz UV (244).

b. Deteccion de parasitos
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La deteccion parasitolégica se realizd mediante microscopia utilizando objetivos de
10X y 40X para identificar las diferentes formas parasitarias como quistes,

trofozoitos y huevos.

2.4.5. Variables de estudio

Variable dependiente 1:

Concentracion de HMOs en leche materna: La concentracion de
HMOs fue determinada por HPLC.

Tipo de variable: numérica, continua, de razon.

Variable independiente:

Diarrea por NoV: Esta es una variable que clasifica en dos grupos las

muestras de leche materna tomadas durante el estudio primario,

basandose en la combinacion de dos observaciones derivadas de los
andlisis de heces de sus respectivos hijos: la presencia de infecciones por

NoV vy la presencia de episodios de diarrea.

a. NoV+/D+: El nifio present6 infeccion por NoV y episodio de diarrea
dentro de los 7 dias anteriores o posteriores a la coleccion de leche
materna.

b. NoV+/D-: El nifio presentd infeccion por NoV dentro de los 7 dias
anteriores o posteriores a la coleccion de leche materna, pero no
presento diarrea en el mismo periodo.

Otras variables exploratorias

- Coinfeccidn por enteropatdgenos: La deteccion de al menos dos
patégenos (NoV Gl, NoV Gll, SaV, RoV, HAdV, Campylobacter,

Shigella, ETEC o parésitos) en las muestras de heces mediante PCR
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0 microscopia segun sea el caso. Se categorizd en “presencia de
coinfeccion” y “ausencia de coinfeccion”.
- Tipo de variable: cualitativa, dicotomica, nominal.
2.4.6. Procesamiento y analisis estadistico.
Para la evaluacion de diferencias en las concentraciones entre los grupos,
se empled la prueba de Mann-Whitney, una prueba no paramétrica idonea
para la interpretacion de datos en muestras pequefias y con distribucion
que no cumple los supuestos de normalidad. Se consider6 un nivel

significancia de 0.05.
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Figura 3. DAG Grafico aciclico dirigido (DAG) de la asociacion de
la HMOs con la presencia de infecciones por NoV en el que se
observa las variables de confusion.

2.4.7. Potencia estadistica
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Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el presente anélisis,
considerando que luego de la clasificacion de las muestras de leche se obtuvo
6 muestras en el grupo NV+/D+ y 16 en el grupo NV-/D+ y que la proporcion
del HMO mas abundante fue de 0.24 y 0.45, respectivamente, se obtuvo un

poder estadistico de 7 %.

. power twomeans ©.24 .45, nl(6) n2(16) alpha(®.05)

Estimated power for a two-sample means test

t test assuming sdl = sd2 = sd

H@: m2 = ml versus Ha: m2 !=ml

Study parameters:

alpha 0.0500

N
N1
N2

N2/N1

delta
ml
m2
sd

16
2.6667
0.2100
0.2400
9.4500
1.0000

Estimated power:

power = @.0702

1.12. 2.5. Resultados

1. Concentracion de HMOs asociado a presencia de diarrea por NoV

De acuerdo con los criterios de inclusion y exclusidn, se seleccion6 un total de 154
muestras de leche materna, de las cuales 6 fueron incluidas en el grupo NoV
positivo con diarrea (NoV+/D+) y 16 en grupo NoV positivo sin diarrea (NoV+/D).
Las caracteristicas de los nifios en los grupos fueron similares entre los grupos, lo
que sugiere que las diferencias observadas en los resultados del analisis estadistico
no fueron influenciadas por factores de confusion relacionados con estas variables
(Anexo 4). Se analizaron 19 HMOS con la prueba de Mann-Whitney no

encontrandose diferencias estadisticamente significativas (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de HMOs por grupo asignado.
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NoV+/D+ (6) NoV+/D- (16)

HMO mediana+RI1Q mediana+RIQ p
2’-FL 24.16+29.77 45.69+36.47 0.115
3’-FL 6.33£22.81 4.58+6.16 0.971
LNNT 1.43+3.89 1.65+0.90 0.856
3°-SL 3.69+0.98 4,13+4.23 0.802
DFLAC 3.38+2.68 3.60+1.94 0.693
6’-SL 2.91+2.75 3.36+£3.01 0.914
LNT 8.77+4.98 4.66+3.05 0.115
LNFP1 9.74£12.03 7.46£14.50 0.971
LNFP2 9.65+3.02 8.3245.00 0.261
LNFP3 0.59+0.33 0.51+0.36 0.858
LSTB 0.63+0.45 0.42+0.37 0.329
LSTC 0.75+0.37 0.78+0.87 0.590
DFLNT 1.86+5.88 4.01+4.48 0.494
LNH 0.43+0.08 0.58+0.52 0.329
DSLNT 1.61+2.88 1.29+1.01 0.329
FLNH 0.40+0.49 0.53+0.65 0.858
DFLNH 0.49+0.09 0.41+1.40 0.802
FDSLNH 1.35+0.59 1.40+1.38 0.971
DSLNH 0.28+0.25 0.3940.72 0.231

2. Analisis exploratorio — concentracion de HMOs asociada a la presencia de
diarrea en nifios con infeccion NoV negativa

Debido a que no se encontré diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones de HMOs en los grupos cony sin diarrea en nifios infectados por
NoV, se exploraron los grupos NoV negativo con diarrea (NoV-/D+) y NoV
negativo sin diarrea (NoV-/D-). Este analisis identifica si las concentraciones de
HMOs en leche materna varian segun la presencia de diarrea en nifios sin infeccion
por NoV, lo que ayuda a identificar posibles diferencias en la interaccién entre los
HMOs y otros patdgenos o factores que contribuyen a la diarrea. De los 19 HMOS
analizados con la prueba Mann-Whitney, se identificaron diferencias

estadisticamente significativas en 6’-SL, LNFP-I, DFLNT y FLNH (Tabla 4). LA
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Figuras 4a, 4b y 4d muestran la distribucion de las concentraciones de 6’-SL,
LNFP-1y FLNH en nifios sin infeccion por NoV, diferenciados por la presencia de
diarrea. En todos los casos, el grupo sin diarrea presenta una mayor variabilidad en
las concentraciones de estos HMOs, con algunos valores que superan el 30% en el
caso de 6’-SL y 25 % en LNFP-I. Sin embargo, las medianas de las concentraciones
son mayores en el grupo con diarrea (5.56+6.67, 11.57+£10.73, 0.83+0.86) en
comparacion al grupo sin diarrea (3.114+3.90, 5.54+7.09, 0.46+0.74) para 6’-SL,
LNFP-1 y FLNH, respectivamente. Caso contrario, en la figura 4c, el grupo con
diarrea agrupa la mayoria de las observaciones de concentracion de DFLNT cerca
de 0%, con pocos valores que superan el 5% (mediana de 1.22+0.92). En el grupo
sin diarrea, la distribucion es mas amplia, con varios puntos que tienen valores mas
altos, sobre todo entre 0% y 5%, pero también se ven algunos valores mas altos
cerca del 15% y hasta el 20% (mediana de 1.69+5.63). Este estudio indica que los

niveles de DFLNT suelen ser menores en nifios con diarrea que en nifios sin diarrea.

Tabla 4. Concentracion de HMOSs por grupo asignado.

NoV-/D+ (25) NoV-/D- (107)

HMO medianatRI1Q medianatRIQ p
2’-FL 20.86+18.85 27.31+30.27 0.116
3’-FL 18.58+32.19 9.29+31.16 0.054
LNNT 0.81+0.68 1.15+1.31 0.086
3°-SL 3.65+2.85 4.96+3.25 0.060
DFLAC 3.31+0.97 3.05+1.68 0.556
6°-SL 5.56+6.67 3.11+3.90 0.001
LNT 6.09+4.10 5.25+4.78 0.514
LNFP1 11.57+10.73 5.54+7.09 0.035
LNFP2 9.44+4.54 10.7145.18 0.247
LNFP3 0.31+0.21 0.33+0.36 0.552
LSTB 0.35+0.28 0.38+0.38 0.460
LSTC 1.09+1.25 0.95+1.00 0.084
DFLNT 1.22+0.92 1.69+5.63 0.014
LNH 0.64+0.54 0.52+0.60 0.144
DSLNT 0.91+0.47 1.04+1.28 0.343
FLNH 0.83+0.86 0.46+0.74 0.002
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DFLNH 0.82+1.05 0.40+0.55 0.061

FDSLNH 1.12+1.16 1.20+1.28 0.449
DSLNH 0.43+0.41 0.34+0.50 0.326
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Figura 4. Comparacion de las concentraciones de HMOs con
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con
y sin diarrea en nifios con infeccion NoV negativa.

3. Andlisis exploratorio de infecciones por otros patdgenos y coinfecciones
Debido a que se encontréo 3 HMOs con concentraciones mas altas en el grupo con
diarrea sin la presencia de NoV, se exploro la posible presencia de otro patdgenos

en este grupo NV-/D+. Se detectaron Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)



en 7 de muestras, SaV en una muestra y RoV-HAdV en otra muestra (datos no
mostrados). Respecto a la presencia de coinfecciones, de las 154 muestras de heces
analizadas, se identificaron seis casos de coinfeccion: cuatro correspondieron a

NoV-ETEC, uno a RoV-HAdV y uno a NoV junto con un parasito.

Tabla 5. Coinfecciones e infecciones por otros patdgenos

NoV+/D- NoV-/D-

Otros patdgenos NoV+/D+ (6) (16) NoV-/D+ (25) (107)
ETEC 1 3 7 -
SaVv - - 1 -
RoV- - - 1 -
HAdV

Parasito 1 - - -

1.13. 2.6. Discusion.

Al analizar 19 HMOs utilizando la prueba de Mann-Whitney, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos NoV+/D+ y NoV+/D
lo que podria indicar que, en este anlisis preliminar, los HMOs no estan asociados
de manera significativa con la presencia de diarrea en nifios con infeccion por
NoV, o que factores adicionales podrian estar influyendo en la variabilidad de los
resultados. Es importante sefialar que el nUmero de muestras en cada grupo es
relativamente pequefio, lo que limita la capacidad para detectar diferencias
significativas por lo que seria necesario realizar estudios adicionales con mayor
numero de muestras. Aunque no era parte del objetivo de este estudio, al no
encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
de HMOs en los grupos con y sin diarrea en nifios infectados por NoV, se realizd
un analisis exploratorio entre los grupos de nifios sin infeccion por NoV. Se
observé que las concentraciones de 6’-SL, LNFP-1 y FLNH tenian mayor

variabilidad en el grupo sin diarrea, aunque las medianas fueron menores al grupo
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con diarrea. Estudios previos indican que 6’-SL puede influir en la infectividad de
virus como RoV, al inhibir la union del virus a las células, especialmente en cepas
dependientes de &cido sialico (249). Otras investigaciones indican que la capside
de NoV reconoce LNFP-I polivalente y monovalente pudiendo impedir la union
de la cépside de NoV a los receptores de la superficie celular previniendo
infeccion (245). LNFP-1 bloguea la union de los virus VLP de G1.4 a los receptores
HBGA. También, mayores concentraciones de este HMO se han asociado a
abundancia de Bifidobacterium, particularmente B. longum, el cual forma parte de
la microbiota intestinal (246). Esto sugiere que las concentraciones elevadas de
LNFP-1 en el grupo con diarrea podrian estar actuando como un mecanismo de
defensa para evitar la union de patégenos al epitelio intestinal, aunque también
podria reflejar un aumento en la respuesta inmunolégica en presencia de diarrea
(247). Estos compuestos podrian estar relacionados con otros factores de disbiosis
o vulnerabilidad del intestino que facilitan la aparicion de diarrea en ausencia de
NoV. Esto podria deberse a que estos HMOs no interfieren directamente con el
NoV, pero podrian estar involucrados en la regulacion de la microbiota intestinal
u otros mecanismos inmunomoduladores que impactan la susceptibilidad a la
diarrea. Segun la literatura existente, determinados HMOs pueden tener un
impacto en la composicion de la microbiota y propiciar el desarrollo de bacterias
beneficiosas, lo cual podria justificar sus efectos indirectos en la proteccion contra
infecciones (248). LNFP-1 y FLNH tienen fucosa en su estructura y estudios
previos han sefialado que la fucosa es crucial en el reconocimiento del dominio
VP1 de las cepas GllI de NoV (39,125). Se ha reportado que altos niveles de

oligosacaridos fucosilados en leche humana con una menor incidencia de diarrea
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por calicivirus en lactantes (203). EI hecho de que en el grupo NV-/D+ se
encontrara patégenos como ETEC, SaV y RoV-HAdV, podria sugerir otras
infecciones virales y bacterianas podrian estar desempefiando un papel importante
en la diarrea de los nifios. Las concentraciones de DFLNT son predominantemente
altas en el grupo sin diarrea y esto podria deberse una mayor defensa intestinal o

una regulacion mas eficiente de la respuesta inmune frente a infecciones.

Es importante subrayar que, a pesar de que se detectaron correlaciones entre los
niveles de HMOs especificos y la presencia de NoV o diarrea, no es factible
postular una relacién causal. La heterogeneidad en la composicion de los HMOs
puede ser afectada tanto por factores genéticos de las madres como por el proceso
de lactancia y el ambiente circundante. En investigaciones futuras, resultaria
relevante investigar la correlacion longitudinal entre los microorganismos
especificos y la prevalencia de infecciones gastrointestinales en nifios, incluyendo
un examen de la incidencia de la diversidad microbiota intestinal y su funcién en

la salud gastrointestinal.

1.14. 2.7. Conclusiones.
No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de HMOs
entre los grupos NoV+/D+ y NoV+/D-, lo que sugiere que los HMOs no estan
asociados de manera directa con la presencia de diarrea en nifios infectados por
NoV. Sin embargo, debido al tamafio limitado de la muestra, se recomienda
realizar estudios con mayor cantidad de muestras para obtener resultados mas

robustos. En el analisis exploratorio entre los grupos sin infeccién por NoV, se
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observo que 6’-SL, LNFP-1 y FLNH presentaban medianas de concentracion
mayores lo que podria ser indicativo de que cumplen un rol en la defensa contra
NoV, pero no de otros patdgenos como los detectados (ETEC, SaV y RoV-
HAdV); sin embargo, no queda claro que otros factores podrian estar influyendo

en la presencia de diarrea.

IV. ASPECTOS ETICOS

Este estudio utilizd las muestras previamente recolectadas durante el estudio
primario, por consiguiente, no fue necesario establecer contacto directo con
individuos de la cohorte ni obtener un consentimiento informado. El estudio
primario cuenta con la aprobacion por parte del Comité de Etica e Investigacion de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia (CIE-UPCH) con el numero de registro
SIDISI 65178, en el cual se contempla el uso de las muestras recolectadas para
futuros andlisis y estudios adicionales con fines de investigacion. Las muestras
bioldgicas se mantuvieron debidamente codificadas con el fin de preservar la
confidencialidad y proteger la privacidad de los individuos participantes en la
investigacion. En el momento de la divulgacion de los hallazgos obtenidos en el
estudio, se omitio cualquier dato que pueda llevar a la identificacion de los sujetos
involucrados en el mismo.

Una vez obtenida la aprobacion por parte del CIE-UPCH, se dio inicio a la
ejecucion y puesta en marcha del mencionado proyecto. Durante el desarrollo de la
investigacion, se garantizd de manera estricta el cumplimiento de las directrices
establecidas en la Declaracion de Helsinki, asi como la adopcion de las

recomendaciones emitidas del CIE-UPCH.
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V. LIMITACIONES

Este estudio exhibe ciertas limitaciones, tales como el tamafio pequefio de nifios
no secretor, lo que podria haber restringido la capacidad estadistica de algunas
comparaciones. Adicionalmente, a pesar de gque se controlaron maltiples variables
a través de un analisis multivariado, no se lograron ajustes para abarcar todas las
posibles fuentes de confusion, tales como factores socioecondmicos 0 acceso a
servicios de salud, que pueden incidir en la incidencia de infecciones. En
investigaciones subsiguientes, se aconseja expandir la muestra y contemplar una
evaluacion exhaustiva de otros factores ambientales y genéticos que puedan
alterar la correlacion entre la lactancia materna y la susceptibilidad a infecciones

virales.

A pesar de que la investigacidn abarcd una muestra representativa de lactantes, el
examen de subconjuntos de HMOs especificos en relacion con la infeccién por
NoV vy la presencia de diarrea puede restringir la extrapolacién de los resultados a
otras poblaciones. Adicionalmente, la naturaleza observacional de la investigacion
obstaculiza la determinacion de relaciones causales definitivas entre los niveles de
HMOs vy la incidencia de NoV o diarrea. Las variaciones significativas en los
HMOs en la leche materna pueden ser atribuibles a factores genéticos y
ambientales, factores que pueden tener un impacto en los resultados obtenidos. La
ausencia de control sobre estas variaciones individuales constituye una restriccion

en la exactitud de los descubrimientos.
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VI. RECOMENDACIONES GENERALES

Para concluir, esta investigacion enfatiza la funcion esencial de la lactancia materna
exclusiva en la salvaguarda contra infecciones gastrointestinales en lactantes. Los
hallazgos subrayan la necesidad de fomentar politicas de salud publica dirigidas a
prolongar la lactancia materna exclusiva y examinar el rol del estado secretor en
poblaciones de alto riesgo. Esta estrategia podria contribuir a una disminucion
considerable en la incidencia de enfermedades diarreicas durante la infancia. Se
aconseja llevar a cabo investigaciones longitudinales con un seguimiento mas
exhaustivo para examinar la manera en que los perfiles de HMOs en la leche
materna inciden en la salud gastrointestinal infantil a lo largo del tiempo. Esto
implica evaluar su influencia en la microbiota y su funcién en la inmunidad a largo

plazo.

VIl. CONCLUSIONES GENERALES

En conclusion, esta investigacion destaca la relevancia de la lactancia materna
exclusiva durante los primeros seis meses de vida como un elemento protector
relevante frente a infecciones por norovirus siendo que cada dia adicional de
lactancia exclusiva redujo el riesgo de infeccién en un 36 % (HR: 0.64; IC 95

%: 0.42-0.98; p=0.041).

Aungue no se encontré asociacion significativa entre la concentracion de
HBGAs en saliva y el riesgo de infeccién por NoV, esto resalta que otros
componentes bioactivos en la leche materna, como HMOs e IgA especificas,

podrian jugar un rol mas relevante en la proteccién contra infecciones.
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Los resultados del presente estudio sugieren una ausencia de asociacion
significativa entre la concentracion de oligosacaridos de la leche materna
(HMOs) vy la presencia de diarrea en nifios infectados con NoV durante los
primeros seis meses de vida; sin embargo, se debe resaltar el nimero pequefio
de muestras analizadas en cada grupo, por lo que seria recomendable llevar a
cabo el estudio a mayor escala. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de
fomentar la lactancia materna como una estrategia esencial para la mejora de la
salud infantil y la disminucién de la morbilidad vinculada a infecciones

gastrointestinales.
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de fecha agosto 2015.

S. Asentimiento de madres menores de 18 afios, version 2.1 de fecha setiembre 2015.

6. Consentimiento para bioespecimenes parental para niiios, version 2.1 de fecha setiembre
2015.

7. Consentimiento para bioespecimenes de madres (mayores de 18 aflos), version 2.1 de fecha
setiembre 2015.

8. Consentimiento para bioespecimenes parental para madres menores de 18 aios, version
2.1 de fecha setiembre 2015.

9. Asentimiento para bioespecimenes de madres menores de 18 afios, version 1.1 de fecha
setiembre 2015,

La APROBACION considera el cumplimiento de los estdndares de la Universidad, los lineamientos
Gientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacién del equipo investigador y la
Confidencialidad de los datos, entre otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad debera ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. El investigador reportard cada seis meses el progreso del estudio y alcanzard un informe al
término de éste. La aprobacién tiene vigencia desde 13 emision del presente documento hasta el 14 de
noviembre del 2016. Si aplica, los trdmites para su renovacién deberdn iniciarse por lo menos 30 dias
previos a su vencimiento.

Lima, 15 de noviembre del 2015 P
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Presidenta e
Comité Institucional de Etica en Investigacion
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Anexo 2.

UnSTRSIDAD FERLANA

CAYETANO HEREDIA

COMNSTANCIA-CIEI-016-01-24

El Presudente del Comité Insn

tucional de Etica en Invessgmcion (CIEL de ln Universidad Peruana
mr que el proyecto de investpacidn se 1

Cavetann tll.'l.'\.'l“.l. |1.I.\'.'I.' TN I.':ElC:l & oonimmuacHin  tue

APROBADO por el Comite Instimcional de Etica en Investigncion, bajo la cateporia de revision
EXENTO. La aprubacion seri informada en la sesion mas prosima. del comite.

Titules del Provecto HEpidermdologia de la infeccion por notovirus en nifios
menores de dos afios en Villa El Sabvador, Lima, Pend: rol de la
lactanciu materna, HMOs, HBGAs v coinfecciones™

Cadigm SIDMSI $ 21313
Inwvestignedesria) principal (o) : Toledos Cornepo, Amgrie Katushka
La aprobacon incluys los documentos finales descritos 2 contmnacson:
L Protocols de investigacidn, version 1 de fecha noviembre del 2023,

Lo APROBACION considera ¢l cun:||'||'.n:|i|.':|.rt:- de los estandares de la Undversidad, los lineamientos
Cientificos v éticos, e balince negpo/beneficio, la calificacion del equipo mvestipador v la
confrdenciabidad de los dates, entre otros.

Cuoalguier enmienda, desviaciones, eventalidad debera ser reportada de acuerdo a los plazos ¢ normas
establecidas. La categmrin de EXENTO s otorpado al provecto por un periode de cnce anos en tanta
b cateporia se mantenga ¥ neexistan cambios o desviackones al prosocole ongnal. Elinve loar esta
exomerado de presentar un reporte del progreso del estudic por el periods arriba desenitn vosalo
alecanzard un informe final al téeminog de éste. La aprobaecion tene vigencia desde la emision del presente
documento hasta ¢l 17 de diclembere del Z028.

El presente provecie de investigacion sile podei iniciarse despuds de haber obtenide Infs)
atorfsaciinfes) de bifs) fnsaiecidnfes) donde se efecuta,

S aplea, los tramites para su rencvacion deberan mniciarse por Jo menos 30 dis previos 2 su
vencimiente.

Lima, 18 de diclembre de 2023,

af/ Yo 7

e Manuel Radl Pérez Martinot

Presidente
Comite Institucional de Erca en Investpaciin

A, Honosio Delgade 430
Sam Mamtin de Pofred

Apariado Poglal 4114
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Anexo 3.

Tabla S1. Comparacion de las caracteristicas de los nifios incluidos y
excluidos en el anlisis del estudio 1.

Nifios incluidos

Nifios excluidos

Caracteristicas n (%) n (%) p
Sexo del Nifio 0.219*
Femenino 150 (50.17) 27 (60.00)
Masculino 149 (49.83) 18 (40.00)
Grupo sanguineo 1.0007
O+ 216 (78.55) 1 (100.00)
O- 4 (1.45) 0 (0.00)
A+ 35 (12.73) 0(0.00)
B+ 20 (7.27) 0 (0.00)
Estado secretor nifio 0.054*
Secretor 229 (98.71) 30 (93.75)
i No secretor 3(1.29) 2 (6.25)
Indice de Probabilidad
de Pobreza 52.43+9.95 53.74+8.88 0.434**
Grado de instruccion madre 0.1767
Primaria
incompleta o
menos 23 (7.72) 7(18.42)
Primaria
completa 84 (28.19) 8 (21.05)
Secundaria
completa 154 (51.68) 20 (52.63)
Superior no 37 (12.42) 3(7.89)
universitaria
completa 0 méas
Fuente de agua 0.631*
Conexién
intradomiciliaria 233 (78.19) 31 (81.58)
Otras fuentes 65 (21.81) 7 (18.42)
Eliminacion de excretas 0.799*
Desague
intradomiciliario 246 (82.55) 32 (84.21)
Otro 52 (17.45) 6 (15.79)

* El valor p fue obtenido mediante la prueba de Chi cuadrado
1 El valor p fue obtenido mediante la prueba exacta de Fisher

** El valor p fue obtenido mediante la Prueba t de Student



Anexo 4.

Tabla S2. Comparacion de las caracteristicas de los nifios de la cohorte de
acuerdo con el grupo asignado.

NoV+/D+ NoV+/D-

Caracteristicas n (%) n (%) p

Caracteristicas de los nifios

Sexo del Nifio 0.132*
Femenino 4 (66.67) 5 (31.25)

Masculino 2(33.33) 11 (68.75)

Grupo sanguineo 0.768+
O+ 4 (66.67) 11 (78.57)

A+ 1 (16.67) 1(7.14)
B+ 1(16.67) 2 (14.29)

Estado secretor nifio 0.356*
Secretor 6 (100.00) 16 (100.00)

Caracteristicas de las madres

Estado secretor 0.096*
Secretor 5 (83,33) 16 (100.)

No secretor 1(16.67) 0 (0.00)

Grado de instruccion 0.26871
Primaria
incompleta o 1 (16.67) 1 (6.25)
menos
Primaria
completa 2 (33.33) 8 (50.00)

Secundaria

completa 1(16.67) 6 (37.50)
Superior no

universitaria 2 (33.33) 1 (6.25)
completa 0 mas

Caracteristicas de las viviendas

Fuente de agua 0.449*
Conexion 5(83.33) 15 (93.75)
intradomiciliaria
Otras fuentes 1(16.67) 1(6.25)

Eliminacion de excretas 0.449*
Desaglie 5 (83.33) 15 (93.75)
intradomiciliario
Otro 1(16.67) 1 (6.25)

* El valor p fue obtenido mediante la prueba de Chi cuadrado
1 El valor p fue obtenido mediante la prueba exacta de Fisher
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Tabla S3. Comparacion de las caracteristicas de los nifios de la cohorte de

acuerdo con el grupo asignado.

NoV-/D+ NoV-/D-

Caracteristicas n (%) n (%) p

Caracteristicas de los nifios

Sexo del Nifio 0.172*
Femenino 10 (40.00) 59 (55.14)

Masculino 15 (60.00) 48 (44.86)

Grupo sanguineo 0.615+

O+ 20 (83.33) 74 (70.48)
O- 0 (0.00) 1(0.95)
A+ 2 (8.33) 19 (18.10)

B+ 2 (8.33) 11 (10.48)

Estado secretor nifio 0.487*
Secretor 25 (100.00) 103 (98.10)

No secretor 0 (0.00) 2 (1.90)

Caracteristicas de las madres

Estado secretor 0.795*
Secretor 23(92.00) 100 (93.46)

No secretor 2 (8.00) 7 (6.54)

Grado de instruccion 0.281%
Primaria
incompleta o 1 (4.00) 8 (7.48)
menos
Primaria
completa 3 (12.00) 29 (27.10)

Secundaria 16 (64.00) 58 (54.21)
completa

Superior no

universitaria 5 (20.00) 12 (11.21)
completa 0 mas

Caracteristicas de las viviendas

Fuente de agua 0.051*
Conexién 23 (92.00) 79 (73.83)
intradomiciliaria
Otras fuentes 2 (8.00) 28 (26.17)

Eliminacion de excretas 0.373*
Desague 22 (83.00) 86 (80.37)
intradomiciliario
Otro 3(12.00) 21 (19.63)

* El valor p fue obtenido mediante la prueba de Chi cuadrado
1 El valor p fue obtenido mediante la prueba exacta de Fisher



