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Resumen

Antecedentes: Uno de los componentes mas abundantes de la leche materna son los
oligosacaridos. Estas moléculas han probado efecto prebidtico, antimicrobiano y antiadherente,
siendo un potencial agente protector frente a infecciones del periodo neonatal, entre ellos, la

sepsis neonatal.

Objetivos: Describir la composicion y caracteristicas de los oligosacéaridos de la leche materna
en madres peruanas con hijos con muy bajo peso al nacer e identificar si algin oligosacérido esta

asociado a menor riesgo de sepsis tardia.

Materiales y métodos: Es un analisis de datos secundarios tomados de un ensayo clinico
aleatorizado. Se realiz6 un estudio de tipo cohorte retrospectiva, donde participaron neonatos con
peso al nacer de <1500 gr, con al menos una muestra de leche y seguimiento completo por 30
dias. Los oligosacaridos fueron medidos por cromatografia liquida de alta presion. Los eventos
de interés se evaluaron mediante un andlisis de supervivencia usando analisis factorial para

resumir las variables.

Resultados: Se incluyeron 153 sujetos con 208 muestras de leche entre calostro y leche madura.
Los oligosacaridos mas abundantes fueron 2’-fucosillactosa, lacto-N-fucopentosa | y lacto-N-
tetraosa. La frecuencia de fenotipo Secretor fue de 93%. Se encontr6 que el fenotipo Secretor
tiene mayor concentracion total de oligosacaridos que el fenotipo No Secretor (11.45 vs 7.78
gr/L). Un factor correlacionado con el oligosacéarido fucosil- disialillacto-N-hexaosa (FDSLNH)

parece tener un efecto protector frente a sepsis neonatal tardia.

Conclusiones: Se hallo una posible asociacion entre FDSLNH y menor riesgo de sepsis tardia

que debe ser confirmada por futuros estudios.
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Abstract
Background: Oligosaccharides are one of the most abundant components in human milk. They
have proven prebiotic, antimicrobial and antiadhesive effects, and are a potential protective agent

against neonatal infections, among them, late onset sepsis.

Objectives: This study aims to describe the composition and characteristics of human milk
oligosaccharides (HMO) in Peruvian mothers of very low birth weight infants and identify a

possible association to a lower incidence of late onset sepsis.

Design: This is a secondary data analysis from a randomized clinical trial. We conducted a
retrospective cohort, where participants were neonates with very low birth weight (<1500 gr)
with at least one milk sample and completed follow-up for 30 days. The oligosaccharides were
measured by high-performance liquid chromatography. The outcomes were evaluated through

survival analysis using factor analysis to summarize variables.

Results: We included 153 mother-infant pairs and their 208 milk samples. The most abundant
oligosaccharides were 2’ -fucosyllactose, lacto-N-fucopentaose and lacto-N-tetraose. The
frequency of Secretor phenotype was 93%. Secretor phenotype had higher amounts of total
oligosaccharides than Non Secretors (11.45 vs 7.78 gr/L). One of the factors, which was tightly
correlated to the oligosaccharide fucosyl-disialyl-lacto-N-hexaose (FDSLNH) shows a protective

effect against late onset sepsis.

Conclusions: We found a possible association between the oligosaccharide FDSLNH and a lower

risk of developing late onset neonatal sepsis that needs to be confirmed in future research.



Introduccion

La sepsis neonatal es un problema de salud global que contribuye significativamente con la
morbilidad y mortalidad infantil. La sepsis neonatal tardia, aquella que se presenta luego de las
primeras 72 horas de vida, estd asociada tanto a infecciones adquiridas en la comunidad como
intrahospitalarias (1). Por otro lado, la leche materna ha demostrado poseer efectos protectores
contra sepsis neonatal, enterocolitis necrosante (NEC), y otras infecciones, especialmente en
bebés pretérminos o con muy bajo peso al nacer. (2) Este efecto protector puede deberse a
multiples componentes de la leche materna, incluyendo inmunoglobulinas, citoquinas,

lactoferrina y, de acuerdo a Gltimas investigaciones, oligosacaridos.(3)

Los oligosacaridos de la leche materna (HMO por sus siglas en inglés, human milk
oligosaccharides) son el tercer componente mas abundante de la leche y poseen un rol
fundamental en la funcién protectora de ésta. Sus efectos bioldgicos mas relevantes son: 1)
Prebioticos, dan forma al microbioma intestinal al servir como sustratos metabolicos para
microorganismos entéricos seleccionados como Bifidobacterium y Lactobacillus (4); 2) Anti-
adhesivos, bloquean la adhesion de bacterias, virus y protozoarios o sus toxinas a las células
epiteliales. Esto se basa en la homologia estructural entre el HMO y el receptor de la célula
huésped. Algunos incluyen a patdgenos relacionados con sepsis como S. pneumoniae y L.
monocytogenes (5) y a patdgenos entéricos como rotavirus, norovirus, Campylobacter jejuni, E.
coli enteropatogénica, Entamoeba hystolitica y Clostridium perfringens, (6,7); 3)
Antimicrobianos, afectan directamente la proliferacion de bacterias y hongos. Existe un efecto
bacteriostatico hacia Streptococcus Grupo B, y disminucion dosis-dependiente de la invasion por
Candida albicans en celulas epiteliales intestinales de prematuros (7,8). 4) Inmunomoduladores

intracelulares y extracelulares, que alteran la respuesta del huésped, un ejemplo de esto son las


https://paperpile.com/c/bYVeBC/YOoK
https://paperpile.com/c/bYVeBC/aBnm

expresiones genéticas que conducen a cambios en la superficie celular, suprimen vias
apoptoticas, reducen la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en macréfagos, asi como otros

mecanismos adicionales. (7,9)

Los oligosacaridos son parte de una familia amplia y heterogénea de carbohidratos, con méas de
200 diferentes tipos identificados en la leche materna hasta la actualidad. (4) Son uno de los
principales componentes de la leche materna y su concentracion habitual oscila entre 5-15 g/L de
leche, pudiendo ser mayor en el calostro o en mamas con nifios pretérmino (10). Esta
concentracion es incluso mayor a la de las proteinas, las cuales se encuentran concentradas en
aproximadamente 8 g/L (11). Su composicion es muy variable, tanto entre madres como en la
misma madre dentro de diferentes periodos de la lactancia. La variacion mejor caracterizada se da
por la fucosilacion de los oligosacaridos y depende del estado secretor (Se) o del estado Lewis
(Le) (10). El fenotipo Secretor (Se) se refiere a la actividad de dos locus genéticos que codifican
a la al-2-fucosiltransferasa (conocida como FUT2), mientras que el fenotipo Lewis (Le) a la
actividad de la a1-3/4-fucosiltransferasa (FUT 3). Ademas, estos varian en tipo y cantidad entre

madres de nifios a término y pretérmino. (12)

Los HMO estan compuestos por los 5 monosacaridos: glucosa (Glc), galactosa (Gal), N-
acetilglucosamina (GIcNAc), fucosa (Fuc) y éacido sialico (Sia). Todos los HMO contienen
lactosa en su extremo reductor y pueden ser elongados en ese extremo con extensiones de tipo 1
(adicionando lacto-N-biosa por medio de un enlace B1-3 o B1-6) o extensiones de tipo 2
(adicionando N-acetillactosamina). Cuando se adiciona una extension de tipo 1, la elongacion
suele terminar; por el contrario, las extensiones de tipo 2 pueden continuar la elongacion. De
igual modo, se puede elongar la cadena con fucosa o con &cido siélico. La fucosilacién puede

suceder en enlaces al-2, al-3 o al-4, mientras que la sialilacion en enlaces a2-3 o 02-6 (10,11).
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Algunos estudios previos sugieren que ciertos tipos de oligosacaridos podrian interferir en la
patogénesis de la sepsis tardia, ya sea modulando la respuesta inmune o previniendo invasiones

locales o sistémicas de patdgenos tipicos asociados a sepsis. (7,9)

Este estudio tiene como objetivo describir la composicion y caracteristicas de los oligosacaridos
de la leche materna en madres peruanas con hijos con muy bajo peso al nacer e identificar qué
oligosacaridos de la leche materna estan asociados a menor riesgo de sepsis tardia (probable o

confirmada) en esta poblacion.

Materiales y Métodos
El presente estudio es un analisis de datos secundarios tomados de un ensayo clinico aleatorizado
controlado de suplemento de lactoferrina bovina para la prevencién de sepsis tardia en neonatos

del grupo NEOLACTO (Ver inscripcion en: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01525316).

El registro de participantes se llevé a cabo desde mayo del 2012 hasta septiembre del 2014 en la
Unidad de Neonatologia de 3 hospitales de atencion terciaria en Lima, Per( (Hospital Cayetano
Heredia, Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen y Hospital Nacional Alberto Sabogal
Sologuren). Como parte del ensayo clinico se recolectaron muestras de leche (2-3 ml) desde el

nacimiento hasta el septimo dia (calostro) y al primer mes (leche madura).

Los recién nacidos fueron aleatorizados para recibir lactoferrina o placebo por 8 semanas (200
mg/kg/dia). Asimismo, fueron seguidos diariamente para la evaluacion de una posible sepsis.
Todos los episodios fueron analizados para determinar si corresponden a un caso de sepsis
posible, probable o confirmada, basado en los criterios Haque. (1) El consumo de leche (dosis de

leche materna) fue registrado durante el periodo de hospitalizacion.


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01525316

El actual es un estudio observacional de tipo cohorte retrospectiva. Los oligosacaridos fueron
evaluados mediante un andlisis factorial. Se tomaron como variables independientes los factores
obtenidos de la concentracion de los principales oligosacaridos de la leche materna y como
variables dependientes el tiempo al evento de sepsis neonatal tardia (probable o confirmada),

enterocolitis necrosante estadio Bell 2 0 3 0 muerte por sepsis.

El estudio original (NEOLACTO) incluy6 a recién nacidos con peso entre 500 y 2000 gramos
que fueron referidos dentro de las primeras 72 horas de vida a la Unidad de Cuidados Intermedios
0 Unidad de Cuidados Intensivos de los 3 hospitales mencionados y excluy6 a aquellos con
problemas gastrointestinales que no permitieran la ingesta oral (Ej. gastrosquisis, onfalocele, etc),
que padecieran de condiciones predisponentes que afecten significativamente el crecimiento y
desarrollo (Ej. cromosomopatias, anomalias estructurales del sistema nervioso central, etc), que
tuvieron historia familiar de alergia a la proteina de la leche de vaca y a aquellos que vivieran
lejos de Lima.

El presente estudio incluyé a aquellos recién nacidos con peso al nacer entre 500 y 1500 gramos
que contaron con 1 0 mas muestras de leche en cantidad igual o mayor a 50 micro litros y que
hubieran completado al menos 30 dias de seguimiento. En tanto, para el analisis factorial, se
excluyeron a aquellos neonatos que no consumieron leche ningin dia dentro de los primeros 7
dias de vida y a aquellos que consumieron leche ningln dia dentro de los primeros 30 dias para
las muestras de calostro y leche madura, respectivamente. Debido a que el ensayo clinico no
logré demostrar una diferencia significativa entre el grupo de intervencion con lactoferrina y el
control en prevencion de sepsis neonatal tardia, todos los participantes fueron incluidos para este

estudio.



El analisis de los oligosacaridos se realizo en el laboratorio Bode Lab de la UCSD (University of
California San Diego), usando Cromatografia Liquida de Alta Presion con Deteccidon por
Fluorescencia (HPLC-FL, por sus siglas en inglés) al que se afiadio rafinosa en cada muestra de
leche como un estandar interno para la cuantificacion absoluta de cada oligosacéarido (13). Esta
técnica permite identificar 19 oligosacaridos distintos sefialados en la Tabla 1. El fenotipo
Secretor fue definido de acuerdo a la presencia los oligosacaridos 2’FL o LNFP, siendo éstos los
mejores marcadores. (14) Las concentraciones de los HMO fueron examinadas en microgramos
por mililitro (mcg/mL) usando medias como unidad de medida central, intervalos de confianza al
95% vy, en algunos casos desviacion estandar y porcentajes. Se estimd el indice de diversidad de
Simpson como la suma reciproca del cuadrado de las abundancias relativas de cada uno de los
oligosacaridos. Se examind una posible relacion entre la concentracion de oligosacaridos y la
sepsis neonatal tardia mediante analisis de supervivencia. De igual manera, se evalud una posible
relacién con infecciones severas, evaluadas mediante un evento o resultado compuesto que
incluyd sepsis neonatal tardia, enterocolitis necrosante y muerte por sepsis. Después de excluir a
los sujetos que no consumieron leche materna, definido ya en los criterios de elegibilidad, se
analizaron paralelamente las muestras de calostro (n=99) y las de leche madura (n=100). Al
tratarse de 19 oligosacaridos distintos y 2 eventos de interés, se minimizaron el numero de
comparaciones a través del analisis factorial. Este método permite resumir las variables en
factores que explican la mayor variacion posible de los datos, sin perder informacion. Se
predeterminaron 3 factores que tuvieran un eigenvalue mayor a la unidad. El eigenvalue o auto

valor representa el total de la varianza explicada por cada factor.

El ensayo clinico NEOLACTO fue aprobado por los comités de ética de “University of Texas

Health Science Center” en Houston, de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), y los



comités de ética de los 3 hospitales participantes. Los padres brindaron su consentimiento
informado para participar del estudio y para usar las muestras biologicas para futuros estudios
relacionados a los factores protectores de la leche materna. El presente estudio fue revisado y

exonerado por el comité de ética de la UPCH.

Resultados

En total, se analizaron 208 muestras de leche materna por cromatografia liquida para hallar las
concentraciones individuales de los HMO. De estas, 106 correspondian a calostro y 102 a leche
madura. De los 414 recién nacidos registrados en el ensayo clinico NEOLACTO, 256 nacieron
con peso menor a 1500 gr vy, finalmente, 153 cumplieron con los criterios de elegibilidad, de los

cuales 55 tuvieron muestras tanto de calostro como de leche madura.

De estos 153 individuos, 39 (25%) corresponden a nifios con extremado bajo peso al nacer
(<1000 gr). La mayoria (83%) naci6 por parto abdominal. El 99% de los recién nacidos fueron
pretérmino, siendo la media 29.4 + 1.5 semanas de edad gestacional. Para 106 (69%) individuos
el peso fue adecuado para su edad gestacional. EI 93% de los sujetos cumplen con las
caracteristicas del fenotipo Secretor. Las caracteristicas del subgrupo de 55 individuos que

contaban con ambas muestras fueron muy similares al total. (Tabla 2)

Se analizé el total de las muestras (n=208) y se hallé que 4 oligosacaridos tienen la mayor
concentracion: 2’-fucosillactosa o 2°FL con 3087 mcg/mL, lacto-N-fucopentosa | o LNFP | con
1943 mcg/mL, difucosillacto-N-tetraosa 0 DFLNT con 1011 mcg/mL y lacto-N-tetraosa 0 LNT

con 881. (Tabla 3)

La media de la concentracion total de HMO en todas las muestras de calostro (n=106) fue de 11.3

gr/L. Al analizar su composicion, el oligosacarido mas abundante fue 2’-fucosillactosa o 2°’FL



(41%), seguido de lacto-N-fucopentosa | o LNFP | (14%) y en tercer lugar lacto-N-tetraosa o
LNT (6%). (Grafico N° 1) Por otro lado, la media de la concentracion total de HMO en leche
madura (n=102) fue de 11.15 gr/L. El oligosacarido con mayor porcentaje fue 2’FL (34%), en

segundo lugar, LNFP 1 (14%) y en tercer lugar LNT (11%). (Gréfico N° 2)

Al comparar la cantidad de oligosacéridos en el grupo Secretor y el No Secretor, se observa
mayor concentracion en el grupo Secretor (11.45 gr/L 1C 95% [11.35-11.54] vs 7.78 gr/L 1C 95%

[6.78-8.78]; p<0.0001).

En aquellos individuos que contaban con ambas muestras (n=55), se examinaron las diferencias
de las concentraciones de cada oligosacarido entre las muestras de calostro y leche madura (Tabla
N°4). Se observaron mayores concentraciones de 2’-fucosillactosa o 2°FL (3 544+179vs 2
819+176) y sialil-lacto-N-tetraosa ¢ 0 LSTc (672+31 vs 347+23) en calostro con respecto a leche
madura. Por su parte, los oligosacaridos lacto-N-tetraosa 0 LNT (1068176 vs 661+66), sialil-
lacto-N-tetraosa b o LSTb (108+11 vs 50%6) y fucosil- disialillacto-N-hexaosa o0 FDSLNH
(102+11 vs 61%7) se encontraron en mayores concentraciones en leche madura en comparacion
con calostro. Se examing, ademas, la media de la diversidad en las muestras de calostro y leche
madura. Se hall6 que la diversidad en leche madura es mayor que en calostro (5.49+1.90 vs

4.55+1.46, p=0.002 mediante prueba t Student para muestras con varianzas similares).

En la Tabla 5 se muestran los resultados de la prueba de Cox aplicada para cada uno de los
factores obtenidos en calostro y leche madura, para los eventos sepsis tardia y el evento o
resultado compuesto por enterocolitis necrosante, sepsis tardia y muerte por sepsis en neonatos
con muy bajo peso al nacer. Se observa que el factor 3 de las muestras de calostro tiene razones

de peligro (HR: Hazard Ratio) de 0.63 (IC 95% [0.41-0.97]; p<0.05) para sepsis tardia y 0.67 (IC
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95% [0.46-0.96]; p<0.05) para el resultado compuesto. Asimismo, dicho factor tiene una
correlacion de 0.63 con el oligosacarido FDSLNH, lo que podria suponer un efecto protector

(Tabla 6). Los demas factores no muestran diferencias significativas.

Discusion

En la cohorte estudiada, se hall6 que el 93% de las muestras corresponden al fenotipo Secretor.
Otros estudios han reportado que la proporcion de individuos que son categorizados como
Secretores es variable y varia geograficamente, aunque siempre predomina sobre el fenotipo No
Secretor (5,14,15,16). Este fenotipo suele ser mas comun en poblacion de raza africana y
latinoamericana que en los caucasicos. Asi, un estudio de variacion geografica publicado por
Michelle McGuire et al. report6 el 2017 un 96% de secretores en poblacién peruana (n=43), en
mujeres que vivian en un area periurbana de Lima comparado con un 98% de secretores en
Ghana y un 65% en Estados Unidos (17). Bode et al, reportd que el 70% de mujeres caucasicas
presentan el gen secretor (7). Morrow et al, realizé un estudio ontogénico en recién nacidos con
muy bajo peso al nacer y determind que la expresién del gen Secretor aumenta durante el periodo
postnatal y, el estado No Secretor esta asociado a mayor riesgo de sepsis por gram negativos,
NEC y muerte por sepsis. (15) No fue posible observar estas diferencias en nuestra cohorte,
debido a que so6lo tuvimos 10 sujetos con fenotipo No Secretor y sélo 2 de ellos desarrollaron
sepsis neonatal. Tampoco fue posible clasificar las muestras de acuerdo al fenotipo Lewis, debido
a que el mejor marcador es el oligosacarido lacto-N-neodifucohexaosa Il (LNDFH 11), el cual no

fue medido para este estudio. (14)

Se encontro que los HMO con mayor concentracion en esta cohorte, tanto en calostro como en
leche madura, fueron 2-fucosillactosa (2°FL), lacto-N-fucopentosa | (LNFP 1) y lacto-N-tetraosa
(LNT), lo cual concuerda con lo reportado por otros investigadores (18). Las cantidades de éstos
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oligosacaridos son parecidas a las reportadas en otros estudios en diferentes poblaciones. De esta
manera, Kunz et al. reporta en poblacion alemana que el oligosacarido LNFP | se encuentra en
los rangos de 1.2-1.7 gr/L y el LNT entre 0.5-1.5 g/L. En nuestra cohorte, el LNFP | varia entre
1.8-2.1 g/L y el LNT entre 0.8-9.5 g/L. (19) Alderete et al, 2015 reporté en neonatos a término
estadounidenses que el oligosacarido mas abundante fue 2’FL, con una concentracion de 2.8 g/L
(Rango intercuartilico [RIQ]: 3.7) en el primer mes de vida; sin embargo, en dicho estudio el
segundo HMO con mayor concentracion fue LNT con 1.4 g/L (RIQ: 1.3), seguido de LNFP Il

con 1.3 g/L (RIQ: 1.1) (20)

A pesar de que el estudio no evalué la variacion interpersonal en la composicién de
oligosacaridos, para la interpretacion de los datos, es importante tener en cuenta que las madres
con recién nacidos pretérmino tienen mayor variacion en la composicion de HMO que madres
con recién nacidos a término (13). La variacion intrapersonal que se obtuvo al comparar calostro
con leche madura (n=55), permiti6 observar que algunos oligosacaridos aumentan su
concentracion durante el periodo neonatal, mientras otros disminuyen y, la mayoria, se mantiene
constante. Un ejemplo se observa tomando el oligosacarido mas abundante, 2’FL, que presenta
una media de concentracion de 3544 mcg/mL en calostro y disminuye a 2819 mcg/ml, mientras
que el LNT en calostro presenta una concentracion promedio de 661 mcg/mL y aumenta a 1068
mcg/mL y la mayoria de oligosacaridos se presentan en cantidades parecidas en ambas muestras.

(Tabla 4)

En el presente estudio, que incluye casi en su totalidad a recién nacidos pretérmino, la cantidad
total de HMO en calostro y en leche madura fue similar, con valores cercanos a 11 gr/L. Esta
cantidad parece ser baja en relacion a otros estudios que reportan que el calostro contiene un total

de 20-23 gr/L de oligosacaridos, en tanto que la leche madura contiene una cantidad menor, 12-
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15 gr/L (12, 21, 22). Esta informacion contrasta con Thurl et al que reporta mayor concentracion

de oligosacéridos en recién nacidos pretérmino (12).

Se observo una diferencia significativa (p <0.0001) al comparar la cantidad de oligosacéridos en
el grupo Secretor y el No Secretor, siendo 11.5 g/L y 7.8g/L respectivamente. Esta diferencia se
podria explicar debido a que el fenotipo No Secretor prescinde de la enzima fucosiltransferasa 2

y, por lo tanto, de dos de los oligosacaridos mas abundantes: 2°’FL, LNFP I. (7,9)

Hay evidencia que sugiere que los HMO podrian ejercer un efecto protector frente a algunos
agentes infecciosos, no obstante, hasta la fecha, la evidencia con estudios clinicos es escasa. Los
oligosacaridos presentan mecanismos protectores que han sido bien estudiados para prevenir
diarrea e infecciones intestinales como infecciones por rotavirus y Campylobacter jejuni (10).
Ademas, un estudio de Idanpaan-Heikkila et al sefiala, en un modelo animal, que la
administracion de oligosacaridos puede inhibir la colonizacion del Streptococcus pneumoniae en
la orofaringe y, ademas, actuar terapéuticamente una vez se ha desarrollado neumonia o
bacteremia (23). Ademas, estudios sugieren que algunos HMO podrian tener un rol
bacteriostatico sobre el Streptococcus agalactiae con un comportamiento dosis - dependiente. (8)
Dado que el Streptococcus agalactiae es uno de los patdgenos mas frecuentemente aislados en
sepsis neonatal en Estados Unidos y Europa, esta evidencia sugiere mecanismos que podrian
prevenir esta condicion. Sin embargo, en Per, las causas mas frecuentes de sepsis neonatal tardia
son los Staphylococcus coagulasa negativo, Staphylococcus aureus y bacterias gram negativas

(24).

El presente, es el primer estudio longitudinal que explora la relacion entre los HMO vy la sepsis

neonatal tardia. El andlisis factorial es un método valido para resumir las variables en factores
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gue mantengan la mayor cantidad de informacion posible. En este estudio hallamos un efecto
protector del factor 3 de calostro con una razon de peligro de 0.63 (IC 95% [0.41-0.97]; p<0.05).
Este factor 3 estd fuertemente correlacionado con el oligosacarido fucosil- disialillacto-N-
hexaosa 0 FDSLNH, el cual, en el estudio de Alderete et al, muestra una asociacion lineal
positiva con el peso del nifio a los 6 meses de edad. (20) Esta asociacion debe ser confirmada por

otros estudios.

El presente estudio cuenta con algunas limitaciones al ser un estudio retrospectivo, donde se
tomd un maximo de 2 muestras de leche en el periodo neonatal. Asimismo, el gran nimero de
oligosacéridos no permitio establecer asociaciones individuales por la cantidad de comparaciones
necesarias para su estudio. Por otro lado, el andlisis factorial es Gtil para la exploracion inicial de
los datos; no obstante, algunas limitaciones son inherentes a este tipo de analisis. Una de ellas es
que se basa en la asumpcion de que las asociaciones son lineales, pudiendo pasar por alto alguna
asociacion de otro tipo. Otra limitacion importante es que el analisis factorial agrupa a los
oligosacéridos de acuerdo a la mayor variacion lineal y no necesariamente los agrupa por alguna

relacién bioldgica o metabdlica.

Por lo tanto, se recomienda un estudio prospectivo con mayor poblacion, que incluya mas
latitudes geograficas, una rigurosa deteccién microbioldgica de los agentes causales de sepsis

neonatal tardia y usar la evidencia actual para seleccionar las variables de exposicion.

En conclusion, se encontré que la frecuencia del fenotipo secretor fue de 93% en la poblacion
participante. Asimismo, los oligosacaridos mas abundantes fueron 2-fucosillactosa (2’FL), lacto-
N-fucopentosa | (LNFP 1) y lacto-N-tetraosa (LNT). Ademas, se encontrd que el fenotipo

Secretor tiene mayor cantidad de oligosacaridos que el fenotipo No Secretor. Finalmente, se hallé
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una posible asociacion entre fucosil- disialillacto-N-hexaosa (FDSLNH) y reduccion del riesgo

de desarrollar sepsis neonatal tardia; asociacion que debe ser confirmada con futuros estudios.
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Tabla 1. Nombre y abreviatura de los oligosacaridos analizados en Bode Lab-UCSD.

Abreviatura ~ Nombre Abreviatura ~ Nombre

2’FL 2’-fucosillactosa LSTb sialil-lacto-N-tetraosa b
3’FL 3’-fucosillactosa LSTc sialil-lacto-N-tetraosa ¢
LNnT lacto-N-neotetraosa DFLNT difucosillacto-N-tetraosa
3’SL 3'-sialillactosa LNH lacto-N-hexaosa

DFLac difucosillactosa DSLNT disialil-lacto-N-tetraosa
6’SL 6'-sialillactosa FLNH fucosillacto-N-hexaosa
LNT lacto-N-tetraosa DFLNH difucosillacto-N-hexaosa
LNFP | lacto-N-fucopentaosa FDSLNH fucosil- disialillacto-N-hexaosa
LNFP 11 lacto-N-fucopentaosa Il DSLNH disialillacto-N-hexaosa
LNFP 11 lacto-N-fucopentaosa Il
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UCSD: University of California San Diego.

Tabla 2. Caracteristicas de los recién nacidos <1500 gr con 1 0 mas muestras de leche analizadas.

Total de
participantes Participantes con

(n=153) dos muestras (n=55)

Sexo, n(%) Masculino 81 (53) 28(51)
Femenino 72 (47) 27(49)
Peso al nacer, n(%) <1000 gr 39 (25) 14 (25)
1000-1500 gr 114 (75) 41 (75)
Tipo de parto, n(%) Eutdcico 26 (17) 7 (13)
Abdominal 127 (83) 48 (87)

Adecuacion gestacional,

n(%) AEG* 106 (69) 40 (73)
PEG* 41 (27) 12 (22)
GEG* 6 (4) 3(5)

Edad gestacional (en
semanas), n(%) >37 1(2) 1(2)

32-36 36 (23) 13 (24)
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28-31 79 (52) 26 (48)

<28 37 (24) 15 (27)
Media (SD) 29.4 (1.5) 29.4 (2.9)
Fenotipo Secretor, n(%) 143 (93)
Lactoferrina**, n(%) 83 (54.2)
Eventos de interés, n(%)  Sepsis 43 (28.1)
NEC* 10 (6.5)
Muerte por sepsis 8(5.2)

*Siglas (AEG: Adecuado para edad gestacional, PEG: Pequefio para edad gestacional; GEG:
Grande para edad gestacional; NEC: enterocolitis necrosante). **En el estudio de NEOLACTO
se aleatorizaron los participantes para recibir lactoferrina o placebo. Se indica el nimero
participantes de este estudio que recibieron lactoferrina.
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Tabla 3. Cantidad total de oligosacaridos (mcg/mL) en

todas las muestras (n=208).

Oligosacérido Media IC 95%
2'FL 3087 2902 3272
LNFP I 1943 1813 2072
DFLNT 1011 919 1102
LNT 881 803 958
LNFP 11 566 515 617
LNnT 527 492 563
LSTc 517 480 554
6'SL 490 459 520
DFLac 425 384 466
3'SL 408 369 446
DSLNT 321 301 341
DSLNH 273 257 290
3'FL 218 201 235
DFLNH 181 163 199
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FDSLNH

LNFP 111

LSTb

FLNH

LNH

98 79
92 83
82 69
77 69
33 28

118

100

95

85

38

Ordenados de mayor a menor concentracion

Tabla 4. Concentracion (mcg/mL) de HMO en calostro y leche madura.

Oligosacérido

Calostro (n=55)

Media (IC 95%)

Leche Madura (n=55)

Media (IC 95%)

2'FL

3'FL

LNNnT

3'SL

DFLac

6'SL

LNT

LNFP I

LNFP 11

LNFP 111

LSTb

LSTc

DFLNT

3544 (3192-3896)
238 (206-270)
563 (492-633)
442 (365-520)
499 (393-605)
496 (419-572)
661 (529-793)

1874 (1642-2106)
488 (415-561)

96 (83-109)
50 (39-62)
672 (609-734)

862 (721-1003)

2819 (2461-3177)
218 (179-256)
523 (437-610)
394 (330-458)
402 (335-469)
478 (419-536)

1068 (915-1222)

2002 (1760-2244)
616 (521-710)

84 (66-102)
108 (86-130)
347 (301-393)

1171 (957-1386)
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LNH

DSLNT

FLNH

DFLNH

FDSLNH

DSLNH

26 (18-34)
304 (267-341)
63 (51-75)
155 (126-184)
61 (46-75)

270 (240-300)

38 (28-49)
327 (283-371)
88 (70-106)
203 (159-246)
102 (80-124)

279 (243-316)

*Siglas (HMO= Human Milk Oligosaccharides, en espafiol oligosacaridos de la leche materna)

Tabla 5. Analisis de supervivencia usando la prueba de Cox para los factores obtenidos de las

concentraciones de los oligosacaridos en calostro y leche madura.

Muestra

Sepsis tardia

Evento de interés

Sepsis tardia, muerte por

sepsis 0 NEC*

Calostro (n=99)

Factores

Leche Madura (n=100)

Factores

1

Razon de Peligro
(IC 95%)
1.00 (0.67-1.49)
1.26 (0.87-1.80)

0.63 (0.41-0.97)

Razon de Peligro
(IC 95%)

0.74 (0.45-1.2)

0.98

0.21

0.04

0.22

23

Razon de Peligro

(IC 95%)
1.18 (0.85-1.63)
1.30 (0.92-1.84)

0.67 (0.46-0.96)

Razon de Peligro
(1C 95%)

0.71 (0.44-1.14)

0.31

0.14

0.03

0.15



2 0.96 (0.65-1.44) 0.86 0.92 (0.62-1.36) 0.67

3 1.24 (0.83-1.84) 0.29 1.24 (0.84-1.82) 0.28

*Siglas(NEC: enterocolitis necrosante)

Tabla 6. Correlacion entre los factores y la concentracion individual de los oligosacaridos.
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Gréfico 1. Composicion (%) de oligosacaridos en calostro de madres de nifios con muy bajo peso

Calostro Leche Madura

Factor1  Factor 2 Factor 3 Factor 1 Factor 2 Factor 3
2'FL -0.31 -0.15 0.27 -0.24 0.05 -0.32
3'FL -0.15 0.05 0.22 -0.03 0.14 -0.04
LNNnT 0.03 -0.02 -0.16 -0.01 -0.12 0.07
3'SL -0.06 0.06 -0.03 -0.05 0.16 0.23
DFLac -0.19 0.30 0.14 -0.04 0.22 0.18
6'SL 0.06 0.01 -0.10 0.04 0.09 -0.04
LNT 0.16 -0.11 0.08 0.05 -0.22 0.08
LNFP I -0.08 -0.37 0.08 -0.18 -0.13 -0.12
LNFP 11 0.21 0.32 0.03 0.18 -0.04 0.17
LNFP 111 0.03 -0.04 0.03 0.02 -0.06 -0.01
LSTb 0.05 -0.07 0.03 0.01 -0.09 0.10
LSTc -0.02 0.01 -0.04 0.05 0.10 -0.08
DFLNT -0.02 0.09 -0.14 0.04 0.17 0.05
LNH 0.01 0.05 0.06 0.22 0.06 -0.27
DSLNT 0.07 -0.04 -0.11 -0.01 -0.09 0.12
FLNH 0.05 0.09 -0.01 0.09 0.10 -0.04
DFLNH -0.01 -0.05 0.28 -0.04 -0.06 -0.13
FDSLNH 0.13 -0.08 0.63 0.24 -0.08 -0.24
DSLNH 0.02 0.02 0.05 0.06 0.11 -0.10

Se coloca en negritas las correlaciones mayores a 0.3. En rectangulo la correlacion del
oligosacarido FDSLNH con el factor 3 de calostro.
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al nacer. (n=106)

Otros
249%

2'FL
41%

DFLNT
5%

LNFP I
14%

LNT 6'sL. LNnT
6% 5% %

Gréafico 2. Composicion (%) de oligosacéaridos en leche de madres de nifios con muy bajo peso al
nacer. (n=102)
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