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1. RESUMEN

La microbiota es el conjunto de microorganismos que coloniza nuestro cuerpo. En
especial la microbiota intestinal es la mas diversa y la mas abundante en cantidad de
células, albergando el colon mas de 100 trillones (10') de células microbianas que
representan alrededor de 1.000 especies diferentes. Estos microorganismos llevan a
cabo numerosas funciones vitales para el ser humano, entre ellas la modulacion de la
respuesta inmune, incluyendo la tolerancia oral a los alimentos.

El término disbiosis hace referencia a alteraciones o desequilibrios de un sistema
microbiano complejo, en su composiciébn o funcién. La disbiosis intestinal se ha
descrito en numerosos desérdenes metabdlicos e inmunes, incluyendo enfermedad
inflamatoria intestinal, enfermedad celiaca, obesidad, asma y alergias. Entre estas
Ultimas, la alergia a la proteina de la leche de vaca (APLV) es la alergia alimentaria
mas comun en nifios, presentandose generalmente antes de los 2 anos de edad. Sin
embargo, a pesar del desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva y el avance
del andlisis bioinformatico, ain no conocemos en detalle las bacterias implicadas en
el desarrollo de enfermedades alérgicas. Ademas, es muy importante tener presente
gue la programacion inmune inducida por la microbiota intestinal ocurre en los
primeros anos de vida, siendo este periodo la ventana de oportunidad para el
desarrollo de estrategias destinadas a la prevencion de las alergias.

El objetivo general de este trabajo es estudiar la microbiota intestinal de lactantes
menores de 6 meses con diagnostico de APLV y correlacionar los resultados con el
tipo de parto y lactancia, comparando los hallazgos con un grupo control pareado de
lactantes sanos. Con ello se pretende identificar los factores mas relevantes que
influencian la conformacién de la microbiota en la edad temprana, asi como
establecer si determinadas alteraciones en la microbiota intestinal podrian asociarse
con el desarrollo de APLV.

2. INTRODUCCION

2.1- Contexto y justificacion del estudio. Motivo de eleccion del tema

2.1.1.- Microbiota intestinal: composicion y factores que la modulan




La microbiota es el conjunto de microorganismos que coloniza nuestro cuerpo,
principalmente bacterias, pero también virus, hongos (sobre todo levaduras),
protozoos y arqueas. Se define como microbioma a todo el habitat en que éstos se
encuentran, incluyendo los microorganismos, sus genomas Yy las condiciones
ambientales circundantes (metabolitos, elementos genéticos moviles, estructuras
microbianas, moléculas de sefializacion, etc) (Berg, 2020; Allaband, 2019).

La microbiota intestinal, especialmente la localizada en el colon, llega a alcanzar
densidades de 10'-10'2 células/ml (Ley, 2006; Rutayisire, 2016). Estd compuesta
principalmente, por dos filos de bacterias, Firmicutes y Bacteroidetes (que suponen el
90% de la microbiota intestinal) y, en menor medida, Actinobacteria, Proteobacteria y
Verrucomicrobia (Pascal, 2018; Rutayisire, 2016). El filo Firmicutes incluye un gran
namero de géneros, siendo algunos de los mas importantes Lactobacillus, Clostridium
y Ruminococcus. El filo Bacteroidetes incluye bacterias pertenecientes a los géneros
Bacteroides y Prevotella. El género principal perteneciente al filo Actinobacteria es
Bifidobacterium. Las proteobacterias estan representadas fundamentalmente por
miembros de la familia Enterobacteriaceae, mientras que el filo Verrucomicrobia esta
representado por el género Akkermansia. Las bacterias de la microbiota intestinal
ejercen numerosas funciones, tales como la metabolizacién de alimentos gue el
organismo no puede procesar, como fibra dietética y carbohidratos complejos, la
proteccién contra patégenos, la sintesis de metabolitos esenciales, como algunas
vitaminas y neurotransmisores, el mantenimiento de la integridad de la mucosa
intestinal y la modulacion de la respuesta inmune, incluyendo la tolerancia oral a los
alimentos (Bridgman, 2016; Milani, 2017).

La microbiota intestinal se establece, diversifica y madura desde el nacimiento hasta
los 2-3 primeros anos de vida (Derrien, 2019; Milani, 2017). En su formacién
intervienen componentes genéticos, epigenéticos y ambientales. El establecimiento
de la microbiota intestinal comienza por la exposicidon a microorganismos a través del
canal de parto, y por el contacto con la piel materna y la microbiota del entorno
(Akagawa, 2021). Los primeros colonizadores consisten en una mezcla de
microorganismos cutaneos y entéricos, dominados por Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus y estafilococos coagulasa negativa. A medida que éstos consumen el
oxigeno del medio intestinal, son reemplazados por géneros anaerobios obligados
tales como Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium y Eubacterium entre otros.

Existen evidencias de que la microbiota intestinal evoluciona en forma simultanea con
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el sistema inmunitario del bebé y con la programaciéon metabdlica y neurologica
(Derrien, 2019). En esta coevolucion, las bacterias comensales juegan un papel
fundamental en el desarrollo de la inmunidad innata y adaptativa, contribuyen a la
integridad y funcion de la barrera intestinal, inhiben la colonizacion por patoégenos e
intervienen en las respuestas linfocitarias de tipo B y T regulatoria (Bridgman, 2016).
Se han descrito varios factores que modulan el establecimiento de la microbiota
intestinal en las primeras etapas de la vida, y que son determinantes para la salud del
individuo durante toda su vida. Entre estos destacan dos factores clave que son el
tipo de parto -vaginal o por cesarea-, y el tipo de lactancia -materna o artificial-.
El tipo de parto puede producir profundas diferencias en los patrones de colonizacion
intestinal de los bebés. El parto vaginal permite al bebé entrar en contacto con la
microbiota vaginal y fecal, lo cual resulta en una colonizacién neonatal dominada por
Lactobacillus y Prevotella (Milani, 2017). El parto por cesarea se ha asociado con
menor abundancia y diversidad de los filos Actinobacteria y Bacteroidetes, y mayor
abundancia y diversidad del filo Firmicutes, en los primeros 3 meses de vida
(Rutayisire, 2016). A nivel de género, Bifidobacterium y Bacteroides son mas
frecuentes en nifnos nacidos por parto vaginal, a diferencia de los nifios nacidos por
cesarea, que presentan mayor colonizacion por Clostridium y Lactobacillus hasta los
3 meses de vida. Otros trabajos evidencian menor abundancia de Escherichia coli,
Bifidobacterium y Bacteroides en nifios nacidos por cesarea, posiblemente por efecto
del uso de antibidticos en esta practica quirlrgica. Estos niflos presentan tipicamente
una microbiota enriquecida en Staphylococcus y Streptococcus, comparable con la
microbiota de la piel materna (Milani, 2017; Pascal, 2018). Asimismo, presentan
mayor cantidad de patdgenos oportunistas como Enterococcus, Enterobacter y
Klebsiella (Peroni, 2020). La edad gestacional es otro factor que afecta el
establecimiento de la microbiota, ya que los bebés nacidos pretérmino (con menos de
37 semanas de gestacion) tienen un sistema inmunitario inmaduro y frecuentemente
afrontan largas estancias hospitalarias y alimentacién artificial o parenteral, factores
gue interfieren con el establecimiento de una microbiota saludable (Milani, 2017).

Con respecto a la lactancia, hay numerosas evidencias que muestran que la leche
materna contribuye al desarrollo de un microbioma saludable, ya que aporta no soélo
micronutrientes y compuestos prebidticos que estimulan la colonizacién y el
crecimiento de bacterias comensales, sino también factores inmunolégicos activos,

oligosacaridos y bacterias, los cuales modulan las respuestas inmunes. Hace algunos
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anos se pensaba que la leche materna era estéril. Sin embargo, fueron Jiménez et al
quienes demostraron por primera vez, en un experimento en ratones con
Enterococcus marcados genéticamente, que las bacterias pueden transferirse a los
hijos a través de la leche materna (Jiménez, 2008), resultados que fueron
confirmados en ensayos posteriores en humanos (Martin, 2012).

La microbiota intestinal de lactantes alimentados con leche materna es menos
diversa, pero contiene altos niveles de especies del género Bifidobacterium, como B.
breve, B. bifidum y B. longum, capaces de metabolizar los oligosacaridos de la leche
humana (HMO), asi como también menor presencia de patdbgenos potenciales que los
nifios alimentados con férmula (Milani, 2017). Los HMO son polisacaridos complejos,
que alcanzan el colon sin ser digeridos, y estimulan el crecimiento de ciertas bacterias
comensales, como las bifidobacterias, actuando de esta manera como prebiéticos.
Han sido identificadas mas de 200 estructuras de HMO diferentes, que dan cuenta de
un tercio de los componentes solidos de la leche materna, siguiendo en abundancia a
la lactosa y los lipidos, y hallandose en mayor concentracion (20 g/l) en el calostro
humano (Akagawa, 2021). La suplementacion de férmulas infantiles con galacto-
oligosacaridos (GOS) y fructo-oligosacaridos (FOS) en una proporciéon 9:1, parece
simular en cierto grado el efecto de los HMO sobre la microbiota intestinal,
estimulando el desarrollo de bifidobacterias. La cesacion de la lactancia materna, mas
gue la introduccion de alimentos soélidos, es el principal factor que produce un cambio
de la microbiota de los lactantes (Derrien, 2019).

Es por estas razones que los nifios nacidos por parto vaginal y alimentados con leche
materna en forma exclusiva presentan el microbioma mas saludable y beneficioso,
con altas concentraciones de Bifidobacterium y bajas cantidades de Clostridioides
difficile y E. coli (Peroni, 2020).

Otros factores relevantes que modulan la microbiota intestinal en la infancia temprana
son: el uso de antibidticos prenatales o durante los primeros meses de la vida del
bebé, la vida en ambientes rurales, el tamafio de la familia, el nUmero de hermanos y la
presencia de mascotas (Milani, 2017). Las alteraciones de la microbiota a causa del uso
de antibi6ticos en nifios han sido documentadas en varios estudios, observandose incluso
hasta 2 afos después de su utilizacidon, con disminucién de bifidobacterias y aumento de
enterobacterias, sumado a una disminucién en la diversidad (Derrien, 2019). También se
ha reportado que los nifios cuyas madres reciben profilaxis intraparto por colonizacién

vaginal por estreptococos del grupo B, ruptura prematura de membranas o bien por
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cesarea, exhiben alteraciones en la diversidad y riqueza de su microbiota intestinal (Shu,
2018).

Varios estudios han reportado una aparente estabilizaciéon de la microbiota intestinal hacia
una configuracion de adulto dentro de los 3 primeros afios de vida. Uno de los mayores
estudios realizados incluy6é 903 nifios de 4 paises (Alemania, Finlandia, Suecia y EEUU)
seguidos durante 3 afos, en el cual se observé que después de los 31 meses los filos
dominantes y la diversidad permaneces estables, con predominio del filo Firmicutes
(Derrien, 2019). En forma similar, Odamaki et al en 2016 estudiando 367 individuos
japoneses sanos entre 0 y 104 afos, reportaron que la microbiota intestinal cambia con la
edad. Firmicutes fue el filo predominante en la poblacién adulta, mientras Actinobacteria
fue el mas importante en menores de 1 afio. La abundancia relativa de Actinobacteria en
nifos fue disminuyendo después del destete, y la composicion de la microbiota intestinal
fue acercandose a la de adulto cerca de los 3 afios de edad (Akagawa, 2021).

Dado que el establecimiento y la maduracién de la microbiota intestinal ocurre en los
llamados “1.000 dias”, que van desde la concepcion hasta los primeros 2 afios de
vida del nifio, éste periodo se considera una ventana critica de oportunidad para
realizar intervenciones que contribuyan a la conformacién de una microbiota
saludable (Figura 1).

Ventana de oportunidad para la modulacién de la microbiota

FACTORES PRENATALES  FACTORES NEONATALES FACTORES POSNATALES
* Placenta * Tipo de parto = Tipo de alimentacion: leche materna vs. formula
* Edad gestacional * Localizacion geografica
Numero de miembros en la familia
Interacciones del hospedador
Dieta materna
Destete

Lactancia ‘j; !

Gestacion o Nifiez ( '

0
.
-
.

Nacimiento

Figurai: Adaptada de Milani et al (2017)




2.1.2- Relacion entre disbiosis y enfermedad

Hasta la fecha, numerosos estudios y revisiones han remarcado la importancia crucial
del desarrollo de esta simbiosis entre microbiota y hospedador para la salud del bebé,
y sus consecuencias durante toda la vida (Derrien, 2019). Alteraciones en la
composicion y abundancia de los miembros de la microbiota intestinal en la vida
temprana, denominadas disbiosis, han sido asociadas con desordenes en la salud en
nifios y adultos, entre ellos sobrepeso, obesidad, manifestaciones atépicas, asma,
sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, sindrome de intestino irritable, enfermedades
cronicas inflamatorias y condiciones relacionadas al neurodesarrollo (lweala and
Nagler, 2019; Berni Canani, 2018; Sestito, 2020).

Muchas de estas enfermedades cronicas propias de la “vida modema”, conocidas
como enfermedades cronicas no transmisibles (NCDs por sus siglas en inglés), estan
asociadas de forma similar con factores de riesgo medioambientales modernos, y se
han incrementado en las dltimas décadas. En las enfermedades metabélicas, como la
diabetes, existe una inflamacion cronica de bajo grado, que podria ser inducida y
perpetuada por estados de disbiosis intestinal, a través de varios mecanismos. Por
ejemplo, el paso del lipopolisacarido de bacterias patégenas al torrente sanguineo
causa una endotoxemia metabdlica que contribuye al estado proinflamatorio. Las
dietas ricas en grasas y bajas en fibras, el sedentarismo y el consumo de azlcares
refinados contribuyen a la disbiosis intestinal y al aumento de la permeabilidad
intestinal que perpetta este estado inflamatorio (Noce, 2019).

En el caso de las enfermedades alérgicas, aunque factores genéticos pueden afectar
la tendencia actual del desarrollo de las mismas, el rapido incremento observado en
los dltimos 20 afios, especialmente en paises industrializados, sugiere que deben
existir factores ambientales. Algunos de ellos han sido identificados, como el
incremento de los partos por cesarea, el uso de antibidticos y un alto consumo de
dietas ricas en grasas y bajas en fibra. El hecho de que todos estos factores a su vez
modulan la microbiota intestinal, sugiere un papel de la misma en el desarrollo de las
alergias, sobre todo por su importante funcién en la regulacion de la respuesta
inmune y la tolerancia oral en la vida temprana (Sestito, 2020).

Por todo lo expuesto, existe un creciente interés en descubrir biomarcadores basados

en el microbioma que sean capaces de predecir enfermedades y que puedan ser
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utilizados a futuro para proponer estrategias terapéuticas y preventivas (Bridgman,
20186).
2.1.3- Microbiota intestinal y alergias alimentarias

En los Gltimos afos la prevalencia de las alergias alimentarias ha mostrado un
marcado crecimiento, principalmente en sociedades industrializadas en todo el mundo
(weala and Nagler, 2019; Peroni, 2020). La alergia es la NCD de inicio mas
temprano, comenzando a menudo en los primeros meses de vida. Las alergias
alimentarias se presentan como parte de un conjunto de manifestaciones alérgicas,
conocidas como “marcha atépica”, en la cual aparece en los primeros meses la
dermatitis atdpica, seguida por alergias a alimentos entre los 2 y 5 afios. Asma vy rinitis
alérgicas suelen manifestarse en la edad escolar (lweala and Nagler, 2019).
Notablemente, la evolucion de la epidemia de alergias ha crecido paralelamente con
los cambios de estilo de vida en los paises industrializados, tales como una
progresiva urbanizacion, programas de sanitizacion ambiental, uso desmedido de
antibidticos, inactividad fisica y consumo de alimentos altamente procesados. Todos
estos cambios han llevado a una reduccion de la exposiciébn a microorganismos en la
vida temprana y a una pérdida de la diversidad microbiana intestinal (Peroni, 2020).
En la figura 2 se muestra cuales son los factores que predisponen al desarrollo de

alergias alimentarias en individuos genéticamente susceptibles.

Factores asociados al estilo de vida moderno

o

Antibidticos Predisposicién

genética
2 Alerglas 2%
Dieta rica en - alimentarias
grasas y 1O ch
baja en fibras == M
Alteracién de
'l~'t.. “ . laBiodiversidad
microbiana
comensal Erradicacidn de

Transicién de vida

rural a urbana enteropatigenos

(helmintos,
Inmunidad H. pylori)

3 incrementada por
B:=AH vacunas y
exposicion reducida
a infecciones

Figura 2. Adaptada de Iweala and Nagler (2019)
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En relacién al mecanismo inmunoldgico de la enfermedad alérgica, se sabe que la
dominancia de la respuesta tipo Th2 sobre Th1 es clave en el desarrollo de la misma.
Los linfocitos Th2 producen interleucinas (IL) 4, 5 y 13, que estan involucradas en el
inicio y perpetuacion del fenotipo alérgico. La IL-4 promueve la diferenciacion de
células T virgenes a Th2 y el cambio de clase a IgE en los linfocitos B. La IL-5 actla
en la diferenciacion y activacion de los eosindfilos, y la IL-13 actia también en el
cambio de clase a IgE en los linfocitos B. Ademas, activa mastocitos y promueve la
migracion de eosindfilos hacia las mucosas. Por el contrario, una respuesta de tipo
Th1 mediada por interferon-gamma (IFN-y), inhibe la respuesta Th2. Como
consecuencia, un desbalance inmune entre estas respuestas, dirigido hacia un
incremento de la respuesta tipo Th2 aumentaria el riesgo de padecer enfermedades
alérgicas. La diferenciacion hacia Th1 y Th2, asi como hacia otros tipos de respuestas
T que son relevantes en la enfermedad alérgica, como T regulatoria (Treg), Th17 y
Th9, esta controlada estrictamente por mecanismos epigenéticos (Acevedo, 2021).
Nagler y otros autores proponen que la tolerancia a antigenos dietarios, y por tanto la
prevencion de la alergia alimentaria, requiere de una respuesta inmune regulatoria
especifica de antigeno, y una respuesta protectora de la barrera intestinal inducida
por las bacterias comensales. La interrupcion de la comunicaciéon entre el epitelio
intestinal y las células inmunes por alteraciones del microbioma, impactan
negativamente en la homeostasis inmune, impidiendo el desarrollo de la tolerancia
oral (lweala and Nagler, 2018).

El mecanismo primario de tolerancia oral a antigenos dietarios es la induccion de las
células Treg. La respuesta tolerogénica a antigenos luminales depende de la
translocacion de éstos a través de la barrera epitelial intestinal, en que intervienen las
células M presentes en el tejido linfoide asociado al intestino (GALT). Alli son
captados por las células presentadoras de antigenos, fundamentalmente las células
dendriticas (DC) CD103+, las cuales migran hacia los nédulos linfaticos mesentéricos
y presentan dichos antigenos a los linfocitos T virgenes. Esta interaccion en presencia
de acido retinoico (metabolito de la vitamina A) y del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), producidos por las DC CD103+, favorece la conversion a
células Tregs foxP3+ especificas de antigeno, productoras de IL-10. Algunas Tregs
migran hacia el torrente sanguineo promoviendo tolerancia sistémica y vuelven a la
lamina propia donde producen TGF- que promueve el cambio de clase a IgA en los

linfocitos B. Si bien el papel de la microbiota en la regulacion de la captacién y la
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presentacion de antigenos alin no ha sido completamente dilucidado, se sabe que en
el intestino delgado, donde se absorben los antigenos alimentarios, los fagocitos
mononucleares residentes en la lamina propia (MNPs) expresan el receptor de
guimioquinas CX3CR1. La estimulacion microbiana de los Toll-like receptors (TLRs) y
la sefalizacidon mediante la proteina de diferenciaciéon mieloide 88 (MyD88) inducen la
generacion de extensiones de las DC en el intestino delgado. Tanto la presentacion
de antigenos como la produccién de IL-10 por los MNPs CX3CR1+, son requeridos
para la tolerancia. Se ha observado que, en ratones tratados con antibidticos, los
MNPs CX3CR1+ pierden la capacidad de expresar IL-10, sugiriendo un papel critico
de la microbiota en su funcién (lweala and Nagler, 2019; Shu, 2018).

Los microorganismos comensales también influyen en el desarrollo de linfocitos Tregs
en forma directa a través de los acidos grasos de cadena corta (AGCC), que son los
productos finales de la fermentacion de la fibra por las bacterias comensales, en
especial el grupo de los clostridios. Se ha demostrado una correlacién positiva entre
el numero de Tregs y la concentracion de AGCC. Uno de los mecanismos por los
cuales los AGCC protegen contra enfermedades alérgicas es de tipo epigenético,
mediante la inhibicién directa de deacetilasas de histonas, que regulan la expresion
de las células linfoides innatas para la proteccion de la barrera intestinal, a través de
la produccién de IL-22. Esta induce la produccion de péptidos antimicrobianos por las
células de Paneth, y de mucus mediante las células Globet en un intestino con
microbiota saludable (Shu, 2018). En particular el acetato es capaz de incrementar el
porcentaje y actividad de las células Tregs, causando un aumento en el estado de
acetilacion del promotor de foxP3+, a través de la inhibicion de la deacetilasa de
histona HDACS9. El butirato inhibe deacetilasas de histonas afectando la activacién al
menos parcial, del factor de transcripcion NF-kB (Acevedo, 2021). La acetilacion
inducida por los AGCC producidos por Clostridium, Anaerostipes y Eubacterium, asi
como la metilacion del ADN inducida por el folato sintetizado a partir de bacterias
comensales como Lactobacillus y Bifidobacterium, estimulan el desarrollo y el balance
inmune del intestino (Acevedo, 2012).

Todos estos datos sugieren que las células Tregs foxP3+, tanto inducidas en forma
especifica por los antigenos alimentarios, como por las bacterias comensales,

cooperan para prevenir la respuesta alérgica a los alimentos (Shu, 2018).

2.1.4- Alergia a la proteina de leche de vaca
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La APLV es la alergia alimentaria mas comUn en nifios, presentandose generalmente
antes de los 2 afnos de edad, y es reconocida como un indicador de desregulacion de
la respuesta inmune en la edad pediatrica (Bunyavanich, 2016; Peroni, 2020). De
hecho, los nifios afectados por APLV en el primer ano de vida tienen un riesgo
incrementado de desarrollar otras manifestaciones atépicas a lo largo de su vida, asi
como otros desoérdenes cronicos inmunomediados (Bemi Canani, 2018). La incidencia
mundial es de 2 a 3 % en el primer afo de vida y en la actualidad el Unico tratamiento
posible es retirar de la dieta todos los alimentos que contengan proteinas de leche de
vaca (Bunyavanich, 2016; Dong, 2018).

En cuanto a la prevalencia en Argentina, un estudio retrospectivo que analizd casos
confirmados de APLV durante 11 afios en un hospital universitario, detectd una
prevalencia acumulada de 0,8 %, pero con un incremento porcentual de la misma,
desde 0,4 % en 2004 hasta 1,2 % en 2014, es decir un incremento de tres veces en la
prevalencia de esta alergia (Mehaudy, 2018). La APLV suele tener una evolucion
favorable con resolucion espontanea hacia los 5 afos de vida, ocurriendo dicha
resolucion en un 90 % de los casos antes de los 2 afios de vida (Bozzola, 2014).

En base a la reaccién inmune implicada, se distinguen tres tipos de APLV: mediada
por IgE, no mediada por IgE (la mayoria debidas a reacciones de inmunidad celular) y
trastornos mixtos (Diaz, 2018). Las primeras se caracterizan por la aparicion de forma
inmediata (menos de 2 horas desde el contacto) de sintomatologia cutanea, como
dermatitis atdpica, o respiratoria, como rinitis 0 asma. En estos pacientes es posible
determinar la existencia de anticuerpos IgE especificos en sangre o mediante
pruebas cutaneas (Prick test). La APLV mediada por IgE es la forma responsable de
la expresiébn mas extrema de APLV, que es la anafilaxia. Las formas no mediadas por
IgE ocasionan una sintomatologia predominantemente digestiva de aparicién tardia,
siendo la forma mas comun de presentacion la proctocolitis alérgica, y en la mayoria
de los casos no es posible confirmar la implicacién de un mecanismo inmunolégico
mediante pruebas complementarias (Bozzola, 2014). Otras formas de presentacion
son la enteropatia o la enterocolitis inducida por proteina de leche de vaca (FPIES)
(Mennini, 2020).

A pesar de los avances tecnoldgicos en secuenciacién y analisis bioinformatico, aln
no conocemos con exactitud los microorganismos cruciales en el desarrollo de
enfermedades alérgicas, siendo las mas estudiadas dermatitis atopica, eczema, rinitis

alérgica y asma, con resultados controvertidos. Esto obliga a seguir avanzando en el
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estudio de la microbiota de poblaciones pediatricas, y en el conocimiento de las
alteraciones que presentan los nifios con APLV, teniendo en cuenta las
particularidades etarias y regionales. Por otra parte, es muy importante tener presente
gue la programacion inmune inducida por la microbiota intestinal ocurre en los
primeros afnos de vida, siendo este periodo la ventana en la cual las intervenciones
serian efectivas en la prevencion de las alergias.

2.1.5- Teorias propuestas

Se han postulado algunas teorias para explicar el gran incremento que han sufrido las
enfermedades alérgicas, especialmente en los paises occidentalizados. Una de ellas
denominada “Teoria de la Higiene”, propuesta por Strachan a fines de los 80, basada en la
evidencia epidemioldogica de que el contacto temprano con factores ambientales que
incrementan una exposicion natural a los microorganismos (como el parto vaginal, la vida
en ambientes rurales, familias numerosas, presencia de mascotas y ausencia de
antibiéticos) protege contra enfermedades alérgicas y autoinmunes, y predispone menos
al desarrollo de diabetes, obesidad y enfermedades inflamatorias. Un ambiente
extremadamente aséptico aumenta la incidencia de estos trastornos (lweala y Nagler,
2019; Peroni, 2020). El hecho de que algunos investigadores han sugerido un papel
critico de las sefales inmunorregulatorias por parte de las bacterias comensales en la
regulacion de la hiperreactividad alérgica, ha llevado a la reformulacion de la hipbtesis
de la higiene como la de los “viejos amigos”. Esta hipotesis propone que cambios en
el entorno, la dieta y el estilo de vida de los paises industrializados, sumados a una
alta exposicion a antibiéticos, un mayor consumo de grasas saturadas y baja cantidad
de fibras, han modificado la microbiota intestinal alterando de este modo el natural
desarrollo de la tolerancia inmune, lo cual ha conducido al aumento de las

enfermedades alérgicas (lweala y Nagler, 2019; Rachid, 2016).

2.2- Antecedentes del tema

2.2.1- Evidencias en humanos

El primer estudio que explor6 la hip6tesis de que la enfermedad alérgica estaria asociada
con una microbiota alterada en nifios, fue realizado en Suecia en los afos 90, utilizando
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técnicas dependientes de cultivo. Hallaron que los nifios alérgicos estaban menos
colonizados con lactobacilos y tenian mayor proporcion de bacterias aerébicas y menos
Bacteroidetes que los nifios sin alergias (Bridgman, 2016). Sin embargo, este tipo de
estudios arrojaban resultados parciales, dado que la mayoria de las bacterias intestinales
no pueden ser cultivadas. Desafortunadamente, no se han realizado trabajos en esta area
utilizando metagenémica total, pero numerosos estudios basados en secuenciacion del
ARN ribosomal 16S, han demostrado que nifios con alergias alimentarias exhiben una
microbiota diferente a la de aquellos sin alergias (Di Costanzo, 2020). A continuacion, se
mencionan los estudios publicados hasta la fecha en alergias alimentarias mediadas por
IgE, resumidos en latabla 1.

Tabla 1. Estudios de microbiota intestinal en pacientes pediatricos con y sin alergia

alimentaria (adaptada de Di Costanzo, 2020)

Alergia alimentaria Diversidad Alteraciones en taxa
Ling etal. 2014 Leche de vaca, huevo, Igual 4\ Bacteroidetes, Actinobacteria y
(n=34) pescado, trigo, mani Proteobacteria
\]/ Firmicutes
Chen et al. 2015 Huevo, leche de vaca, trigo, Disminuida 4\ Firmicutes, Proteobacteria y
(n=23) mani, soja Actinobacteria\l/ Veillonella
Azad et al. 2015 Leche de vaca, huevo, mani Igual \]/ Bacteroidaceae y Enterobacteriaceae
(n=12)
Berni Canani et al. 2016 Leche de vaca NR 4\ Ruminococcaceae, Lachnospiraceae
(n=39) \]/ Bifidobacteriaceae, Streptococcaceae
y Enterobacteriaceae
Inoue et al. 2017 Huevo, trigo, soja, leche de NR /T\ Lachnospira, Veillonella, Sutterella
(n=4) vaca, mani \l/ Dorea, Akkermansia
Savage et al. 2018 Leche de vaca, trigo, huevo, Igual \l/Cirrobacrer, Oscillospira, Lactococcus,
(n=14) mani, soja Dorea
Bunyavanich et al. 2016 Leche de vaca NR 4\ Bacteroidetes, Enterobacter
(n=226)
Fazlollahi et al. 2018 Huevo NR 4\ Lachnospiraceae, Streptococcaceae
(n=141)
Dong et al. 2018 Leche de vaca Disminuida /]\ Enterobacteriaceae
(n=60) \I/ Bacteroidaceae
Thompson et al. 2010 Leche de vaca NR 4\ Lactobacillaceae

(n=16)

NR: no reportada

\l/ Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae
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Los estudios en alergia alimentaria no mediada por IgE son aln mas escasos. Por
ejemplo, Berni Canani et al (2018) hallaron disbiosis intestinal caracterizada por
enriquecimiento de Bacteroides y Alistipes en nifios con APLV IgE no mediada, en
comparacién con el grupo control.

2.2.2.- Evidencias en animales de experimentacion

Estudios en animales de experimentaciéon revelan evidencias acerca del papel de la
microbiota en el desarrollo de alergias. Por una parte, ratones tratados con antibidticos
han mostrado predisposicion al desarrollo de enfermedad alérgica. Similarmente, ratones
libres de microorganismos o germ-free (GF) no desarrollan tolerancia inmune y mantienen
una respuesta Th2 a antigenos administrados oralmente. Este efecto puede revertirse
mediante la reconstitucion del microbioma a edad temprana, pero no mas tarde en la vida
(Di Costanzo, 2020). Otra cuestion interesante es que la microbiota intestinal es capaz de
transferir susceptibilidad a alergia alimentaria, lo cual fue probado en ratones GF a los
cuales se reconstituia la microbiota con aquella proveniente de un modelo de ratones
susceptibles a alergia alimentaria (Noval Rivas, 2013). Un estudio del grupo de Cathryn
Nagler, demostré que ratones GF estaban protegidos de desarrollar anafilaxia a la leche
de vaca si se colonizaban con microbiota de nifios sanos, pero no con microbiota

proveniente de nifios con APLV (Feehley, 2019).

Aungque cada vez surgen mas evidencias de asociaciones de la microbiota con
enfermedades alérgicas, algunos estudios no han hallado diferencias en la microbiota de
nifnos con estos cuadros, o han encontrado asociacion con ciertos fenotipos alérgicos pero
no con otros (Bridgman, 2016). Si bien sabemos que la estructura de la microbiota en los
primeros 6 meses de vida es relevante en el desarrollo de alergias, y que la disbiosis
intestinal podria influenciar tanto la aparicién como el curso de las alergias alimentarias,
alun no se han detectado taxones especificos asociados con estas patologias (Di
Costanzo, 2020). Esto puede deberse tanto a la heterogeneidad en los disefios
experimentales, como al momento de la toma de muestra, los métodos utilizados para la
caracterizacion de la microbiota, o los diferentes tipos de alergia estudiados, lo cual
dificulta establecer una clara asociacion entre taxones especificos y el desarrollo de
alergias. Algunos autores han hallado que una disminucién de la diversidad microbiana
precede al desarrollo de eczema, sensibilizacion atopica, rinitis alérgica y asma,
sugiriendo que esta pérdida de diversidad podria ser incluso mas importante como factor
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predictivo, que la presencia 0 ausencia de determinados taxones microbianos (Bridgman,
2016).

2.3- Descripcion del problema

La microbiota de personas adultas ha sido ampliamente estudiada en distintas partes
del mundo con mucho mas detalle que la de los nifos. Se cree que la microbiota
adulta se caracteriza por ser relativamente estable y poseer resiliencia, es decir
retomar al estado original tras la perturbacion ocasionada por algin factor de estrés,
como cambios en la dieta o ingesta de antibiéticos. En contraste, sabemos muy poco
de la microbiota en nifos menores de 3 afnos y su respuesta a desafios,
probablemente debido a cuestiones préacticas y éticas de los ensayos clinicos
(Derrien, 2019).

La evidencia acumulada sobre la influencia de la microbiota intestinal y sus
metabolitos en el desarrollo de alergias, provee una base cientifica para la creacion
de estrategias innovadoras para la prevencién y el tratamiento de las mismas, como
es el uso de ciertos probiéticos. Sin embargo, debido a los factores ya mencionados
gue intervienen en la conformacion de la microbiota, es muy importante tener en
cuenta parametros etarios, étnicos, geograficos, de estilo de vida y de alimentacion
para el estudio y caracterizacién de la microbiota saludable en una determinada
poblacién, ya que su conocimiento sera critico para poder predecir alteraciones
relacionadas a ciertas enfermedades.

A la fecha, no hay estudios de microbiota intestinal en lactantes sanos, en Argentina
ni en Latinoamérica. En nifios con enfermedades alérgicas, la mayoria de los estudios
publicados internacionalmente se han enfocado en dermatitis atépica, rinitis alérgica y
asma, si bien los resultados no son concluyentes. Este proyecto piloto seria el primer
estudio de microbiota intestinal en poblacién pediatrica sana y con diagnostico de
APLV en nuestro pais, y creemos que sentaria una base solida para el estudio de
intervenciones a futuro en nuestro medio.

Nuestra hipotesis de trabajo es que la microbiota intestinal difiere entre nifios sanos y
nifios con APLV, y que una microbiota alterada (escasa, poco diversa, o con ausencia de
determinados taxones microbianos) podria actuar como un factor predisponente para el

desarrollo de alergias durante la primera infancia.
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2.4- Alcances del trabajo

Este trabajo sera realizado en lactantes de hasta 6 meses de edad, de la ciudad de
Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina, cuyos padres manifiesten su voluntad de
participar por escrito. Se estudiaran dos grupos: un grupo control sano y un grupo de
nifios con manifestaciones clinicas y confirmacién de APLV, tanto IgE mediada como

no mediada.

2.5- Objetivos del estudio:

2.5.1- Objetivo General:

* |dentificar marcadores en la microbiota intestinal de lactantes menores de 6 meses,
asociados al desarrollo de APLV, mediada y no mediada por IgE, y su posible

influencia por factores ambientales.

2.5.2- Objetivos Especificos:

* |dentificar marcadores en la microbiota intestinal de lactantes menores de 6 meses
asociados al desarrollo de APLV, mediada y no mediada por IgE, en comparacion con
un grupo control de lactantes sanos.

+ [Establecer asociaciones entre la microbiota, tipo de parto y lactancia y desarrollo de
APLV, mediada y no mediada por IgE, en comparacion con un grupo control de
lactantes sanos.

e En el grupo de ALPV mediada por IgE, correlacionar los valores de IgE y/o Prick test

con taxones potencialmente asociados al desarrollo de alergias.

2.6- Metodologia

Tipo de estudio: observacional, descriptivo, transversal y prospectivo
Metodologia: caso vs control
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3. DISENO EXPERIMENTAL DEL TRABAJO

3.1- Seleccion de poblaciones de estudio (nifilos sanos y con APLV)

3.1.1- Tamafo de la muestra y eleccion de los participantes

Dado que no contamos con estudios de prevalencia de APLV a nivel local, ni se ha
estudiado la microbiota de lactantes en la poblacion propuesta, en este trabajo
planteamos realizar un estudio piloto con 30 nifios controles sanos y 30 con diagndstico
de APLV, segun los criterios de inclusion y exclusion detallados a continuacion.

Los nifios sanos seran seleccionados por un pediatra de un centro de salud privado de
nuestra ciudad teniendo en cuenta el crecimiento dentro de los parametros normales
(progresion de peso y talla en su percentil de crecimiento acorde a tablas de la Sociedad
Argentina de Pediatria), y la ausencia de cualquier tipo de manifestacion alérgica desde el
nacimiento hasta el momento en que ingresen al estudio, ya sean signos/sintomas
dermatoldgicos (sindrome de alergia oral, urticaria/angioedema, dermatitis atépica),
respiratorios (sibilancias, rinoconjuntivitis), digestivos (diarrea crénica, deposiciones con
moco y /o sangre, vomitos y/o diarrea inmediata asociada a la ingesta de alimentos),
esofagitis eosinofilica o anafilaxia.

Los nifios con sospecha clinica de APLV no mediada por IgE seran evaluados por una
gastroenterdloga pediatra de un centro privado especializado en patologias digestivas,
mientras que los que tengan sospecha de APLV mediada por IgE seran evaluados por un
alergista pediatra de consulta privada. Los profesionales ofreceran a los padres la
inclusion en el estudio, confeccionaran la historia clinica (ANEXO 1), explicando y

entregando el consentimiento informado (ANEXO 2).

3.1.2- Criterios diagnésticos de APLV
El diagnostico de APLV se realizara teniendo en cuenta los criterios clinicos y de
laboratorio establecidos en consensos nacionales e internacionales (Fiocchi, 2010;

Koletzko, 2012).

3.1.2.1- Diagnostico de APLV mediada por IgE: historia clinica detallada y compatible, con

la aparicion de sintomas inmediatos (menos de 2 h tras la ingesta), manifestaciones
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cutineas y/o respiratorias y/o digestivas ligadas a mecanismos IgE: urticaria,

angioedema, sindrome de alergia oral, rinoconjuntivitis, sibilancias, hipersensibilidad

gastrointestinal inmediata o anafilaxia, mas la determinacion de la presencia de

sensibilizacién a proteinas de leche de vaca (mediante test cutaneos o IgE especificas) y

mejoria absoluta de los sintomas al suprimir la alimentacién a base de proteinas de leche

de vaca y derivados.

e Pruebas cutaneas (Prick test): Se coloca una gota del alérgeno (a-lactoalbumina, B-
lactoglobulina, caseina, histamina como control positivo y suero salino como control
negativo), en la cara anterior del antebrazo, se pincha con lanceta encima de cada
gota para gue la solucién penetre en la piel y se mide el tamafio de la papula a los 15
minutos. Se considera positivo un tamafio de papula superior a 3 mm; una papula
superior a 10 mm se asocia con alergia persistente.

e Determinacion de IgE especifica en suero. Se determinara la IgE especifica a
proteinas de la leche de vaca (PLV), con un punto de corte de 0,35 kU/L. Valores
superiores a 2,5 tienen un alto valor predictivo positivo, por lo que se podria obviar la
prueba de provocacion.

e Prueba de provocacion oral: su realizacién puede omitirse si la probabilidad de APLV
es alta, basado los test cutaneos o las IgE especificas positivas, o si la misma tuviera
un elevado de presentar sintomas severos (p. ej., antecedente de anafilaxia).

3.1.2.2.- Diagndstico de APLV no mediada por IgE: historia clinica detallada y prueba de

exclusién-provocacion. La historia clinica debe evaluar antecedentes familiares y
personales de atopia para establecer el riesgo, relacién entre los sintomas y exposicion al
alimento, tiempo transcurrido entre el contacto o la ingesta del alimento y la apariciéon de
los sintomas, caracteristicas y gravedad de los mismos, edad de comienzo, historia
nutricional y dietética completa y factores asociados o desencadenantes.

e Prueba de exclusion-provocacion: es la prueba “gold standard” para confirmar el
diagnodstico de APLV no mediada por IgE. Consiste en excluir la PLV y derivados
de la dieta por un periodo de 4 a 6 semanas, comprobar la resolucién de los
sintomas y posteriormente volver a introducirla de forma controlada, excepto en
los casos de FPIES. Si esta alimentado con pecho exclusivo, la madre debera
realizar la dieta sin PLV de forma estricta. Si se encuentra recibiendo férmula
artificial, se indicara una formula extensamente hidrolizada.
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3.1.3- Criterios de inclusion y de exclusién

Seran incluidos en el estudio lactantes entre 0 y 6 meses, nacidos a término (semana 37 a
42), por parto vaginal o cesarea, bajo lactancia materna exclusiva, formula o mixta.

Los criterios de exclusion son los siguientes: lactantes nacidos pretérmino (< 37
semanas), ingesta de antibidticos en las 4 semanas previas a la toma de muestra y
hospitalizacion del nifio en el mes previo por mas de 48 o 72 hs. En el grupo control se
excluiran ademas nifios cuyos padres o hermanos tengan o hayan tenido APLV.
Las siguientes variables materas y del lactante seran consignadas como datos
adicionales que podrian eventualmente ser analizados en funcion de los hallazgos de los
estudios de microbiota, si el estudio escala a un N mayor en funcidon de los resultados de
este piloto: obesidad materna al inicio del embarazo (IMC > 30), consumo de probioticos
durante el Gltimo mes de embarazo o durante la lactancia, antibioticos maternos durante
la lactancia, profilaxis antibidtica intraparto, peso al nacer y edad gestacional del nifo,
numero de hermanos, presencia de mascotas en el hogar y medio urbano o rural.

3.2- Eleccion y justificacion de la metodologia a utilizar

Actualmente, los estudios moleculares para el estudio de la microbiota intestinal pueden
realizarse de tres formas: a) secuenciacion del gen que codifica para el ARN ribosomal
16S, lo cual provee un detalle de los taxones presentes (metataxondmica), b)
metagendmica total, que también determina potenciales genes funcionales, y ¢) analisis
metatranscriptémicos que describen la expresion de dichos genes (Goodrich, 2014). En
este trabajo, por cuestiones operativas y de costes, y porque ademas no existen
antecedentes locales en el tema, realizaremos el analisis de la microbiota intestinal por
secuenciacion del gen del ARN ribosomal 16S, como se muestra esquematicamente en la

Figura 3.
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Figura 3: Adaptada de Milani et al (2017)
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3.2-1. Recoleccion y conservacion de muestra

El almacenamiento y las condiciones de transporte de las muestras en un estudio de
microbiota son muy importantes debido a que impactan en el rendimiento y calidad del
ADN extraido. Los investigadores coinciden en que lo mas importante es que las
condiciones sean constantes para todas las muestras. Los protocolos mas aceptados
recomiendan congelar las muestras de forma inmediata a -80°C en hielo seco o en
nitrogeno, particularmente las muestras de heces debido a su alta carga microbiana. Sin
embargo, algunos trabajos como el de Lauber et al, indican que el almacenamiento en un
rango entre -20°C y -80°C durante 2 semanas no afecta la diversidad ni la abundancia de
los principales taxones. En cambio, deben evitarse el congelado y descongelado de
muestras, dado que esto si tiene un efecto sobre la composicién microbiana (Goodrich,
2014). Debido a que el congelamiento de muestras puede no ser posible para muchos
laboratorios, o bien las muestras son recolectadas en lugares distantes y son los mismos
pacientes quienes deben conservarlas hasta su entrega, se han estudiado otros métodos,
como el uso de alcohol 95°, el kit comercial OMNIGene Gut o tarjetas para conservacion
de muestras de sangre de cordon, los cuales serian aptos para conservar las muestras
hasta 8 semanas a cualquier temperatura inclusive ambiente, si bien aclaran que para
métodos como metagendmica total o PCR cuantitativa no serian adecuados (Song, 2016).
En nuestro estudio utilizaremos OMNIGene Gut OM-200 (DNA Genotek, Ontario, Canada)
como preservante, dado que las muestras deben ser trasladadas desde nuestra ciudad
hasta otra distante 800 km. Para este estudio se recolectara una muestra por nifo, al

momento del diagndstico.

3.2-2. Técnica de extraccion del ADN
Se realizara la extraccion de ADN de las muestras mediante el kit comercial QlIAmp
PowerFecal Pro DNA kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI ADN obtenido sera cuantificado en un espectrofometro DeNovix DS-11

(Denovix, Wilmington, USA) y conservado a -20°C.

3.2-3. Técnica molecular y disefio del protocolo
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Se realizard secuenciacion de la region variable V3-V4 del gen del rARN 16S, previa
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con los primers Pro341F/Pro805R para bacte-
rias, y ARC344F/Arch806R para arqueas (Takahashi y col, 2014). Se realizaran al menos
tres amplificaciones de cada réplica para disminuir el bias de la PCR. En todos los casos
utilizara agua grado biologia molecular como control negativo de la amplificacién. Los am-
plicones resultantes seran purificados y cuantificados por espectrofotometria, y las répli-
cas seran combinadas en cantidades equimolares en una Unica muestra y secuenciadas
en la plataforma lllumina MiSeq System (lllumina, San Diego, USA), garantizando 200.000

lecturas (~300 bp) por individuo para la identificacion taxonomica.

3.3- Eleccidon del software y plataforma de analisis de datos

El curado v filtrado por calidad, la definicion de grupos taxonémicos, la clasificacion de los
mismos y el andlisis de las secuencias resultantes se realizara utilizando el software
QIIME (www.qiime.org). Las lecturas se clasificaran al nivel taxonémico mas bajo posible
(ej: género) en base a la base de datos Silva (https://www.arb-silva.de/). Las secuencias
seran agrupadas en unidades taxondmicas operacionales (OTU), en base a la identidad
de secuencia (95 % para género y 97 % para especie). Se realizaran curvas de
rarefaccion para confirmar que se haya alcanzado la suficiente profundidad de
secuenciacion en todas las muestras. Se estudiara la diversidad microbiana de cada
muestra mediante los indices de alfa diversidad (indices de Shannon, Chao1, Simpson); y
entre muestras en términos de beta diversidad (se evaluaran los indices de Jacqard, Bray
Curtis, Weighted y Unweighted Unifrac). Se realizardn diagramas de andlisis de
coordenadas principales (PCA), utiles para representar la beta diversidad en diagramas
de 2 o 3 dimensiones, e identificar patrones de diferenciacién entre las muestras
procedentes de los diferentes grupos de estudio. Se exploraran las diferencias de
distribucion de filo o entre comunidades microbianas en los pacientes con alergia
alimentaria en comparacion con muestras de nifios sanos. Las secuencias crudas del
presente proyecto seran depositadas en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechonoligy Information).

3.4- Analisis estadistico de los datos
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Se estratificaran los grupos control y APLV segln tipo de parto (vaginal o cesarea), y tipo
de lactancia (materna exclusiva, formula o mixta) y se compararan los parametros de la
microbiota intestinal entre los grupos de las mismas caracteristicas. Se llevara a cabo una
estadistica multivariada para tratar de identificar los taxones mas diferenciales entre
grupos/condiciones; asi como su correlacién con las variables de estudio. En caso de
escalar el estudio a un mayor N, en el grupo de APLV, se compararan los grupos IgE
mediado y no mediado para tratar de establecer diferencias.

3.5- Consideraciones éticas. Consentimiento informado. Tratamiento de
datos

La obtencion, tratamiento, conservacién y comunicacion de los datos se haran de
acuerdo a lo dispuesto en la Ley de Proteccion de Datos Personales de nuestro pais
(Ley 25.326). Los datos se recogeran de forma anénima, sin utilizar ni publicar ningn
dato de origen personal. El presente proyecto sera presentado para evaluacién y
aprobacion por el Comité de Docencia e Investigacion de Fares Taie Instituto de
Andlisis, asi como por el comité de Bioética del Instituto de Investigaciones Clinicas
de la ciudad de Mar del Plata y de la Universidad Nacional de La Plata. El
consentimiento de los padres se tomaréa a todos los participantes (ANEXO 2).

4. CONCLUSIONES

Se ha disefiado un trabajo de investigacion que pretende estudiar por primera vez la mi-
crobiota intestinal en lactantes con APLV en una poblacion de Argentina, siendo ademas
el primer estudio en Latinoamérica.

Nuestros resultados proporcionaran informacion sobre posibles asociaciones entre esta
patologia y la microbiota intestinal, a través de su comparaciéon con la microbiota de lac-
tantes sanos. A su vez, el andlisis de los factores que modulan el establecimiento de la
microbiota a temprana edad, como el tipo de parto y de lactancia, permitiran conocer su
influencia en nuestro medio sobre el desarrollo de APLV.

Si bien ensayos clinicos han demostrado que la manipulacion de la microbiota intestinal
con probidticos o prebidticos podria ser efectiva en la prevencién primaria de la dermatitis

atépica, aiin no hay evidencias suficientes en otras condiciones alérgicas, como las aler-
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gias alimentarias. El hallazgo de marcadores en la microbiota intestinal que puedan aso-
ciarse a APLV en nuestra poblacion, contribuird a generar el conocimiento necesario para
evaluar si es posible prevenir su desarrollo o mejorar la sintomatologia de estos pacientes
a través del disefio de estrategias dirigidas a modular su microbiota.

Por otro lado, la comparacién de nuestros resultados con otros estudios de investigacién
sobre esta tematica permitirda comprobar si ciertos marcadores asociados a APLV son
universales entre poblaciones de caracteristicas similares de otras regiones geogréaficas.
Por Gltimo, este estudio piloto contribuira a implementar y consolidar este tipo de estudios
metagenomicos en nuestro laboratorio, para ser destinados a nuevos ensayos clinicos y
aplicaciones futuras sobre la microbiota y sus alteraciones en otras condiciones relacio-
nadas a la salud y la enfermedad.
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ANEXO 1. )
PROTOCOLO MICROBIOTA EN NINOS SANOS Y CON APLV

Informacién del nifio:

Pesoalnacer..................... Semanas de gestacion............
Tipo de parto: VAGINAL CESAREA
Lactancia (hasta los 6 meses): MATERNA EXCLUSIVA
FORMULA EXCLUSIVA
MIXTA

Numero de hermanos.............eeiiiiiiiennn...
Vivienda: URBANA RURAL

Presencia de mascotas enel hogar..........................

Antecedentes de alergia en: MADRE............... Cual?.. i
PADRE............... Cual? .l
HERMANOS......... Cual? ...l

(consignar Dermatitis atopica, eczema, asma, rinitis, alergia alimentaria)

Informacién materna:

Peso al inicio del embarazo.................... Altura............... IMC...cceeeeee

Uso de antibi6ticos: PROFILAXIS INTRA PARTO
ULTIMO MES DE EMBARAZO
LACTANCIA (mes anterior a la toma de muestra)

Uso de probiéticos: ULTIMO MES DE EMBARAZO
LACTANCIA (mes anterior a la toma de muestra)




ANEXO 2.
FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
1. Titulo del estudio

ESTUDIO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN LACTANTES MENORES DE 6
MESES, SANOS Y CON ALERGIA A PROTEINA DE LECHE DE VACA

2. Parrafo de Invitacion

Se invita a su hijo a participar en este estudio de investigacién para determinar la
microbiota intestinal (esto es, las bacterias presentes en materia fecal). Su participaciéon
podria ayudar a determinar las concentraciones normales de las mismas, y la importancia
de estas bacterias en el desarrollo de alergias alimentarias.

Antes de aceptar es importante que Ud entienda por qué se realiza y qué involucra este
estudio.

Por favor tomese un tiempo para leer la informacion cuidadosamente y preguntenos si hay
algo que no es claro o necesita mas informacion.

3. ¢ Cual es el propdsito de este estudio?

La alergia a la leche de vaca es la causa mas comuln de alergia alimentaria en lactantes y
nifios, probablemente porque la leche de vaca es uno de los primeros alimentos que
recibe el nifio. Los sintomas de esta enfermedad suelen desaparecer con el tiempo, pero
a veces la enfermedad sigue y aparecen otros sintomas.

- Si su hijo nunca ha presentado sintomas de alergia, se estudiaran las bacterias
presentes en la materia fecal, con el objeto de determinar sus concentraciones
normales para establecer un grupo control (sano)

- Si su hijo presenta sintomas compatibles con alergia a la lecha de vaca,
estudiaremos la materia fecal para investigar si existen cambios en cierlas
bacterias y si los mismos se relacionan con esla alergia

4. ¢ Quiénes realizan este estudio?
Este es un estudio colaborativo, en el que participan profesionales bioquimicas y bidlogas
moleculares del Instituto de Analisis Fares Taie de la ciudad de Mar del Plata,

investigadores de CONICET y médicos pediatras de 2 centros privados de nuestra ciudad.

SI, HE COMPRENDIDO Y ACEPTO PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Nombre y apellido. ..o eee e esessrereenenees DNl e
Padre, madre, tutor del Nif0.......ece e s creee e e e e e

Firma.. e
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