UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

POSGRADO EN CIENCIAS FARMACOBIOLOGICAS

IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPALES GEN[EROS FUNGICOS
DE LA MICOBIOTA INTESTINAL Y SU RELACION CON EL MODO
DE ALIMENTACION EN LACTANTES SANOS

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS FARMACOBIOLOGICAS

PRESENTA

LN SARA DEL CONSUELO ALMENDAREZ LUNA

DIRECTOR DE TESIS
DR. FIDEL MARTINEZ GUTIERREZ

SAN LUIS POTOSI, S.L.P. FEBRERO, 2022




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

POSGRADO EN CIENCIAS FARMACOBIOLOGICAS

IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPALES GENEROS FUNGICOS
DE LA MICOBIOTA INTESTINAL Y SU RELACION CON EL MODO
DE ALIMENTACION EN LACTANTES SANOS

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS FARMACOBIOLOGICAS

PRESENTA

LN SARA DEL CONSUELO ALMENDAREZ LUNA

COMITE TUTORIAL:

DIRECTOR: DR. FIDEL MARTINEZ GUTIERREZ
ASESORA: DRA. RUTH ELENA SORIA GUERRA
ASESORA: DRA. DIANA PATRICIA PORTALES PEREZ
ASESOR CLINICO: DR. ABEL SALAZAR MARTINEZ




I CREDITOS INSTITUCIONALES
Proyecto realizado con el apoyo de:
Fondo de Apoyo a la Investigacion (FAI) de la Universidad Auténoma de San Luis
Potosi, México. Numero de Convenio C20-FAI-10-34.34.
El programa de Maestria en Ciencias Farmacobioldgicas de la Universidad Autbnoma
de San Luis Potosi pertenece al Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC)
del CONACYT registro 003382, de nivel en desarrollo.
Beca otorgada por CONACYT, con Numero CVU 1008301

NOASFARN,
OV gy,

o %, ...
2 ()

CONACYT

Laboratorio de Antimicrobianos, Biopeliculas y Probioticos, Laboratorio de
Microbiologia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Autonoma de San Luis
Potosi. Consultorios particulares: Gastroenterdloga pediatra Dra. Claudia Leija,
Pediatra Luz Adriana Najera. Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto,
departamento de pediatria. Gastroenterélogo pediatra Dr. Abel Salazar Martinez.

[erece]

Identificacion de los principales géneros fungicos de la micobiota intestinal y su
relacion con el modo de alimentacion en lactantes sanos. por Sara Del Consuelo
Almendarez Luna se distribuye bajo una Licencia Creative Commons Atribucion-

NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional.



1. TESIS QUE PRESENTA

LN. SARA DEL CONSUELO ALMENDAREZ LUNA

PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS FRAMACOBIOLOGICAS

JURADO

DR. FIDEL MARTINEZ GUTIERREZ

DRA. RUTH ELENA SORIA GUERRA

DRA. DIANA PATRICIA PORTALES PEREZ

DR. ABEL SALAZAR MARTINEZ

SAN LUIS POTOSI, S.L.P. FEBRERO, 2022



IV. AGRADECIMIENTOS

Primero agradezco a Dios por cada experiencia vivida.

A la Facultad de Ciencias Quimicas por abrirme sus puertas y continuar con mi
aprendizaje, después de algunos afnos.

Al Dr. Fidel Martinez por permitirme ser su alumna, y por su acompafiamiento en cada
etapa dificil que pase en la Maestria, por su asesoria constante y conocimientos
compartidos.

Quiero expresar mi admiracion a la Dra. Ruth Elena Soria y a la Dra. Diana Portales
que me inspiran y demuestran dia a dia el papel de la mujer en la Ciencia.

Gracias Dra. Ruth porque nunca me faltdé asesoria, material ni espacio para
experimentar.

Gracias Dra. Diana por permitirme un espacio dentro del laboratorio.

A mi sensei de vida y conocimientos Dr. Abel Salazar Martinez, que sin sus ideas no
estuviera en este camino, gracias por ser mi familia.

Y hablando de familia, sin ellos no lo hubiese podido lograr, a mis hijos por su
paciencia, por su sonrisa en los momentos estresantes. Una disculpa por los tiempos
robados para ir a la recoleccidn de las muestras, a mi esposo Oscar, que me impulsa
con su ejemplo, por su optimismo, paciencia, esfuerzo y motivacion. Engrandecen mi
existir.

A mis padres por su apoyo incondicional, jLo logre Papa! te dije que el suefio de la
Maestria llegaria algun dia.

La lista seria interminable, porque dia a dia mis companeros de maestria aportaron a
mi persona. Gracias amigos por su apoyo y paciencia.

A Luz Mila Martinez, Miguel Alvarez, Ernesto Martinez y Pedro Hernandez que siempre
tuvieron respuestas y Don para explicar.

A Marco Martinez por su aportacion estadistica para este trabajo.

Aprendi y recibi mucho mas de lo que esperaba, tengan la seguridad, de como lo dije
en la entrevista inicial, me daré a la tarea de transmitir el conocimiento a mas
estudiantes, que cada vez haya mas profesionistas que se enamoren de lo que hacen

que trasciendan y con su saber colaboren para un mundo mejor.



V. RESUMEN

En anos recientes se ha comenzado a estudiar el componente fungico de la microbiota
intestinal, denominado micobiota, se conoce relativamente poco de los factores que
influyen en su establecimiento en edades tempranas. En este trabajo se analizaron
mediante PCR muestras fecales de recién nacidos sanos, de término, eutroficos, a los
2 y 4 meses de vida, con el objetivo de detectar cambios a través del tiempo en el ADN
fungico, con atencién en 2 especies colonizadoras tempranas Candida albicans y
Debaryomyces hansenii, y si el modo de alimentacién influencia la presencia de estas
especies.

Del total de participantes se detectdé ADN fungico en el 70% de las muestras, a los 2
meses de vida, incrementandose en un 100% a los 4 meses, independientemente del
modo de alimentacion. Interesantemente se reportd que en las muestras provenientes
de participantes alimentados con lactancia materna exclusiva, se limité la deteccion de
C. albicans, mientras que D. hansenii se incrementa con el tiempo.

PALABRAS CLAVE: Micobiota intestinal, Candida albicans, Debaryomyces hansenii,

lactancia materna.

ABSTRACT

In recent years, the fungal component of the gut microbiota has begun to be studied,
relatively little is known about the factors that influence in the establishment an early
life.

Fecal samples from healthy, full-term, eutrophic newborns at 2 and 4 months of life
were analyzed by PCR, with the aim of detecting changes over time in fungal DNA,
with attention to 2 early colonizing species Candida albicans y Debaryomyces hansenii,
and if the mode of feeding influences the presence of these species.

We found detectable fungal DNA in 70% of the samples from participants at 2 months
of age, increasing to 100% at 4 months, regardless of feeding mode. Exclusive
breastfeeding limits the growth of C. albicans, while D. hansenii increases over time.

KEYWORDS: Gut micobiota, Candida albicans, Debaryomyces hansenii,
Breastfeeding.
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INTRODUCCION

La microbiota es una comunidad de microorganismos y virus que colonizan un
determinado sitio anatémico del cuerpo humano, estableciendo relaciones entre sus
componentes que conducen a un equilibrio dinamico entre ellos. Dentro de estos sitios
anatémicos, la microbiota intestinal (MI), es caracterizada por la mayor diversidad
microbiana. Un subcomponente de ésta es la micobiota, que comprende
aproximadamente 140 géneros fungicos, formando el 13% del volumen de la MI. Su
composicion dentro del huésped sano ha sido poco explorada. Los hongos confieren
efectos fisioldgicos al cuerpo humano, influencian la inmunidad, facilitan la extraccion
de nutrientes y algunos como Saccharomyces boulardii es efectivo para prevenir y

tratar enfermedades gastrointestinales humanas (Ward et al., 2017).

ANTECEDENTES
1. Microbiota humana

La microbiota se define como una comunidad de microorganismos (mo) y virus que
colonizan un determinado sitio anatomico del ser humano, estableciendo relaciones
entre sus componentes microscopicos y las células del cuerpo humano, que conducen
a un equilibrio dinamico entre ellos. Su composicién es diferente dependiendo de la
funcidén de la superficie colonizada. Las microbiotas mas estudiadas son la oral, la
cutanea, la genitourinaria y la intestinal. En la microbiota intestinal (MI) se encuentra
la mayor diversidad microbiana, que participa en multiples procesos fisioldgicos y
patolégicos del huésped. A pesar de la gran variedad de microorganismos, se estima
que el 90 % pertenece a los filos procariotas Firmicutes y Bacteroidetes (Wasilewski
et al., 2015).

La microbiota intestinal tiene un papel importante en los procesos metabdlicos,
nutricionales, fisiolégicos e inmunologicos del cuerpo humano. Participa en la defensa
contra patdbgenos por mecanismos como la resistencia a la colonizacion y produccion

de compuestos antimicrobianos (Hooper et al., 2012). Ademas, es la responsable de



la produccion de nutrientes importantes como acidos grasos de cadena corta (AGCC),
vitaminas (vitamina K, vitamina B12 y acido folico) y derivados de aminoacidos
(Oliphant & Allen-Vercoe., 2019).

Teniendo la microbiota intestinal esa diversidad de funciones resulta importante el
entender como se establece, y los factores implicados en su evolucion. La colonizacion
del tracto gastrointestinal comienza desde el nacimiento, su composicién cambia de
manera gradual durante el crecimiento del individuo (Gerritsen et al., 2011). Factores
como el modo de nacimiento, la edad gestacional, la forma de alimentacion y la
exposicién a los antibidticos dan forma a la microbiota en la vida temprana, esto
contribuye a la salud futura (eubiosis) o estados de desbalance en el equilibrio
microbiano (disbiosis). Esta evolucion esta sujeta a factores intrinsecos (edad y
genética) y extrinsecos (indice de masa corporal, tabaquismo, alcoholismo, actividad
fisica y dieta, entre otros) que definen su estado de salud (Ballan et al., 2020). Una
mala combinaciéon de estos factores puede conducir a un desbalance en el equilibrio
de composicién de la microbiota intestinal, induciendo un estado de disbiosis que
afectara de manera negativa la salud del individuo. Se ha demostrado la relacion que
se tiene en el estado de disbiosis con pacientes que cursan tanto enfermedades
gastrointestinales como enfermedades sistémicas tales como: enfermedades
cardiovasculares, enfermedad renal cronica, diabetes, cancer y obesidad (Cavalcanti
Neto et al., 2018; Cerdd et al., 2019). A nivel mundial y en nuestro pais, estas
enfermedades son las principales causas de mortalidad, es por ello que se busca el
entendimiento de estos factores que influyen en la composicion de la microbiota

intestinal en etapas tempranas de la vida.



2. Estudio de los hongos

Los hongos son organismos ampliamente distribuidos en el planeta, con una
diversidad de caracteristicas, para su estudio se les ha dividido en macromicetos
(zetas) y micromicetos (estructuras microscopicas). Poseen nucleo por lo que se les
agrupa dentro del dominio Eucaria, al igual que las células animales, vegetales y
parasitos. Los hongos micromicetos se presentan como microorganismos unicelulares
o levaduriformes y multicelulares o miceliares. Los hongos micromicetos miceliares
estan presentes en el medio ambiente, es conocido que participan en procesos
naturales de descomposicion de materia organica y reincorporacion de los elementos
a la cadena alimenticia. Dicha actividad de incorporar nuevamente algunos elementos
a los ciclos correspondientes, les permite ser considerados como esenciales para sus
plantas hospedantes porque absorben agua, nitrogeno, fosforo y otros nutrientes del
suelo y los transfieren a las raices de las plantas, estas asociaciones ocurren hasta en
el 80% de todas las especies de plantas. Otros beneficios de los hongos multicelulares
o miceliares y los unicelulares o levaduriformes, es su uso en procesos industriales,
por ejemplo, los hongos miceliares son utilizados en la produccion de antibidticos
(Penicilium chrysogenum, Cephalosporium acremonium y Streptomyces grisens),
mientras que los hongos levaduriformes son utilizados en la elaboracién de pan, queso
y bebidas alcohdlicas (Saccharomyces cerevisiae). Por otro lado, se sabe que los
hongos tienen una relacion directa con la salud del ser humano, se estima que de los
5,1 millones de especies diferentes de hongos que se calcula existen en el mundo,
solo unas 300 causan enfermedades de forma regular en los seres humanos
(Blackwell M., 2011). Con la alta prevalencia de hongos en el medio ambiente, no es
sorprendente que los hongos también se encuentren formando parte de la microbiota
humana, con funciones especificas gracias a sus caracteristicas de composicion en su
pared celular, ejemplo de ello son los polisacaridos llamados B-glucanos, los cuales

tienen un efecto estimulante en la inmunidad (Otakar Rop et al., 2009).



3. Funciones de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal (Ml) lleva a cabo funciones metabdlicas, antimicrobionas e

inmunomoduladoras dentro del huésped.

los microorganismos del tracto gastrointestinal descomponen carbohidratos
complejos, proteinas y algunas grasas que llegan al colon al escapar de la digestion
primaria, participan en la produccion de enzimas relevantes para los procesos

metabdlicos (Hooper et al., 2012).

En el complejo proceso de digestion y absorcion, la Ml interviene a través de diversas
rutas metabdlicas que incluyen hidrolisis, reduccion, deshidrogenacion y desaminacion
(Bryan et al., 2013), y producciéon de metabolitos, entre los que se encuentran los
acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acetato, butirato y propionato.
Otros metabolitos producidos son formiato, alcoholes, amoniaco, acidos grasos de
cadena ramificada (AGCR), aminas, compuestos de azufre, fenoles, indoles, derivados

de glicerol y colina, diéxido de carbono e hidrégeno (Oliphant & Allen-Vercoe., 2019).

Una vez producidos estos AGCC, pueden ingresan a la circulacion sistémica a través
de células epiteliales por difusion pasiva y por mecanismos de transporte activo, se
conoce su participacion en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial a
través de la regulacion coordinada de proteinas de union estrecha (Gibson et al.,
2017). Una disminucién en la produccién de estos compuestos se asocia a un aumento
de la permeabilidad de la barrera, fendmeno conocido como translocacion bacteriana,
desencadenando una cascada inflamatoria. Un aumento en la concentracion del
lipopolisacarido (LPS), componente mayoritario de la pared celular de bacterias Gram
negativas, provoca una cascada proinflamatoria mediada por el receptor Toll-like 4
(TLR 4) en las células inmunes (monocitos, macréfagos y células Kupffer), seguido de
la activacion de vias de sefializacion como el factor nuclear kappa B (NF-kB), asi como
del aumento de la concentracién de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAP)

produciendo inflamacion por citocinas (Morrison & Preston., 2016).



La MI también contribuye a la regulacion del sistema inmune del huésped. Esta funcion
se deriva de la gran superficie de contacto que tiene la mucosa intestinal con antigenos
del ambiente externo. La composicion de la mucosa intestinal esta conformada por el
tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés), agregados
linfoides en el intestino grueso, asi como células inmunes diseminadas en la lamina
propia del tracto Gl. Estas células estan en contacto con el resto del sistema
inmunitario a través de los ganglios linfaticos mesentéricos locales. El epitelio intestinal
participa por medio de la activacion de la inmunidad humoral, en la generacion de la
respuesta inmune con la produccidn de inmunoglobulinas secretoras y la
diferenciacion de células T a través del muestreo de antigenos extrafios a través de
receptores tipo Toll (TLR) y NOD (NLR) (Hooper et al., 2012).

3.1 Metabolismo microbiano

Los AGCC son productos de la fermentacion de fibra alimentaria y carbohidratos no
digeribles (CND) que escapan de la digestién y absorcion en el intestino delgado. Las
diferentes especies presentes en la microbiota intestinal varian en sus capacidades
para metabolizar los CND. En el caso de los microorganismos procariotes, como las
bacterias, los compuestos disponibles son isomerados a su forma activa y son
internalizados través de sistemas especializados (Pokusaeva et al., 2011). Una vez
dentro del citoplasma bacteriano los carbohidratos ingresan a alguna via del
metabolismo central como glicolisis, via Embden-Meyerhof-Parnas, o la via de las
pentosas fosfato y son transformados a piruvato y acetil fosfato. Otras rutas
metabdlicas pueden ser utilizadas, como la via Entner-Doudorff y la via de derivacion
bifida, que esta presente en bacterias del género Bifidobacterium. Las bacterias acido
lacticas pueden producir unicamente acido lactico a través de una homofermentacion
o una variedad de compuestos por heterofermentacion (Markowiak-Kope¢ &
Slizewska., 2020).



En el caso de los hongos, que son células eucariotas, desarrollan un metabolismo
heterétrofo, en el cual la fuente de carbono es a partir de moléculas organicas
establecidas, al igual que la célula animal. La diferencia entre estos dos tipos de células
eucariotas, es qué en los hongos, la molécula organica no es ingerida y digerida
internamente como en la célula animal. En el metabolismo de los hongos esta
implicado el uso de enzimas, las cuales son segregadas al medio, cumpliendo la
funcién de hidrolizar las grandes moléculas organicas y derivado de ello producir
moléculas de tamafno accesible, tal es el caso de monosacaridos, iones minerales
entre otras. Una vez conformadas estas moléculas accesibles, el hongo las absorbe y
dentro de la célula son utilizadas para su metabolismo. En poblaciones mixtas, como
la microbiota intestinal, distintos microorganismos metabolizan los productos de la
fermentacién de un carbohidrato y producen compuestos diferentes. Los AGCC son
producidos por este tipo de fermentacion cruzada (Flint et al., 2015; Markowiak-Kope¢
& Slizewska., 2020).

Si bien existe una “comunicacion cruzada”, en donde los sustratos nutricios son
utilizados por algunos microorganismos directamente y algunos otros utilizan los
subproductos para su metabolismo, favoreciendo su crecimiento, existen mecanismos
por los cuales los microorganismos limitan la presencia de otros microorganismos en
la busqueda de tener los nutrientes o los espacios de las células receptoras, tal es el
caso de algunas bacterias lacticas que se contienen en la leche materna (Zeise et al.,
2019).

4. Micobiota

Uno de los principales componentes de la microbiota intestinal, son las bacterias; Sin
embargo, a fechas recientes se ha evidenciado que existen otros componentes con
relevancia en la colonizacion y funciones intestinales, desde los primeros momentos

de la vida, tal es el caso de los hongos. La micobiota se refiere a la biota fungica en un



determinado entorno, en el ser humano, es un componente de la Microbiota aunque

constituye una pequena porciéon comparada con las bacterias.

Aunque los hongos pueden ser patdgenos humanos, especialmente en situaciones de
inmunosupresion, muchos hongos son comensales benignos en multiples partes del
cuerpo, se ha identificado a Candida albicans como residente en la cavidad oral,

vaginal y tracto gastrointestinal y Malazessia globosa en la piel (Ward et al., 2017).

4.1 Micobiota intestinal

Aunque las bacterias constituyen la mayor biomasa humana, no son las unicas que
contribuyen al ecosistema del huésped, en ese sentido se sabe que los hongos
residentes del intestino humano adulto han sido reconocidos como una parte
importante de la MI, comprenden aproximadamente el 13% del volumen microbiano
intestinal, la mayoria de ellos pertenecientes al filo Ascomycota y Basidiomycota, con
140 géneros fungicos diferentes (Hamad et al., 2016).

Algunos géneros fungicos confieren beneficios a la salud como Saccharomyces
boulardii considerado como probidtico, (mo que en concentraciones adecuadas
producen efectos benéficos en el hombre) eficaz para prevenir y tratar enfermedades
gastrointestinales (Gl) dentro de las cuales se encuentran: diarrea, enfermedad
inflamatoria del intestino y sindrome del intestino irritable (Moré et al., 2016).

Dentro del intestino los hongos se pueden dividir en residentes y en los que no lo son.
Como requisito minimo, un hongo residente (o autéctono) debe poder crecer a 37 ° C
para colonizar el intestino, se han reportado principalmente especies del género de
levaduras Candida, Malassezia y el hongo filamentoso Cladosporium como
colonizadores potenciales.

Otros hongos comunmente detectados provienen de la dieta o el medio ambiente, pero
no pueden colonizar o no colonizan, Penicillium y algunas especies de Debaryomyces,
que son comunes en los alimentos fermentados, pero no pueden crecer a la
temperatura del cuerpo humano. Mientras que otros géneros tienen fuentes dietéticas

o ambientales, tal es el caso de Saccharomyces cerevisiae, un agente de fermentacion



y en ocasiones probiotico, especies de Aspergillus, moho ubicuo, pero es probable que

afecten la ecologia intestinal (Hallen et al., 2017).

4.2 Estudio de la micobiota intestinal

La micobiota intestinal se puede estudiar a partir del analisis de los genes, de cada
una de las diferentes especies de hongos que se encuentran en el intestino, lo cual
recibe el nombre de micobioma intestinal. Para su estudio se han utilizado diferentes
metodologias dependientes e independientes del cultivo, que involucran diferentes
condiciones de crecimiento con variantes en los nutrientes, métodos de extraccion de
ADN vy eleccién de cebadores de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
generar amplicones en el analisis de secuenciacion.

La region ITS fungica es el biomarcador mas adecuado para la secuenciacion de
amplicones basada en secuenciacion de proxima generacion (NGS), para determinar
la composicion fungica de una comunidad microbiana (Bates et al.,2012).

Dentro de las metodologias de biologia molecular que incluyen la reaccion en cadena
de la polimerasa, se encuentra la variante cuantitativa o qPCR, la cual utiliza
cebadores dirigidos a la region de ARNr de ITS1-5.8 S, estas regiones no son parte
de las regiones transcritas conservadas de los ARN ribosomicos estructurales, son
muy divergentes entre los hongos, con frecuencia son lo suficientemente diferentes

como para clasificar los hongos a nivel de especie.

5. Colonizacion fungica

Los primeros 1000 dias de vida (desde la gestacién hasta los 2 afios de edad) son
cruciales para la colonizacion y el establecimiento de la microbiota a lo largo del cuerpo
humano. Estos microorganismos contribuyen al desarrollo y maduracidon del sistema
inmunoldgico (Selma-Royo., 2019). El proceso de colonizacion en el recién nacido esta
influenciado por el sistema reproductivo de la madre, a lo que se le conoce como
transferencia vertical madre-hijo, la piel materna, el medio ambiente y posteriormente

por la dieta, incluida la lactancia materna (Rodriguez et al., 2015).



5.1 Transferencia vertical Madre-Hijo

Se ha apoyado la teoria de que los hongos colonizan el intestino neonatal a través del
canal de parto. Dentro de los primeros reportes de la colonizacion de hongos se
encuentra el realizado por Bliss et al., 2008, quienes reportaron que el género Candida
se transmitia de manera vertical (de madre a hijo), pues la toma de muestra de ADN
en la vagina, recto, cavidad oral y piel materna fué la misma que Candida en cavidad
oral y el recto de los hijos. Estudios posteriores evidenciaron que microorganismos
fungicos como C. albicans y Malassezia spp. Se transfieren verticalmente de madre a
hijo (Bliss J.M., 2008; Ward et al., 2017).

Para comprender el establecimiento de los primeros hongos colonizadores se ha
explorado la micobiota intestinal. Diversos estudios han evidenciado la presencia de
los hongos en heces fecales de 298 binomios Madre-Hijo desde las 36 semanas de
gestacion hasta los 2 afios de edad. El 88% de las madres y el 76% de los hijos tenian
hongos intestinales detectables. En dicho estudio, 5 muestras con gran cantidad de
ADN fungico fueron secuenciadas de la regidén ITS1 del gen ARNr18 encontrando a S.
cerevisiae como la especie fungica mas abundante en las madres y en los hijos de 1
a 2 afnos, mientras que D.hansenii domind la micobiota intestinal de los hijos durante
el periodo de lactancia. Candida spp, Malassezia spp y Cladosporium spp fueron

géneros compartidos entre los binomios (Schei et al., 2017).

5.2 Micobiota infantil

Se ha observado que los bebés y nifios albergan una mayor riqueza de hongos en
comparaciéon con los adultos (Strati et al., 2016). Esto depende del sitio anatémico
estudiado, el micobioma oral es menos diverso comparado con los micobiomas
cutaneos y anales, esto se analiz6 en una cohorte de lactantes de término sanos
(n=17) mediante la secuenciacién de amplicones ITS2, especies del género Candida,
tales como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. albicansy C. orthopsilosis fueron
prevalentes en la micobiota de la piel del lactante; C. parapsilosis , C. tropicalis , S.

cerevisiae , C. orthopsilosis , C. albicansy Cladosporium velox en el micobioma oral



infantil; y C. parapsilosis , C. tropicalis , C. albicans ,S. cerevisiae , C.
orthopsilosis y Cryptococcus pseudolongus en el micobioma anal del lactante durante

el primer mes de vida (Ward et al., 2018).

5.3 Factores que modulan la micobiota

Los factores ambientales, la zona geografica, el modo de nacimiento, la edad, el indice
de masa corporal, el estilo de vida, el uso de antibiéticos y la dieta tienen influencia
sobre la composicidn de la microbiota intestinal. Sin embargo, los factores que influyen
sobre la micobiota intestinal aun estan siendo dilucidados.

Dentro de los factores mas estudiados con influencia en la micobiota intestinal de los
lactantes se encuentra la alimentacion, la cual podria ser por formula o por leche
materna. Esta ultima es un fluido biolégico altamente complejo y dinamico rico en
macronutrientes (Lipidos, proteinas y carbohidratos) micronutrimentos (minerales,
vitaminas, oligoelementos) y componentes bioactivos no nutritivos (células,
inmunoglobulinas, citocinas, quimiocinas, hormonas, factores de crecimiento, glicanos,
mucinas, etc.). Que proporciona proteccion contra la infeccién, la inflamacién y
contribuye a la maduracion inmunolégica, el desarrollo de 6rganos, la colonizacion de
la microbiota y la salud infantil en general (Ballard O, et al., 2013). Aunado al
conocimiento de la presencia de bacterias lacticas en la leche materna, recientemente
se ha identificado la presencia de hongos en muestras de leche de madres sanas. Los
resultados del aislamiento por cultivo de hongos revelaron que el 41% de las muestras,
(n=65) mostraron presencia de hongos viables. Mientras que los resultados arrojados
por gPCR, utilizando cebadores dirigidos a la region de ARNr de ITS1-5.8 S mostraron
que el 89% de las muestras tenian niveles detectables de ADN fungico, presente en
altas proporciones con una carga media de 3,5 x 10 ° células / mL.

Posteriormente analizaron un subconjunto de 15 muestras (QPCR-positivas para
hongos) mediante pirosecuenciacion del gen 28S rRNA, la asignaciéon taxondmica de
las secuencias mostré que la composicion fungica de la leche materna estuvo

dominada por Malassezia spp, que correspondido al 44% del numero total de
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secuencias obtenidas, seguidas de Candida 19% y Saccharomyces 12% (Boix-
Amorés et al., 2017).

Por otro lado, la evidencia actual posiciona a la zona geografica como un factor de
importancia clave para el desarrollo de la micobiota intestinal. En un estudio realizado
en poblacién adulta residente en zonas rurales y urbanas de Sudafrica, se estudi6 la
micobiota fecal. En ambos grupos el filo Ascomycota fue predominante, Pichia fue
mayor en la ubicacion rural, mientras que Candida y Cladosporium predominaron en
las zonas urbanas. En dicho estudio, se consideraron diversas variables que pudieran
influir en la micobiota, el modo de nacimiento, lactancia materna, ubicacion geografica
y tabaquismo, fueron las variables que explicaron las diferencias en la estructura de la

comunidad fungica entre ambas zonas (Kabwe et al., 2020).

5.4 Disbiosis fungica en poblacion pediatrica

Algunos hongos colonizadores se han relacionado con resultados de salud, especies
como Candida y Rhodotorula han sido vinculados a la atopia y asma, durante la
colonizacion intestinal temprana (1-11 meses de edad) (Fujimura et al., 2016).

En nifios con sibilancias atopicas los taxones Saccharomycetales disminuyen mientras
que la especie Pichia kudriavzevii aumenta, en comparacion con los controles sanos,
(Arrieta et al., 2018).
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JUSTIFICACION

Existe poca evidencia cientifica del desarrollo de la micobiota intestinal en poblacion
pediatrica mexicana, los factores que contribuyen al establecimiento de los hongos en
el cuerpo humano, asi como la posible relacion de su presencia con el desarrollo

nutricional de los lactantes.

HIPOTESIS
El modo de nacimiento, la forma de alimentacion y factores ambientales influyen en la

presencia de hongos en el intestino de los lactantes.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la presencia de ADN fungico, ADN de Candida albicans y Debaryomyces
hansenni a los 2 y 4 meses de vida, en muestras de heces fecales de lactantes sanos,
nacidos por via vaginal o cesarea, alimentados con lactancia materna exclusiva (LME)

o lactancia mixta (LMM).

OBJETIVOS PARTICULARES

Busqueda de oligonucledtidos, para la identificacion de ADN fungico.

Busqueda de oligonuclettidos, para la identificacion de Candida albicans y
Debaryomyces hansenni.

Evaluar las caracteristicas antropométricas de los lactantes y compararlas con tablas
de crecimiento de la OMS.

Evaluar las caracteristicas dietéticas de las madres lactantes.

Identificar las principales condiciones ambientales (Vivienda, servicios basicos y

asistencia a estancias infantiles) de los participantes.
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MATERIAL Y METODOS

Poblaciéon de estudio

El proyecto fue sometido y aprobado por el comité de Etica e Investigacion del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, con registro en COFEPRIS 17 Cl 24 028 093.
Por razones de las medidas de seguridad implementadas en el Hospital Central
derivadas de la pandemia por SARS-CoV-2, las cuales limitaban el acceso a dicho
centro de atencion médica a estudiantes, se reclutaron pacientes de poblacion abierta,
por lo que se vincul6 el proyecto con médicos que atendian en la consulta privada, por
lo que el protocolo se someti6 al Comité Estatal de Etica en Investigaciéon en Salud,
dando la aprobacion y registro (SLP/04-2020). De igual forma el protocolo fue
registrado en el Comité de Investigacion y Docencia de la Facultad de Ciencias
Quimicas (CEID-FCQ) (registro CONBIOETICA-24-CEI-003-20190726), con la clave:
CEID2020-010-S.

Se reclutaron lactantes sanos de termino, eutréficos de 2 meses de edad que
cumplieran los criterios de inclusion y se contara con la firma de la carta de
consentimiento informado por la madre o tutor del lactante. Los participantes recibian
atencion en el Hospital Dr. Ignacio Morones Prieto y en consulta pediatrica privada en
el Estado de San Luis Potosi.

Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
» Madre mayor de 18 anos
= Recién nacido de término
= Alimentacion al seno materno de manera exclusiva, con formula lactea

(Férmula de inicio) o ambos.
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Criterios de no inclusién

e Lactante menor a 37 semanas de gestacion.

e Alguna enfermedad que comprometa el crecimiento y desarrollo del lactante.

e Si en el periodo de gestacion, al nacimiento o durante los primeros dias de
nacimiento, tanto la madre como el lactante hayan recibido tratamiento
antimicrobiano.

Criterios de eliminacién
» Lactante que haya iniciado tratamiento antibiético o antifungico, durante el
periodo de estudio.
= Retiro voluntario de los padres.

= Pérdida de la muestra.

Recoleccion de muestras

Los pediatras participantes en el estudio establecieron el primer vinculo con las
madres, llevando a cabo la primera recoleccion de datos (Anexo 1). Para el
seguimiento de los datos y la recoleccion de las siguientes muestras, se dio

seguimiento via telefonica y visita domiciliaria (Anexo 2).

Se llevaron a cabo dos colectas de muestras a los 2 y 4 meses de vida, en el domicilio
de los participantes. La muestra de heces fecales se tomé directo del panal, en un
microtubo de 1.5 mL, en un lapso no mayor a 2 h posterior a la evacuacion.

Las muestras fueron etiquetadas y transportadas en hielera, la cual contenia el rétulo
muestras biolégicas, al Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y Biomedicina
(CICSAB) de la UASLP, donde se alicuotaron con 300 pyL de buffer de fosfatos y

congeladas a -60°C hasta su uso posterior.

Ingesta dietética
Se evaluo la ingesta dietética de las madres lactantes con un recordatorio de 24 h, de
tres dias, la recoleccion de datos se apoyo con el uso de réplicas de alimentos para la

observacion de cantidades, métodos de coccidn y marca de los alimentos.
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La estimacion de calorias, macro y micronutrientes se llevo a cabo usando el software
Nutrikcal ®. La separacion de los platos en ingredientes se realizé antes de ingresar

los datos en el software.

Antropometria

La antropometria de los lactantes se llevd a cabo en la consulta con los médicos
pediatras participantes del estudio. La talla fue medida con infantémetro y el peso con
bascula pediatrica.

La evaluacion de los datos se realizo con las curvas de crecimiento de la Organizacion

Mundial de la salud, con el software WHO Anthro.

Cultivos

Las cepas de referencias fueron donadas por el Cepario de la Universidad Autbnoma
de México, Ciudad de Meéxico, quienes realizaron la identificacion fenotipica y
genotipica de Candida albicans y Debaryomyces hansenni. Dichas cepas se cultivaron
en Agar Sabouraud Dextrosa (Dico TM ©) se incubaron a 37°C por 48 h. El agar fue
preparado con 30 g en un litro de agua purificada, seguido de 15 min en Autoclave a
121°C.

Extraccion de ADN de levaduras

La extraccion de ADN de cada una de las levaduras se realizd, con el método fenol-
cloroformo y con PureLink™ Genomic DNA Mini Kit siguiendo las instrucciones del
fabricante, se decidi6 utilizar el ADN con esta ultima extraccion.

La concentracion de DNA fue medida en Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 y se

verifico su calidad en gel de agarosa al 1 %.
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Extraccion de ADN en las muestras

Se realizé una busqueda de protocolos para la extraccidon de ADN en muestras de
heces fecales, estandarizandose el método fenol-cloroformo, integrando algunos
pasos del método con batido de perlas de vidrio <106 um (Scalan, et al., 2008) durante
la lisis. La metodologia y la integridad de algunas de las muestras pueden ser

observadas en el anexo 3.

Determinacién de la concentracion, pureza y calidad de ADN extraido

La concentracion de ADN en la muestra se cuantificd por espectrofotometria, en un
Thermo Scientific™ NanoDrop 2000. Este método analitico determina la concentracion
y la pureza de ADN en una muestra, basandose en la capacidad de absorbancia de
un compuesto presente en una solucion a una longitud de onda determinada. La
concentracion de ADN en la muestra se calcula teniendo en cuenta el valor de
absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260nm. La relacion de absorbancias
A260/280 y A260/230 son utilizados para evaluar la pureza de muestras.

La relacion A260/280 es muy estable y se considera que un ADN de pureza 6ptima
tiene un valor entre 1.8-2.0. Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos una
relacion A260/280 > 1.6. Un valor A260/280 < 1.6 indica una posible contaminacion
por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas. A 230nm absorben
contaminantes como sales caotropicas, fenoles o carbohidratos. En general, se
considera que el ADN es puro cuando el ratio A260/230 se situa en torno 1.8-2.2. Un
ratio menor de 1.8 se relaciona con presencia de contaminantes en la muestra.
(Departamento de control de calidad del Banco Nacional de ADN).

Algunas de las muestras fueron descartadas por no cumplir con esta relacion, se
puede observar en la tabla S1 del material suplementario los valores de concentracién
y pureza en las muestras de los participantes, la mayoria de ellas con una relacion
260/280 aceptable. El ratio 260/230 fue bajo, probablemente relacionado por el método
de extraccion utilizado. Sin embargo, se decidié su utilidad, por conservar integridad,
la cual fue verificada en gel de agarosa al 1% (Anexo 4).

Todas las muestras fueron ajustadas a una concentracion de 100 ng de ADN.
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Estandarizacion de oligonucleétidos

La seleccion de oligonucledtidos para la identificacion de Candida albicans y
Debaryomyces hansennii se realizé mediante una busqueda en la base de datos del
Centro Nacional para la Informacion de Biotecnologia (National Center for
Biotechnology Information, NCBI).

Los oligonucledtidos ITS1 and ITS4 fueron utilizados como control positivo para la
deteccion de ADN fungico. (Monroy-Pérez et al., 2020). La temperatura de fusion,
contenido de guanina-citosina y auto complementariedad fueron verificados utilizando
la herramienta OligoCalc: Oligonucleotide Properties Calculator. Los oligonucleotidos

sentido y antisentido, sintetizados por Sigma-Aldrich se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para amplificar la region gen de ARN ribosémico
de la subunidad pequena 5.8S.

Nombre Secuencia (5" -3") Regién a amplificar Tamaio del
producto de
PCR (pb)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Candida albicans gen de ARN 536
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ribosémico de subunidad pequeia
5.8S
ITS 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Debaryomyces hansenii gen de 650
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ARN ribosémico de subunidad
pequena 5.8S
CAL-M TTT CAACGG ATC TCT TGG 5.8S ribosomal RNA Candida 230
CAL2 ATC CCG CCT TAC CAC TAC CG | albicans
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PCR, Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction).

La estandarizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
amplificacion de las regiones ya mencionadas en el ADN de los cultivos, se llevo a
cabo en un volumen final de 15 pL, que incluia: 0.3 yL de Taq Polymerasa, 0.3 uL, de
oligonucledtido sentido, 0.3 pL de oligonucledétido antisentido (10 mMol), 9.8 uL agua
libre de ADNasas y 1 uL de DNA plantilla con una concentracion de 45ng.

Las condiciones de reaccidon para las muestras fueron un volumen final de 15 uL, que
incluia: 0.3 yL de Taq Polymerasa, 0.3 pL, de oligonucledtido sentido, 0.3 pL de
oligonucledtido antisentido (10 mMol), 9.8 pL agua libre de ADNasas y 1 yL de DNA
plantilla en dilucion 1:10.

Las condiciones de termociclaje para el ADN de los cultivos como de las muestras
fueron: desnaturalizacion inicial 95°C a 5 min, seguido de 40 ciclos de 95°C 30s, 57°C
(ITS), 55°C (C.albicans), por 30 s, 72°C por 1 min, con una extension final de 72°C

durante 5 min. El producto de amplificacién fue visualizado en gel de agarosa al 2%.

PCR tiempo real:

La amplificaciéon de las muestras en tiempo real se llevd a cabo por duplicado en un
Termociclador Biorad CFX96, con las siguientes condiciones de reaccion: 5 yL SYBR®
Green PCR Master Mix, Applied Biosystems®, 3 uL de agua libre de ADNasas, 0.5 yL
de oligonucledtido sentido, 0.5 pL de oligonucledtido antisentido (10 mMol) y 1 uL DNA
plantilla en una dilucion 1:100 con un volumen final de 10 pL.

Para determinar la especificidad de amplificacién por sybr Green, se realizé una curva
de disociacion bajo los siguientes parametros de termociclaje: Desnaturalizacion inicial
95°C a 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C 30 s, 57°C por 30 s, 72°C por 1 min, con
una extension final de 72°C durante 5 min.

Los resultados fueron analizados con el software Bio-Rad CFX manager version 3.1.
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RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio un total de 10 lactantes, tanto la forma de nacimiento como
su alimentacion fue decision de los padres y del médico tratante. Del total de la
poblacién estudiada, 4 fueron nacidos en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”, mientras que los restantes fueron atendidos en Hospitales privados de la
ciudad de San Luis Potosi. Llama la atencion que 70% de los nacimientos fueron por

cesarea, la mayoria de ellos provenientes de hospitales privados (Tabla 2).

Para probar la normalidad de los datos se utilizo el test de Shapiro-wilk, las variables
categoricas fueron analizadas con la prueba de Fisher y las variables cuantitativas con
t de student, utilizando el software GraphPad version 5, estableciendo el nivel de

significancia cuando p<0.05.

Tabla 2. Caracteristicas de madres e hijos participantes.

Lactancia |Lactancia
Caracteristicas g::ﬁ:g;a m;‘:fama Valor de P
(LME) (LMM)
Numero de participantes 5 5
Edad Materna 282 +6.7 | 31.8 4.1 0.26
IMC kg / m2 27.8+4 30.4+5.8 0.25
Remsevsatoes | e | tew |
Condiciones de vivienda
Urbana 4 (80) 4 (80) 1
Terraceria 0 1(20)
Sexo del infante
Femenino 3 (60) 2 (40) 1
Masculino 2 (40) 3 (60)
Semanas de gestacion 395 +14 38.5+1.3 0.39
Modo de nacimiento
Cesarea 2 (40) 5(100) 0.16
Vaginal 3 (60) 0
Mascotas 1
Convive con mascotas 2 (40) 3 (60)

Valores expresados como mediana, desviacion estandar o porcentaje.
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Amplificacion de ITS en C. albicans y D.hansenii

El tamafio de amplicén dada por los oligonucleétidos ITS1 e ITS4 varia dependiendo
de cada especie. Una vez realizada la extraccion de ADN de los cultivos puros, se llevd
a cabo una busqueda en BLAST del gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia
5.8S en Candida albicans y Debaryomyces hansenii para obtener el tamafo de
amplicon para cada una de las especies, resultando 536 pb y 650 pb respectivamente,
los cuales fueron corroborados con una PCR en punto final (figuras 1, 1.1, 1.2). El

tamafo de los amplicones observado fue igual al esperado en el carril 2 y 3 para

C.albicans y carril 4 D. hansenii en la figura 1.

Fig.1 Productos de amplificacién

del gen de ARN ribosémico de
subunidad pequefia 5.8S para C.
albicans (carrii 2 y 3) vy
Debaryomyces hansenii (carril 4)
Marcador de 100 pb, (M) control

negativo (carril 1).

Fig.1.1 Producto de
amplificacion del gen
de ARN ribosémico de
subunidad  pequena
5.8S para C. albicans
carril1y 2

Fig.1.2 Producto de
amplificacion del gen de
ARN ribosémico de
subunidad pequefa 5.8S
para Debaryomyces
hansenii (carril 1 y 7).
Carriles 2-6 sin productos

de amplificacion.

20



Presencia de ADN fungico

Los resultados de la deteccion de ADN fungico, por gqPCR mostraron un 70% de
muestras positivas a los 2 meses de vida mientras que, a los 4 meses, el ADN fungico
se detectd en el 100% de las muestras, en la figura 2 se muestra una tabla con la
identificacion de los participantes con un numero y color asignado, la temperatura de

desnaturalizacion del producto y el numero de ciclo de amplificacion.

Fig.2 Curvas Curvas de disociacion, del gen ARN ribosomico de subunidad pequefia 5.8S,

(oligonucledtidos ITS1 e ITS4) A. Curva de disociacion de las muestras a los 2 meses de vida A-1
Derivada negativa de la fluorescencia, el pico indica la temperatura de desnaturalizacion del producto
en cada una de las muestras. Muestras por duplicado B. Curva de disociacién de las muestras a los 4
meses de vida B-1 Derivada negativa de la fluorescencia, el pico indica la temperatura de

desnaturalizacion del producto en cada una de las muestras. Muestras por duplicado.

Modo de alimentacién

El analisis de los participantes segun su modo de alimentacion refleja que los lactantes
dentro del grupo de lactancia materna mixta tienen un mayor porcentaje de ADN
fungico positivo, en las muestras analizadas a los 2 meses, respecto a los alimentados
con leche materna exclusiva. El analisis de las muestras de los participantes a los 4
meses refleja que el ADN fungico es detectado en el 100% de las muestras
independientemente del modo de alimentacién (Grafica 1). Los datos se analizaron
mediante tablas de contingencia, con la prueba de Fisher con el software Graph Pad

version 5.
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Grafica 1 Datos de los participantes agrupados segun el modo de alimentacion a los 2 y 4 meses de
vida. LME (Lactancia materna exclusiva) LMM (Lactancia materna mixta). Entre () expresados como

porcentaje.

Modo de nacimiento

Se analizaron las primeras muestras de heces fecales después del nacimiento, sin
embargo, la deteccioén del material genético en dichas muestras no fue posible, por la
poca cantidad de contenido fecal y valores por debajo de lo aceptable en la relacion

A260/280 y 260/230, tanto en lactantes nacidos por cesarea como por via vaginal.

En ese contexto, se analizaron las muestras a los 2 meses de vida, encontrando que
el 71.4% de los nacidos por cesarea presentan ADN fungico positivo respecto al 66%
nacidos por via vaginal (Grafica 2).

Gréafica 2. Datos de los participantes agrupados segin el modo de nacimiento a los 2 meses de vida.

Entre () expresados como porcentaje.

Condiciones de vivienda

Al analizar las condiciones de vivienda, se encontré que todos los participantes
contaban con servicios basicos de agua y drenaje, sin embargo, algunos de ellos
habitaban zonas sin pavimentacion, agrupandose en el grupo de terraceria. Se detectd
ADN fungico en el 85.7% de los participantes de zonas urbanas, respecto al 50% de

los habitantes en zona de terraceria (Grafica 3).

Ninguno de los lactantes acudia a estancias infantiles, los cuidadores eran la madre

o familiares cercanos.
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Grafica 3. Datos de los participantes agrupados segun las caracteristicas de vivienda a los 2 meses de

vida. Entre () expresados como porcentaje.

Deteccion de Candida albicans

Al valorar la presencia de Candida albicans en las muestras de 2 y 4 meses por PCR,
se obtuvieron productos de amplificacion de 230 pb del gen 5.8S ribosomal RNA
(Figura 3). De la totalidad de la poblacién de estudio la presencia de Candida albicans
se identificd en el 50% de los participantes a los 2 meses de edad, mientras que a los
4 meses este porcentaje disminuye a 10%. Al realizar el analisis basado en los dos
grupos de alimentacién, se encontré que en el grupo de Lactancia materna exclusiva
la deteccion de C. albicans fue del 60% de los participantes a los 2 meses, esta
deteccion disminuye a 20% a los 4 meses de vida. Mientras que en el grupo de
lactancia materna mixta el 40% de los participantes fue positivo a los 2 meses y no se

tuvo detecciodn a los 4 meses (Grafica 4).

Grafica 4. Deteccion de C. albicans participantes agrupados segun el modo de alimentaciéon a los 2 y 4
meses de vida. LME (Lactancia materna exclusiva) LMM (Lactancia materna mixta). Entre () expresados

como porcentaje.

En cuanto al modo de nacimiento 70% de los participantes nacieron via cesarea,

dentro de estos el 43% fue positivo a C.albicans (Grafica 5).
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Grafica 5. Datos de los participantes agrupados segun el modo de nacimiento para C. albicans a los 2

meses de vida. Entre () expresados como porcentaje.

Fig.3 Productos de amplificacion de C. albicans 5.8S ribosomal, M: marcador de 100 pb.

(+) control positivo. P: Participante, el numero seguido del guion indica los meses de los participantes.
Carril 1 P1-4, carril 2 P5-2, carril 3 P9-2, carril 4 P10-2, carril 5 P6-2 y carril 8 P8-2. Carriles 9 y 10
ejemplo de muestras en donde no se obtuvieron productos de amplificacion.

Deteccion de Debaryomyces hansenii

La presencia de Debaryomyces hansenii fue identificada por PCR, en su region
constitutiva ARN ribosémico de subunidad pequefa 5.8S obteniendo productos de
amplificacion de 650 pb (Figura 4). Se pueden observar diferentes bandas en el control
positivo, posiblemente el control fue contaminado, es por ello que se consideraron
positivas las muestras de aquellos pacientes cuyos productos de PCR correspondian
a un tamano de 650 pb. En el carril 2, 6 y 13 se pueden observar bandas con distintos
tamanos, que probablemente correspondan a otras especies fungicas. No se identificd
Debaryomyces hansenii en el grupo de lactancia materna exclusiva a los 2 meses,
mientras que a los 4 se identificé presuntivamente en el 40% de este grupo. Mientras
que en los lactantes con lactancia materna mixta se incrementdé de un 40% a los 2

meses a 60% a los 4 meses (Grafica 6)

Fig.4 Productos de amplificacion del gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia 5.8S para.
Debaryomyces hansenii, M: marcador de 100 pb. (+) control positivo, (-) control negativo P: Participante,
el nimero seguido del guion indica los meses de los participantes. Carril 2 P 4-4, carril 4 P8-2, carril 5
P3-2, carril 6 P7-4, carril 13 P5-4, carril 15 P3-4, carril 20 P2-4.Carriles 1,7,8,9,14,16,17,18 y 19
muestras de pacientes en donde no se obtuvieron productos de amplificaciéon. Carriles 3,10,11 y 12
productos de amplificacion en muestras, no considerados debido a que el tamafio del producto no

correspondia al tamafio buscado de 650 pb.
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Grafica 6. Deteccion de Debaryomyces hansenii en los participantes agrupados segun el modo de
alimentacion a los 2 y 4 meses de vida. LME (Lactancia materna exclusiva) LMM (Lactancia materna

mixta). Entre () expresados como porcentaje.

Valoracion Antropométrica

Se evaluo el peso y talla de los lactantes al nacimiento, al segundo y cuarto mes de
vida, mediante puntajes Z, con los indicadores de crecimiento de la Organizacion
Mundial de la salud (OMS). Dos participantes con -3 Desviaciones estandar (DS) en
peso para la talla, uno al nacimiento y el otro a los dos meses de vida, esta desviacion
indica emaciacion severa, ambos participantes logran una recuperacion de peso y talla
hasta alcanzar normalidad a los 4 meses.

También se encuentra un participante dentro del grupo de lactancia materna mixta con
-3 DS en peso para la edad interpretado como bajo peso y -3 DS en estatura para la
edad que indica baja talla, al igual que los demas participantes logra alcanzar la

mediana a los 4 meses de edad (Tabla S2).

Evaluacion dietética de las madres lactantes.

Los resultados de la evaluacién dietética materna pueden ser observados en la tabla
5, en ambos grupos los porcentajes de macronutrimentos se encuentran dentro de los
porcentajes recomendados por la NOM-043-SSA2-2012. La ingesta de colesterol y
fibra es mayor en las madres que proporcionan lactancia materna exclusiva. En
general se observa mayor consumo de micronutrimentos en este ultimo grupo a
excepcion de la niacina (Vitamina B3) que es mayor en el grupo de lactancia materna
mixta. Se observa una menor ingesta diaria recomendada de la mayoria de los
micronutrimentos evaluados en el grupo de las madres que proporcionan lactancia
materna mixta. Mientras que las vitaminas B1, B2, B12, y los minerales calcio y
magnesio, son superados en los porcentajes de IDR en las madres con lactancia

materna exclusiva. (Tabla 3)
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Tabla 3. Analisis dietético de macronutrimentos y micronutrimentos de las madres participantes en el

estudio.

Valores expresados como promedio, entre paréntesis () desviaciéon estandar.
IDR: Ingesta diaria recomendada para mujeres lactantes edad 19-50 afios censo 2000. En cuanto a él
% de IDR, entre () el valor representa el porcentaje. En color verde vitaminas que modifican sus valores

en leche humana, dependiendo de la ingesta materna.

Antropometria y Nutriciéon

Se realiz6 un mapa de correlacion con el software RStudio version 1.3.1093,
agrupando las variables clinicas, antropométricas, y de crecimiento, mas las variables
obtenidas mediante la estimacion de los principales nutrimentos que pueden
modificarse en la leche materna, a partir de la ingesta dietética de la madre calculadas

con el software Nutrikcal (Figura 5).

Fig.5 Mapa de correlacién entre variables antropométricas de la poblacion de estudio y nutrimentos de
ingesta materna asociados a cambios en la leche materna. Mapa realizado con el software RStudio
version 1.3.1093

Las variables estimadas de la ingesta dietética de las madres, nos arroja una
concordancia positiva entre los diferentes elementos, ya que los alimentos que ingieren

estan conformados por nutrimentos muy diversos.

La variable IMC materno, es una proporcién influenciada por muchas variables y su

incremento por arriba de limites establecidos es utilizado para hacer el diagnostico de
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sobrepeso y obesidad, en nuestro estudio su incremento es asociado con una menor

ingesta de vitamina B2.

La ingesta de proteina correlaciona con la diferencia de peso de los lactantes entre los
tiempos 0 y 2 meses del nacimiento. La mayor ingesta de carbohidratos correlacioné
con mayor peso Y talla a los 2 pero no a los 4 meses. Mientras que la mayor ingesta
de lipidos se correlacioné con una disminucion en la aceleracién de crecimiento en los

primeros meses de vida extrauterina.

Interesantes hallazgos se encontraron cuando se compara la ganancia de peso del
mes 2 al 4 con algunos habitos alimenticios de la madre, en ese sentido, se encontrd
una correlacion positiva con dicha ganancia de peso y el consumo de carbohidratos.
Una marcada correlacion negativa se encontré en esta diferencia de peso y el
consumo de vitamina A y vitamina B6. Esta misma tendencia se encontré cuando se
compara la ganancia de la talla de los lactantes y los parametros anteriormente

sefalados.

Asociacion de parametros antropométricos y nutricionales con C. albicans y
D.hansenii

Los datos comparativos de los participantes agrupados por la presencia o ausencia de
C. albicans pueden ser observados en la tabla S3 del material suplementario.
Encontramos que el peso a los 4 meses y su diferencia al nacimiento presentan una

significancia estadistica (p<0.05), en los lactantes con C. albicans positiva.

Se observan valores antropométricos ligeramente mayores en el grupo positivo a C.
albicans. Asi como menores cantidades de Vitamina A, C y mayor contenido de
niacina. La ingesta materna de macronutrimentos se encuentran acorde a las
necesidades nutricionales en la etapa de lactancia en poblacion mexicana de acuerdo
a la NOM-043-SSA2-2012.
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Los datos fueron trasladados a un mapa de calor para analizar a los lactantes en su
conjunto, divididos por la forma de alimentacion y la presencia o ausencia de C.
albicans a los 2 meses de vida, (figura 6) y D.hansenii alos 2 y 4 meses de vida,
(figura 7) Llama la atencion como uno de los participantes, al tener una alimentacion
con lactancia mixta, tiene una correlacion positiva con el resto de los parametros con
ausencia de C. albicans. mientras que los que los lactantes positivos a C. albicans
tuvieron una tendencia a correlacionar negativamente con algunos de los nutrientes
que pueden ser variables en la leche materna.

Los datos comparativos de los participantes a los 2 y 4 meses agrupados por la
presencia o ausencia de D.hansenii pueden ser observados en la tabla S4 del material
suplementario.

Ningun valor tuvo una diferencia significativa; se observa menor ganancia de talla entre
los participantes positivos. En cuanto a las caracteristicas nutricionales de estos
ultimos se observa menor cantidad de lipidos, dentro de ellos, los de acidos grasos
mono Yy poliinsaturados. Mayor cantidad de fibra y vitaminas del complejo B. Y una

disminucién de vitamina A, C y niacina

Fig.6 Mapa de calor realizado en RStudio versiéon 1.3.1093 agrupado por la forma de alimentacion y
presencia o ausencia de C. albicans. Cada columna representa a un participante, los recuadros en color
rojo intenso representan correlaciones negativas, y los recuadros azules correlaciones positivas.

Fig.7 Mapa de calor realizado en RStudio versiéon 1.3.1093 agrupado por la forma de alimentacion y
presencia o ausencia de C. albicans. Cada columna representa a un participante, los recuadros en color
rojo intenso representan correlaciones negativas, y los recuadros azules correlaciones positivas.

DISCUSION

El estudio de los hongos como parte de la microbiota humana ha tomado creciente
interés, estudios como el proyecto de Microbioma humano se ha enfocado en el
micobioma intestinal de individuos sanos, mediante secuenciacion de ITS2, en el cual

se ha encontrado que la diversidad fungica fecal conformada principalmente por
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levaduras es relativamente menor en comparacion con la diversidad bacteriana (Nash
etal., 2017).

En el presente trabajo, se encontrd que el 70% de los participantes tenian ADN fungico
detectable a los 2 meses de edad, este porcentaje se incrementé en un 100% a los 4
meses de vida, estas proporciones son coincidentes con las reportadas por Schei, et
al., 2017, en donde se muestrea una corte sana de madres e hijos, la deteccion de
ADN fangico en madres fue del 88% mientras que en los hijos fue de 76%, el ADN
fungico estaba presente en el primer muestreo a los 10 dias de vida, incrementandose
hasta los 2 afos de edad. Esto destaca la colonizacion progresiva a través del tiempo
(Schei et al., 2017).

En nuestro estudio todos los participantes recibian leche materna, algunos de forma
exclusiva y otros de forma complementaria, siendo este uno de los principales factores
que contribuye al establecimiento de la microbiota intestinal durante los primeros
meses de vida. Lo cual esta en concordancia con un estudio de metagendmica, el cual
sugiere que los hongos probablemente constituyen el 0,5-2% de la comunidad
microbiana de la leche (Jiménez et al., 2015). Se ha analizado la prevalencia de
hongos en las diferentes etapas de la leche materna encontrando presencia en 16 de
18 muestras en calostro, 14 de18 muestras en leche de transicion y 28 de 29 en
muestras de leche madura (Boix-Amoros et al., 2017). Estos hallazgos sugieren que
este complejo fluido puede actuar como una via de colonizacién fungica.

Con respecto al seguimiento de los hongos de interés en el tiempo de estudio,
interesantes hallazgos nos muestran que, en ambos grupos, el porcentaje de deteccion
de Candida albicans se ve disminuido al paso del tiempo, esto podria ser explicado
por el contenido bacteriano presente en la leche materna, los cuales seguramente
incrementaran las concentraciones de estos microorganismos en el intestino. Se sabe
que géneros como Bifidobacterium y Lactobacillus (Collado et al., 2009) incrementan
exponencialmente su concentracion a lo largo del tiempo. Con respecto al género
Lactobacillus, se ha descrito la presencia de diversas especies, tales como:
Lactobacillus gasseri, L. salivarius, L. rhamnosus, L. plantarum, y/o L. fermentum todas

ellas pertenecientes a especies potencialmente probiéticas (Martin et al., 2004).
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Existen diversos mecanismos reportados en la literatura por los cuales el género
Lactobacillus puede antagonizar el crecimiento fungico, en especial el de C. albicans.
(Zeise et al., 2021). Lactobacillus rhamnosus GG alberga moléculas ricas en
galactosa, que forman parte de su superficie llamadas exopolisacaridos (EPS) estas
contribuyen a su colonizacion estable en el tracto Gl y, en consecuencia, mejoran su

capacidad para antagonizar patégenos (Lebeer et al., 2009).

Se ha encontrado que los EPS ricos en galactosa de L. rhamnosus GG bloquean la
adhesion de C. albicans a varias lineas de células epiteliales (Allonsius et al., 2017).
Debido a que C. albicans tiene adhesinas similares a lectinas que pueden unirse a
polisacaridos de superficie bacteriana como los EPS, los efectos antiadhesivos de L.
rhamnosus GG probablemente se deban a la coagregacion con C. albicans en lugar

de la exclusion competitiva.

Los EPS de superficie ricos en galactosa constituyen, por tanto, uno de los
mecanismos por los cuales las especies de Lactobacillus pueden antagonizar C.

albicans en el tracto GlI.

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) en especial el butirato inhibe el crecimiento
y la filamentacién de C. albicans, pero también mejora la produccion de 6xido nitrico
por los macrofagos y, por lo tanto, su capacidad para matar las células de C.

albicans (Nguyen et al., 2011).

L. rhamnosus GG secreta enzimas hidroliticas como la proteina secretada
peptidoglicano hidrolasa (Mspl), que tiene actividad quitinasa, lo que sugiere
que usa quitina de la pared celular de C. albicans como sustrato para mejorar

simultdneamente su propio crecimiento y bloquear la morfogénesis hifal de

C. albicans. Ademas, Mspl de L. rhamnosus GG funciona de manera 6ptima a pH

acido, lo que respalda el papel sinérgico del acido lactico (Allonsius et al., 2019).

Con respecto a la presencia de Debaryomyces hansenii, se ha reportado esta especie

como parte de la micobiota en leche materna, en madres sanas, aunque en un bajo
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porcentaje respecto a otras especies fungicas (Boix-Amoros et al., 2017). También se
ha encontrado como una de las especies mas abundantes de la micobiota intestinal
de lactantes sanos durante el periodo de lactancia, en donde se propone a la leche
materna como fuente de origen (Shei et al., 2017).

Llama la atencion que en nuestro estudio esta especie tuvo mayor porcentaje en los
lactantes alimentados con lactancia mixta a los 2 y 4 meses.

En la evaluacion de la ingesta dietética materna perteneciente a este grupo,
encontramos mayor frecuencia en el consumo de lacteos y productos marinos. Se ha
reportado la presencia de D. hansenii dentro del intestino de estos alimentos, lo que
podria influir en la presencia de esta levadura (Angulo et al., 2020).

D. hansenii podria ser un potencial colonizador intestinal, de la microbiota temprana.
En un estudio realizado en células Caco-2, cepas de D. hansenii se adhirieron
fuertemente, bajo condiciones extremas similares al tracto gastrointeintestinal,
(Kourelis et al., 2010). Ademas, se ha demostrado que algunas cepas crecen a 37°C.
(Breuer et al., 2006).

En afnos recientes se han estudiado los efectos probiéticos de D. hansenii en animales
terrestres y acuaticos. Sus principales efectos se deben a [-glucanos y a sus
poliamidas. El suministro D. hansenii CBS 8339 en cabras recién nacidas durante 30
dias mostrando una inmunidad mejorada a partir del dia 15 (Angulo et al., 2019).

En modelos murinos, se ha utilizado como tratamiento contra la diarrea inducida por
antibidticos, observando aumentos en la taxonomia operativa unidades taxondmicas
(OTU) de bacterias intestinales recuperando la densidad de poblacion de ciertas
especies de bacterias beneficiosas, como como Bacteroidaceae (He L et al., 2017). En
estudios de seguimiento se demuestra que D. hansenii en el intestino ayuda en el
mantenimiento de ecologia normal del microbioma, mejorando el crecimiento de
bacterias productoras de lactasa (He Y et al., 2019). Estudios in vitro, han mostrado su
capacidad de inhibicion del crecimiento de Penicillium italicum, por medio de la
produccion de enzimas hidroliticas ($-1,3 glucanasa, quitinasa y proteasa) y en
poscosecha controla la podredumbre azul (causada por P. italicum) en frutos de limon

mexicano (Hernandez et al., 2012).
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Estos hallazgos sugieren que D. hansenii podria conferir beneficios inmunolégicos y

protectores en el huésped humano.

Otro de los factores fundamentales en el establecimiento de la microbiota intestinal es
el modo de nacimiento, los bebes nacidos por via cesarea tienen un microbioma
dominado por Corynebacterium, Staphylococcus y Propionibacterium spp. Que
derivan de la piel de la madre y el entorno hospitalario (Biasucci et al., 2010), mientras
que los nacidos por via vaginal muestran un enriquecimiento de Bifidobacterium spp.
y una reduccion de Enterococcus y Klebsiella spp.

Una de las principales diferencias entre los dos modos de entrega es la transmision
vertical. El 72% de las bacterias que colonizan el intestino de los bebes nacidos por
via vaginal estaban presentes en el microbioma fecal de su madre, en comparacion

con solo el 41% de los bebes nacidos por via cesarea (Backhed et al., 2015).

Encontramos mayor detecciéon de ADN fungico en los nacidos por via cesarea, esta
comparacion se realizd a los 2 meses de edad, debido a inconvenientes en el
procesamiento de la muestra obtenida al nacimiento. En contraste con un estudio en
donde la produccion de ADN fungico fue menor en los lactantes nacidos por cesarea
en comparacion con los lactantes nacidos por via vaginal, realizandose en varios
cortes de tiempo, estas diferencias no se encontraron al afio de vida y a la introduccién
de alimentos sélidos (Wampach et al., 2017).

Llama la atencion el porcentaje elevado de cesareas, estos resultados son
coincidentes en lo reportado por la encuesta nacional de salud y nutricion (ENSANUT
2018) en donde se observd que las instituciones privadas atendieron partos por
cesarea en un 74.4%, respecto a ISSSTE/ISSSTE Estatal 60.8% e IMSS/IMSS
Prospera 48.9%. Destaca que tanto en las instituciones privadas como en el
ISSSTE/ISSSTE Estatal fue mayor la proporcién de mujeres que reportaron cesareas
programadas, en cambio en el IMSS/ IMSS Prospera se da la situacion contraria. Se

hace mencién de la importancia de efectuar una revision exhaustiva del diagnostico
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pre quirurgico para la realizacion de las cesareas y evitar con ello cesareas

innecesarias. Esta practica a su vez limita la adquisicion de una microbiota benéfica.

Entre nuestros participantes el porcentaje de Candida albicans es mayor en los
nacidos por via vaginal, esta especie se encuentra formando parte de la micobiota
vaginal, en un estudio basado en analisis de huella génica y cultivo, mujeres
asintomaticas sin antecedentes de candidiasis vaginal fueron muestreadas (n=52), el
40% portaban al menos un aislamiento de Candida spp, de los cuales el 90% eran C.
albicans en sus tractos genitales, vulva o vagina (Soll et al., 1991). Al analizar
micobiomas cutaneos de bebes nacidos por via vaginal se observd que contienen una
abundancia relativa mas alta de C. albicans que la de los bebes nacidos por cesarea
a los 30 dias de vida (Warld et al., 2018).

En bebes de muy bajo peso al nacer (n=46), el 24% fue colonizado en un mismo sitio
(cavidad oral, recto o ingle) con C. albicans dentro de la semana posterior al nacimiento
por el mismo aislado de C. albicans presentes en el vagina, recto, piel o boca de la
madre, esto fue determinado por analisis de huella génica.

Probablemente C. albicans presente en la micobiota materna juegue un papel
importante en los eventos de colonizacién de los bebes nacidos por via vaginal.

Un parto por cesarea limita la colonizacion temprana y la transmision vertical.

A la agrupacion de los participantes por su ubicacion, detectamos mayor ADN fungico
en las zonas urbanas, aunque estos resultados podrian estar sesgados por los pocos
participantes que habitan en zonas de terraceria; Sin embargo, la geografia ha sido

propuesta como uno de los factores que podrian contribuir al desarrollo de la micobiota
intestinal. La ubicacién geografica puede estar asociada con diferentes factores
ambientales, como el clima, que puede provocar cambios estructurales en la
micobiota, hallazgos previos han demostrado que los hongos tienen patrones
biogeograficos dependientes del clima (Wang et al.,2018). Es probable que estos

patrones determinen el tipo de hongos a los que pueden estar expuestos los
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individuos, lo que a su vez puede afectar la colonizacion de hongos en el intestino

humano.

Con respecto al perfil nutricio de las madres, en este trabajo se encontré que las
madres que proporcionan lactancia materna exclusiva, se encuentran con un
diagndstico de sobrepeso (IMC > 25) mientras que las madres que proporcionan
lactancia mixta se agrupan dentro de los parametros de obesidad (IMC> 30), segun la
escala de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Al analisis dietético en este
ultimo grupo se consume mayor cantidad de alimentos industrializados, esto se refleja
en la disminucidon de micronurimentos.

El gasto energético basal de las mujeres en etapa de lactancia se ve modificado por
multiples factores entre los que destacan edad, composicidn corporal, suefio,
hormonas, estado de salud y por supuesto el gasto incrementado por la produccion de
leche, en nuestro estudio las madres que proporcionaban lactancia materna exclusiva
parecen consumir cantidades mas altas de macro y micronutrimentos respecto a las
madres que proporcionan lactancia materna mixta.

El Comité de Lactancia Materna de la Asociacion Espafiola de Pediatria sefiala que el
estado nutricional de la madre no modifica significativamente la composicion de la
leche materna; Sin embargo algunos nutrimentos como las vitaminas A, C y complejo
B, asi como acidos grasos influyen en la composicién de la leche dependiendo de la
ingesta materna (Samuel et al., 2020), es por ello que correlacionamos estos factores
a la presencia de C. albicans y D. hansenii, asi como a factores antropométricos de la
madre y del lactante.

Observamos una correlacion negativa entre la ingesta de B2 e IMC materno, en un
estudio donde se realizd una asociacion entre la ingesta dietética de vitamina B y la
obesidad en una gran poblacion pediatrica, concluyd que la riboflavina no tuvo una
asociacion significativa con el peso (Taleban et al.,2019)

Los participantes con ambas levaduras presentes, se encuentran con una correlacion

negativa de vitamina C y A.
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En estudios in vitro se ha observado que a distintas concentraciones el acido ascorbico
detiene el crecimiento celular, reduce la secreciéon de proteinasa y aumenta la
citotoxicicidad celular de C. albicans. Ademas de proporcionar un medio acido que
favorece la presencia de Lactobacillus (Ojha et al.,2009) de los cuales ya hemos

revisado su papel antagodnico.

La vitamina A es un nutriente esencial que se obtiene a través de la dieta, ya sea como
provitamina-A (carotenoides) o como vitamina A preformada (retinol). En su forma
esterificada, se puede almacenar en el higado, donde se hidroliza continuamente a
retinol y se distribuye a la circulacion. Una vez en los tejidos diana, dos
deshidrogenasas pueden convertir el retinol en acido retinoico, el metabolito
biolégicamente activo de la vitamina A, que se ha estudiado como inmunomodulador
(D'Ambrosio et al.,2011). Se ha encontrado que uno de sus isémeros el acido
transretinoico, presenta actividad fungistatica sobre A. fumigatus y C. albicans
(Campione et al.,2016).

La microbiota intestinal produce cientos de compuestos bioactivos, incluidas las
vitaminas B, que desempefian papeles fisiologicos significativos en los huéspedes al
apoyar la aptitud de las especies simbidticas y la supresidn del crecimiento de especies
competitivas. A excepcidén de la niacina (vitamina B3), un huésped mamifero no puede
producir vitaminas B de novo; existe una estricta dependencia de un suministro

exdégeno, de la dieta y de la microbiota (Uebanso et al., 2020).

El aporte de vitamina B sera diferente dependiendo de la composicion de la microbiota
intestinal. En nuestro estudio existe una correlacion negativa entre las levaduras vy
algunas vitaminas del complejo B, que podria ser explicado por la competencia

microbiana dentro del intestino.

Hasta la fecha, todos los prebidticos conocidos son compuestos de carbohidratos,
principalmente oligosacaridos, que resisten la digestion en el intestino delgado humano
y llegan al colon, donde son fermentados por la microflora intestinal. Los estudios han

proporcionado evidencia de que la inulina y la oligofructosa (OF), la lactulosa y el
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almidon resistente (RS) cumplen con todos los aspectos de la definicion, incluida la
estimulacion de  Bifidobacterium, un género bacteriano beneficioso. Otros
carbohidratos aislados y alimentos que contienen carbohidratos, incluidos los
galactooligosacaridos (GOS), los transgalactooligosacaridos (TOS), la polidextrosa, la
dextrina de trigo, la goma arabiga, el psyllium, el platano, el trigo integral y el maiz
integral también tienen efectos prebidticos (Gibson et al., 2004). En ese sentido, en el
presente trabajo se observd una correlacion positiva entre la ingesta de fibra y la
deteccion positiva de D. hansenii. Considerando a D. hansenii como una especie
potencialmente probidtica, el efecto de la fibra como componente prebibtico
(ingrediente fermentado selectivamente que permite cambios especificos, tanto en la
composicion como en la actividad de la microbiota gastrointestinal, que confieren

beneficios al huésped) (Gibson et al.,2004) podria estar favoreciendo su crecimiento.

CONCLUSIONES

Se presentan los resultados del primer estudio en pacientes pediatricos con el objeto
de evaluar la micobiota intestinal. Este trabajo se considera un estudio piloto, dado que
es un acercamiento al conocimiento de dos de las principales especies colonizadoras
fungicas en recién nacidos sanos mexicanos, observamos un incremento en la
colonizacion fungica intestinal a través del tiempo; sin embargo, su establecimiento
puede estar limitado por mecanismos bacterianos y nutricionales presentes en el

huésped.

Esto abre la brecha para explorar la micobiota intestinal en México, aprovechando su
diversidad climatica que puede influir en los perfiles fungicos, un estudio con mayor
numero de lactantes y un seguimiento a lo largo del tiempo, con uso de técnicas
moleculares, como la secuenciacion masiva, podrian aportar conocimiento mas amplio
de la micobiota intestinal y de su influencia en el crecimiento, desarrollo y salud del

lactante.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Valores de concentracion y pureza de las muestras de ADN.
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Tabla S2. Puntajes Z (OMS) con los principales indicadores de peso, talla y edad de
los participantes en 3 cortes  de tiempo.

Datos del lactante Datos del lactante Datos del lactante
Puntaje Z al nacimiento Puntaje Z a los 2 meses Puntaje Z a los 4 meses

# participante | Z peso parala |Z peso parala| Zestatura |Zpeso parala Zpesoparala Zestatura Zpeso parala Zpesoparala Zestatura
talla edad para la edad talla edad parala edad talla edad para la edad

Mediana
,L+0-,2SD
,L+0-,3SD




Tabla S3. Datos antropométricos y nutricionales agrupados por la presencia o ausencia de
C. albicans.

Los parametros subrayados resaltan las principales diferencias entre ambos grupos. [ ] valor
minimo y maximo. () Desviacion estandar.
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Tabla S4 Datos antropométricos y nutricionales agrupados por la presencia o ausencia de D.
hansenii celdas en color amarillo sefialan las principales diferencias.

Los parametros subrayados resaltan las principales diferencias entre ambos grupos. [ ] valor
minimo y maximo. () Desviacion estandar.
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ANEXOS

Anexo 1 Hoja inicial de recoleccion de datos, esta hoja estaba integrada con el
consentimiento informado.

RIA CLINICO-NUTRICIONAL

HISTO
DATOS DE LA MADRE

Nombre:
Fecha de nacimiento: Edad:
Modo de parto:

Peso Pregestacional: Kg Peso Actual: kg

Talla: mt.

¢ Realizo actividad fisica durante el embarazo?
¢, Recibio informacion sobre los beneficios de la lactancia materna?
¢, Tuvo complicaciones para el establecimiento de la lactancia materna?

Antecedentes patolégicos
Medicamentos o suplementos utilizados durante el dltimo trimestre:

Medicamentos o suplementos actuales (probioticos y prebioticos):

DATOS DEL LACTANTE

Nombre: Sexo: (M) (F)
Fecha de nacimiento:

Semanas de gestacion:

Peso al nacimiento: kg
Talla al nacimiento: cm.
Perimetro cefalico: cm

Complicaciones durante el nacimiento:

@ Especifique:

¢, Tuvo problemas de agarre al seno materno?
¢ Tiene succion adecuada?

Medicamentos Actuales:

Notas:

INFORMACION DEL CONTACTO

Nombre:
Direccion:
Teléfono:




Anexo 2 Cuestionario de seguimiento, aplicado en la visita domiciliaria.

Participante:

Fecha de recoleccion de datos:
Edad del bebe:
Peso: Talla:

Actualmente la alimentacion de su bebe es:
O Lactancia Materna

O Férmula infantil
(O Lactancia y férmula infantil

CONDICIONES AMBIENTALES

¢Vive en una zona pavimentada?
;Cuenta con servicios basicos?
Luz

Agua

Drenaje

¢;Tiene animales domésticos?

;Tiene animales de granja?

¢Existe una industria cerca de su vivienda?
¢El bebe acude a una estancia infantil?

En caso de que su bebe reciba alimentacion por lactancia materna o
Lactancia materna con formula infantil, sea tan amable de llenar el siguiente formulario:

RECORDATORIO DE 24 HORAS

Alimento consumido por la madre en 24 horas, indica porciones por ejemplo: Taquitos de huevo
2 tortillas de maiz, 1huevo, 1 cucharadita de aceite.

ALIMENTO BEBIDA

DESAYUNO

COLACION MATUTINA

COMIDA

COLACION VESPERTINA

CENA
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Anexo 3
Método fenol cloroformo, para la extracciéon de ADN en heces fecales.

1. Alicuotar las muestras 125 mg de materia fecal

2. Adadir 200 pL de buffer de fosfatos (pH 7)

3. AAadir 200 pL de buffer de Lisis con SDS al 4%

4. Agregar 40 mg de perlas de vidrio, glass beads unwashed <106 um.
4. Vortex por 10s, agitacion suave (Poner los tubos acostados y
pegados al vortex).

5. Reposar en hielo 10 min

6. Vortex por 10s, agitacion suave

7. Reposar en hielo 10 min

8. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 min

9. Extraer el sobrenadante

10. Adadir fenol-cloroformo 1:1

11. Mezclar en vortex durante 30s

12. Dejar reposar 10 min

13. Centrifugar a 13,000 rpm por 6 min

14. Extraer el sobrenadante, (Tener cuidado, de no extraer la interface)
15. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo, y afiadir cloroformo 1:1
16. Dejar reposar 10 min

17. Centrifugar a 13,000 rpm por 6 min

18. Extraer el sobrenadante

19. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y afadir 1 volumen de
isopropanol frio y acetato de sodio pH 4.8 (1:10)

20. Agita de manera manual

21. Dejar reposar en Isopropanol, a -20°C durante 24h

22. Centrifugar en frio 4°C a 13,000 rpm durante 10 min

23. Decantar

24. Lavar el pellet (acidos nucleicos) con 500 L de etanol al 70% frio
25. Reposar 10 min y volver a centrifugar 13,000 rpm por 3 min

26. Para obtener mayor pureza realizar 2 lavados con etanol

27. Eliminar el sobrenadante

28. Secar en partilla termoblock a 50°C

29. Re suspender los acidos nucleicos en 50 pL de agua estéril, segun la
cantidad del pellet.

30. Etiquetar y almacenar las muestras a -60°C.



Anexo 3

Integridad del ADN en gel de agarosa al 1%
Carril 1 Extraccién con metodologia sin perlas
de vidrio ni ARNasa. Carril 2 Extraccién con la

metodologia seleccionada.

Integridad de ADN en las muestras P:

Participante, el numero seguido del guion
indica los meses de los participantes. Carril 1
P10-4, carrii 2 P10-2, carrii 3 muestra
descartada, carril 4 P7-4, carril 5 P7-2, Carril
6 P2-2, carril 7 P2-4.
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Anexo 4

Procedimiento para Electroforesis en agarosa de acidos nucleicos

1.

2.

w

7.
8.

9

Medir el volumen de buffer de electroforesis 1x a utilizar (TAE o TBE), este
dependera del grosor y dimensiones del casete de electroforesis a utilizar.
Calcular la concentracion de agarosa a utilizar, 1% para la evaluacion de la
integridad del ADN gendmico, 2 % Tamizaje genético de fragmentos de PCR
pequenos.

Pesar la agarosa y disolver en un matraz junto con el buffer.

Colocar el matraz en el horno microondas y calentar durante 1 0 2 min,
evitando en lo posible la ebullicion de la agarosa.

Retirar el matraz del horno microondas con guante de proteccion térmica y
esperar hasta que disminuya su temperatura a 50°C.

Agregar la cantidad correspondiente de Bromuro de Etidio al gel de agarosa (a
razén de 5 pL de Bromuro de Etidio por cada 100 mL del gel) Mezclar.

Dejar enfriar durante 3 min.

Sellar el contenido del casete de electroforesis con los sellos de acrilico. Y
colocar el peine.

Vaciar el contenido al casete.

10.Dejar cuajar por completo durante al menos 30 min protegiéndolo de

corrientes de aire directas, evitar el uso de toallas de papel cerca de los geles
de agarosa para evitar contaminarlo.

11.Después de los 30 min, retirar los sellos del casete y cuidadosamente el peine

para evitar romper los pocillos.

12.Colocar dentro del tanque de electroforesis. Verter la cantidad apropiada de

buffer de electroforesis (del mismo tipo empleado para preparar el gel). El
buffer solamente debera cubrir discretamente (no mas de 1 mm de altura) a
los pocillos del gel).

13.Cargar el gel con producto de PCR o acido nucleico tomando en cuenta el

volumen maximo recomendado para cada peine.
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