REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2020;37(1):93-8.

Citar como: Paitan-Anticona E, Sote-
lo-Méndez A, Bernuy Osorio N, Suma-
rriva-Bustinza L, Norabuena Sotelo A.
Influencia del tipo de nacimiento sobre
el contenido de bacterias acidolacticas
en meconio de neonatos. Rev Peru Med
Exp Salud Publica. 2020;37(1):93-98.
Doi: https://doi.org/10.17843/rp-
mesp.2020.371.4251

Correspondencia: Elizabeth Paitdn
Anticona; Calle los Opalos 251. Urb.
Covica, Huancayo, Pert;
epaitananticona@gmail.com

Recibido: 06/02/2019
Aprobado: 08/01/2020
En linea: 19/03/2020

ORIGINAL BREVE

INFLUENCIA DEL TIPO DE NACIMIENTO
SOBRE EL CONTENIDO DE BACTERIAS
ACIDOLACTICAS EN MECONIO DE NEONATOS*

Elizabeth Paitan-Anticona
Liliana Sumarriva-Bustinza

ta Alejandrina Sotelo-Méndez '°, Nataly Bernuy Osorio @',
24 Alejandro Norabuena Sotelo () '®

! Departamento de Nutricion, Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima, Pert.

? Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Enrique Guzman y Valle, Lima, Peru.

* Ingeniero en Industrias Alimentarias, magister Scientiae en Nutricion Publica; * ingeniero zootecnista, Magister

Scientiae en Nutricién; © ingeniero en Industrias Alimentarias, doctora en Nutricion; ¢ quimico farmacéutico,
doctora en Ciencias de la Educacion; médico cirujano.

* Parte de los resultados del articulo fueron presentados en calidad de poster en el XVIII Congreso Latinoamericano
de Pediatria — ALAPE que se desarrollé en Paraguay en septiembre de 2018.

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la influencia del nacimiento por via vaginal en comparacién con
el nacimiento por cesérea sobre el contenido de bacterias acidolacticas con caracteristicas probidticas de
los recién nacidos. Se evaluaron muestras de meconio de recién nacidos por via vaginal y por cesarea que
fueron debidamente enriquecidas, sembradas e incubadas. Las colonias resultantes fueron identificadas
para ser sometidas a tolerancia de sales biliares, pH dcido y fermentacién. Se obtuvo un mayor desa-
rrollo de colonias en meconio de nacidos por via vaginal en comparacion con los nacidos por cesarea
(p<0,001). Se aislaron 48 cepas en total, siendo en su gran mayoria tolerantes a sales biliares y pH dcido;
asimismo, la fermentacion de lactosa en leche fue positiva. Este estudio respalda hallazgos previos que
sustentan que el nacimiento por via vaginal favorece al mayor, desarrollo de bacterias acidolacticas con
caracteristicas probidticas, en comparacion con el nacimiento por cesarea, y destaca la presencia de bac-
terias del género Lactobacillus.

Palabras claves: Microbiota; Neonato; Parto Normal; Cesarea (fuente: DeCS BIREME).

INFLUENCE FROM THE TYPE OF BIRTH ON THE
CONTENT OF LACTIC ACID BACTERIA IN NEONATE
MECONIUM

ABSTRACT

The study’s objective was to determine the influence of vaginal birth compared to cesarean birth on the
content of lactic acid bacteria with probiotic characteristics from newborns. Vaginal and cesarean sec-
tion meconium samples of lactic acid were evaluated, which were duly enriched, seeded and incubated.
The resulting colonies were identified to be subjected to bile salt tolerance, acid pH, and fermentation.
A greater development of meconium colonies was obtained in those born vaginally compared to those
born by caesarean section (p <0.001). A total of 48 strains were isolated, the majority being tolerant to
bile salts and acid pH; likewise, the fermentation of lactose in milk was positive. This study supports
previous findings that support vaginal birth favors the greatest development of lactic acid bacteria with
probiotic characteristics, compared to cesarean birth, and highlights the presence of bacteria of the genus
Lactobacillus.

Keywords: Microbiota; Newborn; Natural Childbirth; Cesarean Section (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Las bacterias acidoldcticas poseen efectos benéficos en la prevencion y en el tratamiento de
enfermedades, especialmente en infantes y nifios. Las investigaciones han demostrado la pre-
sencia de bacterias en el meconio y en la sangre del cordén umbilical de neonatos sanos @, y
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que incluso los fetos a término no son microbioldgicamente
estériles @. La influencia en el contenido de la microbiota
intestinal se da en gran medida en el nacimiento y depende
del tipo de parto (via vaginal o cesarea), del tipo de alimen-
tacion (leche materna o leche maternizada) e, incluso, del
contacto intimo que se establece entre la madre y el hijo.

Los géneros pertenecientes a la microbiota natural del in-
testino corresponden a Lactobacillus y Bifidobacterium, que
se desarrollan de forma diferenciada segun el tipo de parto. Se
ha reportado la presencia de estas bacterias en el meconio de
recién nacidos via vaginal a los 10 dias de vida; y posterior a
los 30 dias de vida en recién nacidos por cesarea . Ademas,
la colonizacion por lactobacilos en nacidos por via vaginal se
da en mayor proporcion (59%), en comparacion con lo que
sucede con los nacidos por cesdrea (4%), estos ultimos son
colonizados mas a menudo por Clostridium difficile, bacte-
ria que normalmente se encuentra en el sistema digestivo de
personas hospitalizadas o que se encuentran en tratamiento
con antibidticos .

Durante el parto por cesdrea se interrumpe la transmision
de bacterias de la madre al recién nacido, lo que ocurre nor-
malmente a través de la via vaginal, esto conlleva a un incre-
mento de enfermedades como: enfermedad celiaca ©, diabe-
tes tipo 1 © y obesidad . En el Peru, el Ministerio de Salud
report6 que en el 2015 los nacimientos por cesarea alcanzaron
un porcentaje de 34,5%, y que nueve regiones tuvieron valo-
res por encima del promedio, entre las que destacan Tumbes
(49,8%), Tacna (47,2%) y Lima (42,8%).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determi-
nar si el tipo de nacimiento, via vaginal o cesérea, influye en
el contenido de bacterias acidolcticas con potencial probio-
tico, provenientes del meconio de neonatos humanos.

EL ESTUDIO

Recoleccion de muestras

Realizamos un estudio observacional analitico. Durante cua-
tro meses se extrajeron al azar 60 muestras de meconio de
neonatos humanos de cero a tres dias de vida, del Instituto
Nacional Materno Perinatal (INMP) de Lima, 30 muestras
correspondian a partos por via vaginal y 30 a cesarea. Se con-
sideraron 30 muestras por cada grupo de neonatos debido a
que el promedio de nacimiento por dia en el INMP es de 60.

Aislamiento de bacterias

Para el preenriquecimiento se adicionaron 18 ml de caldo
Man Rogosa Sharp (MRS) (Merck, Alemania) sobre 2 g de
meconio en frascos estériles, que fueron incubados a 37 °C
por 24 horas ® en un laboratorio clinico particular. Seguida-
mente, las muestras fueron sembradas por duplicado en pla-
cas de agar MRS para bacterias acidolacticas (Merck, Alema-
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Motivacion para realizar el estudio: El parto es considerado
la culminacién de la gestacion. En el Pert, desde el 2015, el
34,5% de los partos ocurren por cesarea, lo cual es posible que
influya en el contenido de la microbiota intestinal, especifica-
mente sobre las bacterias acidolacticas.

Principales hallazgos: Se encontrd que el meconio de re-
cién nacidos por via vaginal tuvo mayor desarrollo de bac-
terias del género Lactobacillus en comparacion con aquellos
recién nacidos por cesarea.

Implicancias: El tipo de parto influye sobre el contenido de
bacterias acidolacticas provenientes del meconio de neona-
tos, siendo mas favorable el parto por via vaginal.

nia) ajustadas a pH 5,5 e incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas
en microaerobiosis. Después, las muestras fueron sometidas
a tincion de Gram, deteccion de esporas y prueba de catalasa
para bacilos grampositivos libres de espora; ademds, se rea-
lizé el conteo de colonias blancas y cremosas considerando
las caracteristicas correspondientes de color, tamafo, forma
y aspecto ©. Posteriormente, se seleccionaron dos colonias
de bacterias grampositivas no esporuladas y catalasa nega-
tiva (9, que fueron aisladas en agar MRS y MRS modificado
e incubadas a 37 °C entre 24 y 48 horas en microaerobiosis.
Seguidamente, las cepas aisladas fueron inoculadas en tubos
de caldo MRS e incubadas a 37 °C por 24 horas, para después
ser centrifugadas a 8000 g por cinco minutos. Finalmente, se
extrajo el sobrenadante y se anadié 1 ml de caldo MRS y 40%
de glicerol para su almacenamiento a -80 °C.

Tolerancia a sales biliares

La prueba se realizé en el Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia de la Facultad de Zootecnia de la Universidad
Nacional Agraria la Molina (UNALM)). Se utilizé 0,5 ml de
indculo activado por 18 horas en caldo MRS que fueron adi-
cionados a tubos que contenian 0,3% de sales biliares de ori-
gen bovino (Sigma, New Zealand) y 4,5 ml de caldo MRS; lo
cual se incubd a 37 °C por 24 horas V. Las muestras fueron
leidas en un espectrofotémetro a 600 nm (Thermo Scientific,
modelo Genesys 10S UV-VIS), y los resultados, expresados
como densidad dptica. Ademas, se calculd el porcentaje de
sobrevivencia (R) mediante la relacion entre log UFC/ml de
muestra con sales biliares y el log UFC/ml de muestra sin sales
biliares 2.

Tolerancia al pH acido

Se anadi6 0,5 ml de indculo a tubos en alicuotas de 4,5 ml de
caldo MRS a pH 3,0 acidificado con HCl 6M V. Estas muestras
fueron activadas durante 18 horas en caldo MRS e incubadas a
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37 °C por 24 horas para medir la resistencia por densidad 6pti-
caa 600 nm (Thermo Cientific, modelo Genesys 10S UV-VIS),
para finalmente calcular R respecto a la referencia 12.

Prueba de fermentacion de lactosa de la leche

La prueba consistio en inocular 3% de las cepas en 20 ml de
leche pasteurizada (3/100v) que fueron incubadas a 37 °C por
18 horas, para finalmente medir el pH final 2. Esta prueba se
realiz6 en el Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecno-
logia de la Facultad de Ciencias de la UNALM.

Analisis estadistico

Los datos registrados para determinar la presencia de bacte-
rias acidolacticas en el meconio de los recien nacidos por via
vaginal y por cesdrea fueron analizados por duplicado. Para
evaluar la normalidad se utilizé la prueba de Kolmogoérov-
Smirnov. Para evaluar las diferencias en el promedio de co-
lonias segun el tipo de parto, se usé la prueba U de Mann
Whitney mediante el programa SPSS v. 20. Mientras que
para analizar las pruebas de resistencia al pH acido y a las
sales biliares, se usé la prueba T de Student mediante el pro-
grama estadistico R version 3.4.0.

Consideraciones éticas

El estudio tuvo la aprobacién del Comité de Etica de Inves-
tigacion del INMP. El propésito de la investigacion fue ex-
plicado a las madres de los neonatos, quienes brindaron el
consentimiento para extraer las muestras.

HALLAZGOS

Recolecciéon de muestras

Las muestras de meconio de los nacidos por cesarea fueron de
color amarillo verdoso, mientras que las muestras de meconio
de los nacidos por via vaginal tuvieron coloracién negro verdo-

Figura 1. El meconio de neonatos tuvo una coloracién amari-
llo verdoso debido a la alimentacién con leche de féormula en

los nacidos por cesarea (izquierda) y tuvo un color verdoso en
neonatos alimentados con leche materna nacidos por via vaginal
(derecha)

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.371.4251

so (Figura 1). Durante la recoleccion de meconio, se tuvo dife-
rencias en las muestras de dos neonatos nacidos por cesarea, los
cuales correspondian a neonatos de tres dias de vida; el resto de
muestras correspondia a neonatos de un dia de vida. Asimismo,
28 de los neonatos nacidos por cesdrea fueron alimentados con
foérmula artificial y dos de ellos con leche materna a partir del
tercer dia de vida; mientras que aquellos nacidos por via vaginal
tuvieron lactancia materna exclusiva.

Aislamiento de bacterias

En la etapa de preenriquecimiento, dos muestras de meco-
nio de recién nacidos por cesdrea formaron gases que des-
prendian olores desagradables, las cuales se procedieron a
sembrar en medio MacConkey. Luego de la incubacion, se
confirmo la presencia de colonias de enterobacterias.

En la prueba de crecimiento en placa, 28 de 30 muestras
de meconio de recién nacidos por via vaginal presentaron
crecimiento de colonias de bacterias acidolacticas (93,3%)
comparado con dos de 30 muestras de meconio de los na-
cidos por cesarea (6,7%) (Figura 2). Asimismo, el promedio
de colonias fue mayor en el meconio de los nacidos por via
vaginal (p<0,001) (Tabla 1). Estas colonias fueron observa-
das al microscopio, y se encontraron bacilos largos delgados

y bacilos cortos, que corresponden a caracteristicas de bac-

Figura 2. Crecimiento de colonias en agar MRS (Man Rogosa Sha-
rp). A) Se evidencia mayor crecimiento de bacterias acidolacticas de
recién nacidos por via vaginal, B) En comparacién con los nacidos
por cesarea
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Tabla 1. Recuento de bacterias acidolacticas desarrolladas en agar MRS (Man Rogosa Sharp) y prueba de resistencia al pH acido, en recién

nacidos por via vaginal y por cesarea

Via vaginal Cesarea
Valor de p
Valor Rango * Valor Rango *
Recuento de colonias BAL (UFC/g), 70 10 (06x105  0,0a2,14x 10° 8 x10° (4x10%) 0,0a22,7 x 10° <0,001°
mediana (RIC)
Resistencia al pH acido, media (DE) 3,95 (0,18) 3,71 a4,71 3,92 (0,07) 3,82 24,08 0,0001¢

* Minimo-mdximo; ® prueba U de Mann Whitney; © prueba T de Student

RIC: rango intercuartilico; DE: desviacion estindar; BAL: bacterias acido lacticas, UFC: unidades formadoras de colonias

terias acidolacticas . Se lograron aislar, en total, 48 colonias
que se sembraron en medio MRS modificado, y se observo
una mejor diferenciacion de las colonias segun su tamario,
color y borde (Figura 3).

Tolerancia a sales biliares y al pH acido

Se aislaron 48 cepas de bacterias acidolacticas que fueron so-
metidas a una tolerancia >30% de sobrevivencia para un lapso
de 24 horas a un pH acido de 3,0, y >20% de sobrevivencia
para una concentracion de 0,3% de sales biliares. Se obtuvo un
total de 33 (68,7%) cepas sobrevivientes con mayor resistencia
al acido que a las sales biliares, medidos por absorbancia.

Prueba de fermentacion en leche
Todas las cepas aisladas fermentaron la lactosa de la leche, ob-
teniéndose un pH promedio de 3,95+0,22 (3,71< pH > 4,71).

DISCUSION

Se evidencié que el meconio de recién nacidos por via vagi-
nal posee mayor presencia de bacterias acidolacticas que el
meconio de recién nacidos por cesarea, y escasa presencia de
organismos anaerobios.

El crecimiento de bacterias acidolacticas en las muestras
de meconio de recién nacidos por via vaginal esta relacio-

nada con la mayor cantidad de lactobacilos que presenta la
vagina de la mujer y que, durante el parto, se transmite y
coloniza la mucosa del tracto digestivo, respiratorio, uroge-
nital y piel del neonato ". La colonizacién intestinal se da
especialmente por el género Lactobacillus, lo cual contribuye
a la formacion de la microbiota en los neonatos %), Por lo
tanto, consideramos que el mayor crecimiento de bacterias
acidolacticas en el meconio de recién nacidos por via vaginal
se debi6 al aporte de la madre al pasar a través del canal del
parto y a la lactancia exclusiva que recibieron.

Por el contrario, el meconio de recién nacidos por cesarea
evidencié una mayor presencia de enterobacterias, lo cual
estarfa directamente relacionado con la presencia de los gé-
neros Clostridium, Staphylococcus, Propiobacterium y Cory-
nebacterium en el tracto digestivo de estos neonatos 4'9.
Ademas, las investigaciones recientes sefialan que los nacidos
por cesdrea carecerian de colonizacion intestinal, o que esta
se presentaria tardiamente, incluso hasta un afio de edad 1.
Por lo que, el bajo crecimiento de bacterias acidolacticas en el
meconio de recién nacidos por cesdrea (6,7%) estaria relacio-
nado con el poco consumo de leche materna al tercer dia de
vida, ya que se ha reportado la presencia de bacterias lacticas
(Lactobacillus, Staphylococcus, Streptococcus y Bifidobacterium)
en la leche materna, que es transmitida al neonato al ser ama-
mantado 7.

Figura 3. Aislamiento de colonias en agar MRS (Man Rogosa Sharp) proveniente del meconio de recién nacidos por via vaginal.
A) Agar MRS modificado con azul de bromofenol para diferenciar colonias de bacterias acidolacticas. B) Agar sin MRS modificado
para crecimiento. C) Agar MRS modificado con colonias aisladas de forma redonda caracteristico de bacterias acidolacticas
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El color amarillo verdoso y el olor intenso caracteristico de
las heces de los recién nacidos por cesarea, presumiblemente
sea por la alimentacién con leche de formula, a diferencia de lo
observado en los recién nacidos por via vaginal que se alimen-
taron primordialmente con leche materna 1.

Las caracteristicas descritas de las colonias de color
blanco contabilizadas y seleccionadas en medio sélido co-
rresponden a la descripcion de bacterias acidolacticas del
género Lactobacillus 'y, al crecer en caldo MRS presentaron
precipitacién rdpida de células de color blanco al fondo del
tubo, lo que ocurre cuando el crecimiento culmina dando
lugar a un sedimento suave y homogéneo %),

Del total de cepas aisladas de bacterias acidolacticas el
68,7% presento resistencia a las condiciones gastrointestinales
durante un tiempo de exposicién de 24 horas medidos por
absorbancia, este valor es menor al 73,3% reportado para
Lactobacillus ramosus expuesto por dos horas 1%, la diferen-
cia podria estar relacionada con el tiempo de exposicion. Es
probable que las cepas sobrevivientes fuesen Lactobacillus ca-
sei (ATCC 27139, FAGRO 98, FAGRO 98LP) y Lactobacillus
rhamnosus (FAGRO 36.5), ya que se ha reportado su resisten-
cia al pH 4cido y a altas concentraciones de sales biliares, que
incluso sobreviven en el tracto gastrointestinal .

Todas las bacterias acidolacticas aisladas fermentaron la
lactosa de leche y el pH promedio registrado fue de 3,95, el
cual se encuentra dentro del rango de Lactobacillus spp. 2.
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Entre las limitaciones es preciso mencionar que la ex-
traccion de muestras fue limitada a dos a tres por semana,
por cada grupo evaluado. El intervalo de tiempo entre la ob-
tencion de cada muestra dependia de la defecacion del neonato,
lo que influfa en su traslado al laboratorio para los analisis corres-
pondientes. Sin embargo, una vez colectada, se la mantenia en
condiciones adecuadas para evitar su contaminacion y deterioro.

Finalmente, se puede concluir que el meconio de recién na-
cidos por via vaginal presenté un mayor desarrollo de bacterias
acidolacticas con una mayor presencia de bacterias del género
Lactobacillus en comparacion a los nacidos por cesdrea, en quie-
nes se evidencid la presencia de enterobacterias.
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