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RESUMEN

La microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos presentes en el tracto gastrointes-
tinal que mantiene una relacidn de equilibrio bidireccional con el huésped y realiza multiples
funciones beneficiosas para el organismo. Existen diversos factores que pueden alterar su
composicion dando lugar a una dishiosis. Los avances tecnolégicos de los ultimos afios han
permitido progresar en el estudio de su composicidon y su posible participacién en diversas
patologias. El sindrome del intestino corto es una de las entidades en las que se ha postulado

como factor determinante en su evolucidn.

Realizar una caracterizacién de la microbiota intestinal en pacientes con sindrome del intestino
corto en seguimiento en la Unidad de Gastroenterologia, y Soporte Nutricional pediatrico del
Hospital Universitario Vall d’Hebron, y valorar posibles diferencias en cuanto a composicién

y diversidad respecto a controles sanos, y segun sus caracteristicas de manejo y tratamiento.

Estudio observacional y transversal. Tras el momento de reclutamiento los pacientes se siguie-
ron de forma longitudional.. Se incluyen pacientes con sindrome del intestino corto y herma-
nos sanos como controles. Recogida de muestras de heces para estudié microbiota mediante

tecnologia de secuenciacion basadas en 16 S ARN ribosdmico.

Se incluyeron 20 pacientes con SICsindrome de intestino corto y 9 controles. En total se ana-
lizaron 40 muestras de heces. Los pacientes pedidtricos con SICsindrome de intestino corto
tienen una microbiota diferente de los nifios sanos, sugiriendo que la reseccién del intestino
delgado induce disbiosis intestinal grave. Numerosos factores en su manejo, tratamiento y

evolucién contribuyen a esta disbiosis.

Los pacientes pedidtricos con SIC tienen una microbiota diferente a la de los nifios sanos,
presentan una intensa disbiosis intestinal, debido a multiples factores. Alteraciones en la mi-
crobiota pueden desencadenar complicaciones en estos pacientes, como el sobrecrecimiento
bacteriano e inflamacién mucosa mantenida, que puede precisar prolongacion de la necesi-

dad de nutricién parenteral con los riesgos que ello conlleva.






ABSTRACT

The intestinal microbiota is the set of microorganisms present in the gastrointestinal tract that
maintains a bidirectional balanced relationship with the host and performs multiple beneficial
functions for the organism. There are several factors that can alter its composition, giving rise to
dysbiosis. Technological advances in recent years have made it possible to progress in the study
of its composition and its possible involvement in various pathologies. Short bowel syndrome is

one of the entities in which it has been postulated as a determining factor in its evolution.

Characterization of the intestinal microbiota in patients with short bowel syndrome under
follow-up at the Pediatric Gastroenterology and Nutritional Support Unit of the Vall d’"Hebron
University Hospital, and assess possible differences in terms of composition and diversity com-

pared to healthy controls, and according to its management and treatment characteristics.

Observational and cross-sectional study. Subsequently longitudinal from the moment of re-
cruitment in the transverse phase. Patients with short bowel syndrome and healthy siblings
are included as controls. Collection of stool samples to study the microbiota using sequencing
technology based on 16 S ribosomal RNA.

Twenty patients with SBSshort bowel syndrome and 9 controls were included. In total, 40
stool samples were analyzed. Pediatric patients with SBS have a different microbiota from
healthy children, suggesting that small bowel resection induces severe intestinal dysbiosis.

Numerous factors in its management, treatment and evolution contribute to this dysbiosis.

Pediatric patients with SBS have a microbiota that is different from that of healthy children,
presenting intense intestinal dysbiosis, due to multiple factors. Alterations in the microbiota
can trigger complications in these patients, such as bacterial overgrowth and sustained muco-
sal inflammation, which may require a prolonged need for parenteral nutrition with the risks
that this entails.












INTRODUCCION

SINDROME DE INTESTINO CORTO

DEFINICION Y ETIOLOGIA

El fracaso intestinal se define como la situacién en la que se ha producido una reduccién en
la masa intestinal funcional por debajo del minimo preciso para la digestidn y la absorcidn de
nutrientes y fluidos necesario para el mantenimiento en los adultos y el crecimiento en los

nifios?.

El sindrome de intestino corto (SIC) es la causa mas frecuente de fracaso intestinal en el nifio
seguido de los trastornos motores y las alteraciones congénitas del enterocito. El SIC hace
referencia al estado malabsortivo que ocurre como consecuencia de reseccion quirdrgica o

enfermedad congénita de una porcidn significativa del intestino delgado.

El SIC es la causa mas frecuente de fracaso intestinal en el nifio. Se define como la situacidn
en la que se ha producido una pérdida de la longitud intestinal en la que no es posible, la
digestion y absorcion de nutrientes y fluidos, para mantener el balance proteico y energético
requerido para un crecimiento y desarrollo del nifio. Dada la gran variabilidad en la longitud
intestinal, es mas practico hablar del intestino remanente que de la longitud de intestino re-
secado, se realiza la medicion en el borde antimesentérico. En los nifios de define reseccidn
corta cuando el intestino remanente es de 100-150cm, reseccion extensa 40-100 cm y resec-

cion masiva <40 cm.

Las causas mas frecuentes de SIC pueden ser resecciones quirurgicas o malformaciones con-

génitas y son la enterocolitis necrotizante, el vélvulo intestinal, la atresia y la gastroquisis.
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1.2 FISIOPATOLOGIA

Es importante el conocimiento de la anatomia y fisiologia para poder entender la fisiopatolo-
gia que ocurre en el paciente con intestino corto y asi poder aplicar las estrategias nutriciona-

les, médicas y quirdrgicas para su manejo?.

El grado de malabsorcion va a depender no sélo de la longitud del intestino remanente, sino
también de la zona de intestino resecada, la presencia de vélvula ileocecal, la integridad del
intestino remanente y la edad del paciente en el momento de la reseccion. (Tablal).

Tabla 1. Localizacion de la absorcion de nutrientes
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1.2.1 Fisiologia y anatomia del estobmago, intestino delgado y colon’

Estomago

En pacientes con resecciones extensas puede haber un vaciamiento rdpido y un aumento de
la secrecidn acida gastrica por la disminucion de la secrecion de péptido YY (PYY) y péptido
glucagdn like (GLP2) secretados en ileon y colon proximal, ambos tienen un efecto frenador.
Esta hipersecrecion géstrica puede mantenerse durante 6 meses y puede provocar desconju-
gacion de sales biliares en el duodeno y disminucién e inactivacion de enzimas pancreaticos.

Duodeno

Es responsable de absorcion de muchos micronutrientes: calcio, magnesio, fésforo, hierro
y acido félico. En la parte alta del tracto digestivo se secretan diversas hormonas como res-
puesta al estimulo luminal, dichas hormonas tienen principalmente tres funciones: el control
de la motilidad y la secrecion intestinal, el ritmo de la digestion y promover el crecimiento
intestinal. En pacientes con resecciones a nivel duodenal se produciran alteracionese en las
secreciones pancreatobiliares, exacerbandose la malabsorcidn de nutrientes.
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La mayor parte de los nutrientes (hidratos de carbono, grasa, proteinas, nitrégeno) son absor-
bidos en los primeros 100-150 cm. La absorcién de grasa se realiza a lo largo de la longitud del

intestino, a mayor longitud, mayor absorcion.

La absorcidn de vitamina B12 y sales biliares se realiza en el ileon. Cuando la reseccion se apro-
xima a los 100 cm, se produce una ruptura de la circulacidn enterohepatica que el higado no es
capaz de compensar a pesar de incrementar su sintesis, provocando un déficit de sales biliares
y con ello una malabsorcidn grasa. Las sales biliares no absorbidas tienen un efecto catartico en
el colon, incrementando las pérdidas por diarrea colerética. Existe ademds un aumento en el
riesgo de litiasis biliar por disminucion en la solubilidad de la bilis. En condiciones normales, el
calcio y el 4cido oxdlico, forman sales insolubles que no se absorben y se eliminan con las heces.
Cuando existe malabsorcidn de grasas, éstas compiten con el oxalico uniéndose al calcio, de tal
forma que el dcido oxalico es absorbido, pasa al torrente sanguineo y y es eliminado por la orina

produciéndose una hiperoxaluria que frecuentemente es causa de litiasis renal.

La reseccion ileal a menudo suele incluir también la valvula ileoceca, la cual tiene dos funcio-
nes importantes: el control del transito hacia el colon y de barrera entre el colon y el intestino
delgado, impidiendo la colonizacidn del intestino delgado por las bacterias del colon. Cuando
se ha producido la reseccion de la vdlvula, se produce una situacién de sobrecrecimiento bac-

teriano cuyas consecuencias analizaremos posteriormente.

Tiene un papel muy importante en la reabsorcidn de liquidos y electrolitos. La parte derecha
del colon se encarga de la reabsorcién de agua y sodio, mientras que la parte izquierda tiene
funciones de almacenamiento y propulsidon. Cuando se reseca el colon, la capacidad de man-
tener el equilibrio hidroelectrolitico estd gravemente comprometida. Ademas, en el colon se
produce la fermentacién de los hidratos de carbono transformandose en acidos grasos de ca-
dena corta que por una parte proporcionan energia y por otra facilitan la absorciéon de agua y
sales. También es importante su papel regulador en la motilidad digestiva, la ingesta de grasa
producen en la parte proximal del colon la liberacion del enteroglucagon, neurotensiona y el
péptido YY que son responsables del fendmeno de freno yeyunal, ileal y colénico.. Las bacte-
rias coldnicas son responsables de la sintesis de aproximadamente el 60% de las necesidades
de vitamina K. Por ello, aunque es frecuente el déficit de vitaminas liposolubles por malabsor-

cion grasa, el déficit de vitamina K es menos frecuente si el colon esta integro.
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Consideraciones fisiopatologicas en relacion a la anatomia del intestino
remanente

Se definen tres tipos de anatomia en pacientes con intestino corto®>® (Figural):

Anastomosis yeyunocdlica ( a menudo sin védlvula ileocecal)
Yeyunostomia final

Anastomosis yeyunoileal

Tipos de SIC segun criterios anatomicos

TIPO 3 TIPO 2 TIPO 1

Los pacientes del segundo grupo son los que tienen peor prondstico y suelen requerir un so-

porte de nutricidn parenteral permanente.

Las resecciones yeyunales son mejor toleradas que las del ileales, ya que el ileon y el colon son
capaces de asumir las funciones del yeyuno. Cuando la reseccidn es extensa y sobre todo si el
paciente es portador de una yeyunostomia producen grandes pérdidas de agua y electrolitos
(90-100 mEq de sodio/L), con gran riesgo de deshidrataciones hiponatrémicas. Se recomienda
la administracion de soluciones de rehidratacion oral tipo OMS para el tratamiento del célera,
con concentraciones de sodio de al menos 90 meq/L. Las pérdidas de potasio son menores
excepto cuando el yeyuno residual es <50 cm o existe un hiperaldosteronismo asociado por la
hiponatremia. El calcio, magnesio, fésforo, hierro y vitaminas hidrosolubles se absorben sobre
todo en duodeno y yeyuno proximal, asi si éstos estan conservados no suele haber problema
con estos nutrientes. Sin embargo puede haber pérdida de calcio y magnesio por las grasas
malabsorbidas. Esta malabsorcidn grasa también provoca un déficit de absorcidn de vitaminas
liposolubles (A, D, E y K)*.
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ADAPTACION INTESTINAL

La adaptacion es el proceso mediante el cual el intestino intenta incrementar la absorcion de
fluidos y nutrientes hasta alcanzar los niveles previos a la reseccién. Este proceso comienza
a las 24-48 horas de la reseccidon e incluye cambios morfoldgicos (adaptacion estructural) y

funcionales (adaptacion funcional)®®

La incluye procesos de hipertrofia e hiperplasia, es decir, incremento
en el diametro y longitud del intestino, alargamiento del villi, aumento en la profundidad de
las criptas e incremento en la tasa de proliferacidon enterocitaria incrementandose el nimero
de enterocitos por unidad de superficie. Todo ello produce un incremento en la superficie de

absorcion.

La entraia por una parte modificaciones en la permeabilidad de la
membrana del borde en cepillo con aumento en la capacidad de absorcién del enterocito y
por otra un incremento en el recambio enterocitario. Ademas, se produce un enlentecimiento
en la velocidad de transito para incrementar el tiempo de contacto de la superficie con los
nutrientes. Estos cambios tienen como consecuencia un aumento en la tasa de absorcién por

cm? de mucosa.
Se han descrito tres fases clinicas que se desarrollan tras la reseccidn intestinal.

En la primera fase, en el postoperatorio inmediato, la prioridad es mantener el equilibrio
hidroelectrolitico y alcanzar la estabilidad. Tiene lugar durante las primeras semanas. En la
segunda fase, ademas del intento de mejorar la absorcidn de fluidos y electrolitos, comien-
za el proceso mediante el cual se intenta alcanzar el equilibrio nutricional. Este proceso
puede durar entre 1y 2 afios. Finalmente en el dltimo estadio, se alcanza la situacion de
equilibrio, entrando en una fase de mantenimiento donde ya no tienen lugar procesos de

adaptacion.

Existen numerosos factores y estimulos que determinan la posibilidad de conseguir la adap-
tacidn intestinal, la hiperfagia compensadora, los nutrientes luminales, hormonas, factores
de crecimiento y las secreciones pancreatobiliares la ausencia o no de colon, de véalvula
ileocecal, la longitud e integridad del intestino remanente, la edad del paciente, o la comor-
bilidad. En nifios, estdn descritas adaptaciones en pacientes con longitud intestinal de hasta
10 cm. (Tabla 2)
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Factores que afectan la adpatcion intestinal

Hiperfagia

Anatomia del intestino remanente

Presencia de colon
Presencia de valvulaileocecal

Presencia de ileon

Factores luminales

Nutrientes

Secrecciones pancreatobliares

Hormonas
Troficas: GH
Inhibidoras motilidad

Factores de crecimiento
Péptido glucagon-like 2 (GLP-2)

Factor epidérmico de crecimiento (EGF)

Factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-)

Factores de adaptacion intestinal
Los factores que influyen en la adaptacion intestinal, son multiples y complejos.

Nutrientes luminales: el proceso de adaptacidn depende en gran manera de la presen-
cia de nutrientes en la luz intestinal, por ello es muy importante el inicio precoz de la
nutricion enteral. El mecanismo mediante el cual los nutrientes inducen la adaptacién

puede dividirse en tres vias:

Estimulacion de hiperplasia de la mucosa por el contacto directo del nutriente con
la célula epitelial

Estimulacion de la secrecién de hormonas gastrointestinales.

Estimulacidn de la produccidn de secreciones pancreatico-biliares con efecto tréfico.

Tras la enterctomia, los pacientes precisan del apoyo nutricional parenteral total. Se ha men-
cionado la importancia de iniciar la alimentacién enteral tan pronto como sea posible, incre-
mentandose los aportes de forma progresiva, segin la tolerancia, hasta alcanzar una dieta
lo mas normalizada posible, aunque habitualmente se precisan ciertas modificaciones. Esta
demostrado que la actividad de la mayoria de los transportadores de macronutrientes (mo-
nosacaridos, aminoacidos y péptidos) esta regulado por los niveles de dichos sustratos en la
dieta. No obstante, la demostracidn de la capacidad estimulante de los nutrientes esta basada
fundamentalmente en las alteraciones funcionales y estructurales que se producen durante
el ayuno. Durante el ayuno se produce una atrofia vellositaria y muscular intensa. Ademas se

altera la funcién barrera con incremento en la permeabilidad epitelial. En general producen
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mas estimulacion a la adaptacion los nutrientes mas complejos, que tienen mas “carga fun-
cional”, los que requieren mas trabajo de digestion y absorcién , por ejemplo los disacaridos
que requieren su conversion a monosacaridos, las proteinas enteras mds que las hidrolizadas..
Y aungque todos los macronutrientes tienen capacidad tréfica, son las grasas, y en concreto,
los acidos grasos libres, los que poseen ese efecto con mayor intensidad. Algunos nutrientes
especificos como la glutamina podrian también ayudar a la adaptacién, pero su papel no estd
claramente demostrado. También algunos componentes de la dieta como la fibra, en parti-
cular la soluble, por sus efectos en la produccion de acidos grasos de cadena corta y en el

transito intestinal, podria contribuir a esa adaptacion?.

Factores de crecimiento y hormonales:

Enteroglucagon: se produce en grandes catidades en la parte distal del intestino del-
gado, la misma parte que tiene mds capacidad de adaptacidn, tendria un papel en la

hiperplasia de la mucosa.

Hormona de crecimiento: La hormona de crecimiento (GH) es una proteina con efec-
to tréfico. Este efecto se produce directamente por accion de la proteina sobre sus
receptores y, en mayor medida, por medio de la estimulacion de la liberacion del

factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I).

Péptido glucagdn-like 2 (GLP-2): es un factor tréfico liberado por las células L del
ileon y colon como respuesta a la ingesta. Su adminisitracion induce la proliferaaién
epitelial y de las criptas. También se ha demostrado que reduce la secrecién acida,

enlentece el vaciado gastrico y aumenta el flujo mesentérico’.

Péptido YY: secreta en las células L de la parte distal del intestino y del colon, inhibe
la motilidad gastrointestinal, aumentando el tiempo de contacto del nutriente.

Otros factores de crecimiento: existen otras hormonas como la gastrina , neuroten-
sina, secretina, colecistoquinona y leptina que tienen también un papel en la adap-

tacion intestinal.

FACTORES PRONOSTICOS

Existe una serie de factores que han sido reconocidos como prondsticos en el proceso de adap-
tacién intestinal, mayor longitud del intestino delgado, condicidn del intestino residual, pre-
sencia de valvula ileocecal, ausencia de sobrecrecimiento bacteriano, presencia de colon y de
continuidad intestinal®® En los Gltimos afios, se ha trabajado en la busqueda de biomarcadores
no invasivos que sean capaces de traducir la longitud y/o el funcionamiento del intestino re-
manente y la capacidad de adaptacién en pacientes con intestino corto. La citrulina es un ami-
noacido no esencial sintetizado exclusivamente en el enterocito, que es liberado a la circulacion
sistémica y convertido en arginina en las células del rifién. Se ha encontrado relacién entre las

concentraciones plasmaticas de citrulina y la longitud intestinal remanente en intestinos cortos
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anatomicos (masa enterocitica), la capacidad absortiva del intestino delgado (adaptacién intesti-
nal) y la probabilidad de retirar de NP. Es asi como los niveles de citrulina se consideran un factor
prondstico en el destete de NP. Las distintas publicaciones muestran que nifios con valores de
citrulina > 15-20 umol/L logran ser retirados de NP, en cambio nifios con valores de citrulina <
11-12 umol/L no logran independizarse de ella. Se ha publicado un estudio por el grupo francés,
uno de los paises europeos con mas experiencia en Nutricion Parenteral Domiciliaria (NPD),
donde analizan los factores que mas influyen en le destete de la NP, analizando 151 nifios a lo
largo de 9 afios concluyen que factores de mal prondstico serian: intestino remanente <40 cm,

presencia de >50% de colon y necesidades diarias de lipidos >1,5 g/kg/dia®.

COMPLICACIONES DEL SIC

La aparicién de sobredesarrollo bacteriano es frecuente en pacientes afectos de SIC y puede
afectar al proceso de adaptacidn. La combinacidn de segmentos intestinales dilatados con en-
lentecimiento del transito, la frecuente ausencia de valvula ileocecal, junto con medicaciones
como antidcidos o inhibidores de la motilidad intestinal favorecen el desarrollo de este cua-
dro. Un efecto perjudicial es la deconjugacién de acidos biliares. El dafio directo de las toxinas
bacterianas puede producir lesidn vellositaria. Ademas se ha demostrado en varios estudios la
relacién entre el sobredesarrollo bacteriano y los episodios sistémicos de sepsis por trasloca-
cion bacteriana y colonizacion del catéter en pacientes con nutricidn parenteral. Asimismo, la
flora entérica puede jugar un papel en la patogénesis de las alteraciones hepaticas que acom-
pafian al fracaso intestinal. Frecuentemente el diagndstico es de sospecha clinica. Una forma
indirecta de diagnosticarlo es mediante la evidencia de sus complicaciones (acidosis D-lactica,
niveles de acido fdlico elevados, acidosis metabdlica, etc.) y la respuesta al tratamiento. Es
importante iniciar el tratamiento una vez diagnosticado. La existencia de segmentos dilatados
o estendticos favorece el desarrollo de este cuadro. Estos casos pueden beneficiarse de un
tratamiento quirurgico (enteroplastia) para mejorar el transito en pacientes seleccionados.
Cuando esto no es posible, se precisa tratamiento antibidtico. Existe un amplio arsenal de far-
macos Utiles para tratar este cuadro (cotrimoxazol, metronidazol, paromomicina, rifaximina,
etc). Con frecuencia puede ser necesario mantener la antibioterapia a bajas dosis, rotando
diferentes farmacos para evitar la aparicion de resistencias®®. Otras medidas potencialmente
utiles son limitar el uso de inhibidores de la secrecién acida gastrica y agentes inhibidores de
la motilidad, restriccion de carbohidratos de la dieta, lavados intestinales intermitentes con

soluciones de polietilenglicol, uso de procinéticos, pre y probidticos, simbidticos, etct?.

La acidosis D-lactica es un cuadro con alteracion neuroldgica que consiste en una afectacién

del estado de conciencia con alteracién del lenguaje, ataxia y comportamiento similar a
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los sintomas de embriaguez®. Estos sintomas son intermitentes y pueden persistir durante
horas o dias. Se producen generalmente después de la ingesta de grandes cantidades de
hidratos de carbono, especialmente azlcares simples. Los seres humanos no poseen D-LDH
por lo que la produccién de acido D-lactico estd muy limitada. Las bacterias, en cambio,
poseen L y/o D-LDH en cantidades variables seguin la especie. Cuando se produce una in-
gesta elevada de azlcares en una situacidon de malabsorcion, estos azlcares llegan intactos
al colon, siendo fermentados por las bacterias. Se deduce de ello la necesidad de un colon
en continuidad para desarrollar este cuadro. En el caso del SIC la cantidad aumentada de
hidratos de carbono que llega al colon hace que se produzcan grandes cantidades de acidos
grasos de cadena corta y acido D y L-lactico. El diagndstico es fundamentalmente clinico
ya que la presencia en paciente con SIC de sintomas neuroldgicos, acidosis metabdlica con
aumento de anion gap y nivel normal de L-lactico debe orientar el diagndstico. La deter-
minacién de los niveles de dcido D-lactico precisa una prueba especifica de la que no se
dispone en la mayoria de los laboratorios!?. El tratamiento consiste en el restablecimiento
del equilibrio hidroelectrolitico mediante sueroterapia intravenosa con soluciones bicarbo-
natadas, limitacién de la ingesta de azlcares simples y antibioterapia oral con antibidticos
preferiblemente no absorbibles contra bacterias productoras de lactico como vancomicin y
rifaximina o reabsorbibles como clindamicia y tetraciclina. En casos graves se ha utilizado la
didlisis. Una vez conseguida la remisién del cuadro, deben plantearse medidas encamina-
das a prevenir nuevos episodios. En primer lugar limitando el aporte de azucares simples,
gue son los que mds rapidamente se metabolizan a 4cido lactico. El consumo ademds, debe
estar distribuido a lo largo del dia y no recibirse en un corto espacio de tiempo (ingestas
pequefias y frecuentes). También debe evitarse el uso de probidticos a no ser que estén
desprovistos de cepas productoras de acido D-lactico. El uso de antibidticos de forma rota-
toria, preferiblemente no absorbibles, ha mostrado su eficacia pero sélo en algunos casos.
Es importante evaluar la existencia de factores anatdémicos que pudieran ser subsidiarios de

tratamiento quirdrgico.

El termino mas utilizado para definir la afectacion hepatica, es Intestinal failure-associated
liver disease (enfermedad hepatica asociada al fallo intestinal) [IFALD]*, y se define como la
disfuncién hepatobiliar consecuencia de las estrategias médicas y quirdrgicas utilizadas en el
manejo del fallo intestinal, esta disfuncién puede evolucionar a un fallo hepdtico o estabilizar-
se y ser reversible al promover la adaptacidn intestinal. Se desconoce la prevalencia del tras-
torno porque no existe una definicidn establecida de enfermedad hepatica en este contexto
y no esta claro si IFALD debe diagnosticarse sobre la base de criterios clinicos, bioldgicos o
histolégicos. Su patogénesis es multifactorial y contempla la inmadurez de la secrecion biliar
por el higado del nifo, la sensibilidad a la peroxidacion lipidica o por el dafio por sepsis, la
interrupcion de la circulacidn enterohepatica y la estasis biliar. Su etiologia es también multi-

factorial, factores de riesgo serian:
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Dependientes del paciente: la edad, el grado de maduracién del higado (prematuri-
dad), la causa del fracaso intestinal, las infecciones, el sobrecrecimiento bacteriano

y la tolerancia a la nutricién enteral.

Dependientes del tratamiento: composicion de la NP*, modo de administracidn
(continua/ciclica), duracion de la NP, intervenciones quirdrgicas y sus consecuencias
anatdmicas (obstruccidn, interrupcidn circulacion enterohepatica, reseccion del ileo

terminal o de la valvula ileocecal)

Su diagndstico puede hacerse en base a factores clinicos (nifios con fallo intestinal, dependencia
alargo plazo de NPy colestasis), bioquimicos (bilirrubina directa > 2 mg/dL) e histolégicos. Su se-
veridad se puede evaluar teniendo en cuenta el grado de colestasis, |la presencia de hipertensidn

portal (plaguetopenia, esplenomegalia), el grado de lesion histoldgica y la coagulacion.

La prevencidn de las complicaciones hepaticas debe considerar todos los factores potenciales

de riesgo:
Evitar excesivo aporte caldrico: produce aumento de la lipdgenesis, alteracion en la
movilizacién y uso de los lipidos, apareciendo esteatosis.
Disminuir el aporte de glucosa: el exceso de glucosa se deposita en el higado como grasa

El aporte de glucosa neonatos a término y hasta los 2 afios no debe exceder los 13
mg/kg/min (18,7 g/kg/dia).

En nifios criticos se debe limitar el aporte a 5 mg/kg/min (7,2 g/kg/dia).

Proporcionar un aporte equilibrado de nutrientes: el aporte de glucosa debe cubrir el

60-75% de las calorias no proteicas, y la grasa el 15-30%.

Manejo de lipidos: tres aspectos se han considerado al establecer el papel de los lipidos
intravenosos en la aparicién de afectacion hepatica: la fuente de grasa, el contenido en

fitosteroles y la dosis!*.

Las soluciones que contienen exclusivamente LCT causan mayor infiltracién grasa

que las mezclas combinadas.
Valorar el uso de lipidos con fuente de aceite de pescado (w3) pacientes on NP prolongada.

Limitar el aporte de grasa a < 1 g/kg/dia o incluso suspender los lipidos temporal-
mente segun el grado de afectacion hepdtica.En general se considera que es nece-
sario un minimo de 0,5 g/kg/dia de lipidos con fuente de soja para prevenir el défcit

de 4cidos grasos esenciales.
Disminuir el aporte de cobre y manganeso en caso de colestasis.
Nutricién parenteral ciclica (generalmente en 8-12 horas),

A partir de los 3-6 meses de edad.
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Vigilar la velocidad de infusion de glucosa que no debe exceder 1,2 g/kg por hora
(20 mg/kg/min).

Disminuir la velocidad de infusidn de la NP al inicio y al final para prevenir la hipo y

la hiperglicemia.
Empleo de soluciones de aminodacidos enriquecidas en taurina.
Favorecer la nutricidn enteral: Nutricidn enteral trofica, favorecer la ingesta oral.

Prevencion de las infecciones asociadas al catéter: protocolos de manejo de catéteres

venosos®.
Tratamiento del sobrecrecimiento bacteriano

Farmacoterapia: Acido ursodeoxicoélico: dosis de 10-30 mg/kg/dia.

Se presenta en un 45% de los pacientes con SIC con o sin colon. En general, son de bilirru-
binato cdlcico. Son factores favorecedores para su produccién: la reseccién ileal, el ayuno
y uso de nutricidn parenteral, cirugia, pérdida rapida de peso y algunos farmacos. La resec-
cion ileal provoca una disrupcion de la circulacion enterohepatica de las sales biliares, lo
gue provoca un incremento de la saturacidn en colesterol de la bilis y, con ello, un aumento
en el riesgo de litiasis por calculos de colesterol, pero lo cierto es que habitualmente no son
de este tipo los cdlculos hallados en el SIC. Se considera que la mayor tendencia a desarro-
llar litiasis que tienen estos pacientes se debe a la necesidad del uso de nutricién parenteral
prolongada. Algunos fdrmacos como el octreétido, los opidceos o los anticolinérgicos tam-
bién aumentan la probabilidad de desarrollar célculos biliares. Para prevenir el desarrollo
de esta complicacion se aconseja la administracién de alimentacion oral, si es posible, para
estimular la liberacién de CCK. De todos los fadrmacos ensayados, el acido ursodeoxicélico
es el que ha demostrado mayor eficacia para reducir y prevenir la colestasis asociada a NP,

por lo que su uso esta ampliamente extendido.

En pacientes afectos de SIC son frecuentes los calculos renales de acido Urico y oxalico. Se pro-
duce aproximadamente en un 25 % de los casos y una media de 30 meses después de la ciru-
gia. Es mds frecuente en pacientes con colon en continuidad. Por una parte influye un estado
cronico de deshidratacién y por otra un incremento en la absorcion de oxalico. En situaciones
de malabsorcidn grasa, el calcio forma jabones con las grasas dejando acido oxalico libre que
es absorbido. Esta situacion se exacerba cuando la ingesta de calcio es escasa o su absorcién
estd aumentada por déficit de calcio, hiperparatiroidismo, etc. Para prevenirlo, los pacientes
con SIC deben intentar mantener una adecuada hidratacién y evitar la ingesta de alimentos

ricos en oxalico'®'. (Tabla 3)
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Tabla 3. Contenido en oxalatos en alimentos

Contenido en Oxalatos de los alimentos (en 100 gr de porcion comestible)

Contenido bajo

<2 mg/100g
racion comestible

Contenido medio
2-10 mg/100g
racion comestible

Contenido alto
> 10 mg/100g
racion comestible

Cerealesy Cereales desayuno no Pan de maiz Germen de trigo.
derivados enriquecidos, pasta italiana, Maiz/palomitas
sémola de trigo, arroz, pan.
Verduras y Coles de Bruselas, coliflor, Esparragos, brdcoli, zanahoria,  Judias verdes y secas,
hortalizas repollo, Champifiones, cebollas, maiz, pepino, lechuga, tomate remolacha, apio, cebolleta,
guisantes congelados, patatas. (1 pequefio tipo pera). berenjena, escarola, col,
puerro, perejil, espinacas,
calabaza, calabacin alcachofa.
Frutasy Aguacate, Zumo de manzana, Manzana, albaricoques, 120 ml  Mora, fresa, arandano, uvas
zumos bananay platano, cereza, uva de jugo de uva blanca, naranja, negras, piel de limon y piel de
verde (fruta y jugo), meldn, pera, pifia, ciruelas. naranja, mandarinas, higos.
nectarinas, melocotdén, zumo Zumos de frutas altas en
pifa, ciruelas verdes o amarillas. oxalatos.
Lechey Todas Ninguna Ninguna
derivados
Carnesy Huevos, quesos, ternera, Sardinas.
pescados cordero, cerdo, pollo, pescados
y mariscos.
Grasas y Todos Frutos secos.
aceites
Bebidas Agua Refrescos con gas
Refresco de cola en cantidad no Bebidas chocolateadas
superior a 200ml, y no a diario Bebidas a base de té
Miscelanea Coco. Chocolate, cacao, mermelada,
Gelatina sopas de verduras y tomates
Helado de yogur o de frutas comerciales.
permitidas (no a diario) Verduras y legumbres en
conserva.

Productos con xilitol

Ulceras perianastomaéticas

Es una rara pero severa complicacidon después de una reseccién intestinal y anastomosis. Los
sintomas principales son sangrado y anemia ferropénica. En funcién de la clinica el diagnds-
tico puede retrasarse. No se identifican factores (ni enfermedad de base, longitud residual
intestinal ni ausencia de valvula ileocecal) que puedan predecir su aparicion. No se conoce
bien el mecanismo implicado en su etiologia, pero probablemente la disbiosis intestinal de
estos pacientes juega un papel importante. Suele ser multiples y localizadas con frecuencia
en la parte superior de la anastomosis ileocélica. Son de dificil tratamiento, las diferentes op-
ciones terapéuticas, antibioticos, probidticos, farmacos antinflamatorios, son inefectivas para
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inducir una remision prolongada. Tampoco suele ser buena opcion la reseccién quirdrgica, ya
que suelen reaparecer. En un futuro el trasplante fecal podria ser una opciéon Es importante
tener en cuenta que es una complicacidn que puede aparecer tras afios de haber suspendido
la nutricién parenteral, por lo que serd muy importante el seguimiento de estos pacientes a
largo plazo®.(Tabla4)

Complicaciones del SIC

Relacionadas con el catéter
Infeccidn
Oclusion
Rotura, salida accidental
Trombosis
Relacionadas con la NP
Hepaticas
Biliares
Malnutricion
Deshidrataciones y diselectrolitemias
Déficit o exceso de micronutrientes
Déficit de acidos grasos esenciales
Acidosis D-lactica
Nefrolitiasis por oxalatos

Insuficiencia Renal

Enfermedad metabdlica 6sea

TRATAMIENTO

Es fundamental que el abordaje del paciente afectado por un SIC se realice por un equipo

multidisciplinar ya que, en gran parte, de ello depende su prondstico

Debe ser individualizado segun edad del paciente, patologia de base, extensidn y localizacidn
de la reseccidn, presencia de vélvula ileocecal, y por el estado anatdmico y funcional del co-
lon. Los objetivos del tratamiento son:

a) conseguir un adecuado crecimiento con buen estado nutricional
b) mantener estable el estado hidroelectrolitico

c) facilitar el proceso de adaptacion intestinal

El tratamiento incluird el manejo nutricional, farmacoldgico y quirurgico.
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Tratamiento nutricional

Las técnicas de nutricién artificial, parenteral y enteral son imprescindibles en el manejo de

estos pacientes &

Su objetivo es compensar las pérdidas intestinales de fluidos y proporcionar el aporte nutricio-
nal para un crecimiento dptimo. Se inicia inmediatamente tras la reseccidn intestinal. Tras la
reseccidn, existe un periodo de manejo con soporte parenteral exclusivo de duracién variable,
pero con frecuencia mayor de unos 10 dias, para permitir la adecuada consolidacién de las
anastomosis intestinales. Calcular nutricién parenteral (NP) para proporcionar 80-90 % de los
requerimientos energéticos con aumento en 1-3 semanas si la funcidn hepatica esté preservada.
En la prescripcion de la NP se contemplaran todos los aspectos para disminuir las principales
complicaciones del uso de la NP a largo plazo: infecciones de catéter y complicaciones hepaticas.

El mantenimiento de la NP total es por un tiempo variable llegando a ser en las grandes re-
secciones un minimo de 2-3 meses, acompafidndose de nutricién enteral reducida o incluso
minima, siempre que sea posible. En la actualidad se pretende que tras la fase inicial, la NP
pase a ser domiciliaria, con notable reduccidon en coste econdmico, estrés familiar y en infec-

ciones nosocomiales.

El determinante mds importante para el cese de la NP es la suficiente provision de nutrientes
por via enteral que a su vez depende de la longitud del intestino delgado residual. La presen-
cia de sobrecreciemiento bacteriano prolonga el periodo de NP independientemente de la

longitud intestinal.

La nutricion luminal, aunque sea minima, es esencial para la adaptacion intestinal. La nutri-
cién, particularmente la enteral es el principal tratamiento del sindrome de intestino corto.
Las estrategias incluirdn la nutricién oral o por sonda, en infusién continua o en bolus. Las
ventajas de la nutricién oral, cuando es posible, incluye el mantenimiento de la succién y
deglucién, importantes no sélo para la alimentacién sino también para la estimulacién de la
secrecién de hormonas del tracto digestivo promoviendo la adaptacién. La alimentacién oral
estimula la secrecidn de las glandulas salivares del factor de crecimiento epidérmico (EGF), au-
menta la secrecion de factores tréficos (gastrina, colecistoquinina, neurotensina entre otras) y
ayuda a prevenir los trastornos de conducta alimentaria. Sera importante mantener en recién
nacidos y lactantes la succion oral no nutritiva como programa de rehabilitacién, al presentar
serios problemas en el establecimiento de alimentacién oral cuando han estado sometidos
por un tiempo prolongado a NP y sin alimentacion oral®’.
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En cuanto al tipo de férmula siempre que sea posible serd leche humana, ésta contiene nume-
rosos factores que ayudan al desarrollo del sistema inmune (nucleétidos, inmunoglobulina A,
leucocitos, glutamina, acidos grasos polinsaturados), ademas de factores de crecimiento, como
EGF, que fomentan la adaptacidn intestinal. Cuando la leche humana no es posible se puede
utilizar una férmula extensamente hidrolizada, mientras que las férmulas elementales se sue-
len emplear como ultimo recurso, cuando no se tolera una férmula hidrolizada o en casos de
alergia. Aunque el uso de formulas poliméricas podrian contribuir a la adaptacidn intestinal, en
estos pacientes existe un riesgo elevado de desarrollar alergia a la proteina de leche de vaca.
La nutricidn enteral suele realizarse por infusion intragdstrica continua con lenta progresion en
volumen o en bolus pequefios y frecuentes, inicialmente con el objetivo de suministrar una
minima enteral (20-25 kcal/kg/dia). A partir de entonces se continlia con el aumento gradual
segun tolerancia, con bolus de mas volumen durante el dia y en nutricidn enteral continua du-
rante la noche. La nutricidn enteral continua mejora el crecimiento y la adaptacion mediante la
optimizacion de la absorcidn. Se avanza en la nutricidn enteral si no hay vomitos, irritabilidad,
distension abdominal, si las pérdidas fecales con inferiores a 50 ml/kg/dia o no mas de dos veces

el volumen de la enteral y si no existe importante excoriacion perianal.

El criterio mayor para incrementar la nutricién enteral y reducir la NP en el nifio con SIC es el
volumen fecal inferior a 40-50 ml/kg. En los pacientes que mantienen integridad del colon,
el descenso del pH fecal inferior a 5,5 indica malabsorcién de carbohidratos por lo que el in-
cremento en la nutricidn enteral provocara un aumento significativo en la diarrea osmética.
La malabsorcidn de sales biliares debe sospecharse cuando haya reseccién ileal, un elevado
volumen fecal y maceracion perianal. En este caso la colestiramina puede reducir la diarrea.
Son frecuentes las pérdidas de fluidos y sodio, requiriendo su suplementacién enteral, con el
objetivo de mantener un sodio en orina > 20 mmol/L, con un ratio urinario de sodio/potasio

al menos de 2:1.

A medida que aumenta el aporte enteral, aumenta el riesgo de sobrecrecimiento bacteriano
intestinal, debe sospecharse ante aumento de pérdidas fecales, menor tolerancia digestiva,

meteorismo y vomitos®®,

Hay que monitorizar estrechamente la presencia de acidosis D-lactica y los trastornos de vita-

minas y minerales.

En fases tardias, a medida que la nutricidén enteral se tolera, se disminuye proporcionalmente
la NP; el célculo de los requerimientos en pacientes con SIC se puede realizar multiplican-
do la RDA por 1.2-1.5 para tener en cuenta la malabsorcidn. Es importante, si el desarrollo
del nifio lo permite, seguir con la estimulacién oral con sélidos; tradicionalmente se iniciaba
con carbohidratos pero es mejor empezar con alimentos ricos en proteinas y grasas, al tener
menor carga osmolar, y ademas las grasas contribuyen mejor a la adaptacion intestinal. Es

importante evitar los liquidos hiperosmolares, con azucares concentrados como zumos. Otras
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recomendaciones generales de la dieta incluiran, evitar azucares simples ya que tienden a

incrementar la diarrea y restringir los alimentos ricos en oxalatos en los pacientes con integri-

dad de colon. En pacientes con déficit de sales biliares o insuficiencia pancredtica puede ser
util el aceite MCT?®. (Tabla 5)

Recomendaciones dietéticas en pacientes con SIC

I T S T S

Carbohidratos 50-60%del aporte calérico 40-50%del aporte caldrico
Carbohidratos complejos Carbohidratos complejos

Grasa 20-30% del aporte caldrico 30-40% del aporte caldrico
Asegurar aporte de ac.grasos esenciales Asegurar aporte de ac.grasos esenciales
LCT/MCT LCT

Proteinas 20-30% del aporte caldrico 20-30% del aporte caldrico
Alto valor bioldgico Alto valor bioldgico

Fibra Soluble Soluble

Liquidos Suero oral Suero oral

El efecto nutrientes especiales ha estado mas estudiado en animales y menos en humanos.

Estos nutrientes incluyen, fibra, aminoacidos, arginina y glutamina y dcidos grasos de cadena

media y larga.

Estudios en animales han demostrado que la administracidn parenteral de
arginina podria reducir la permeabilidad intestinal.

Es un aminoacido condicionalmente esencial que es fuente de energia para
células que tienen una rapido recambio como el enterocito. Su suplementacién en estu-
dios clinicos ha demostrado un beneficio clinico en la promocion de la adaptacion intes-
tinal. En otros estudios na ha demostrado que altere la permeabilidad, la frecuencia de
sepsis ni el prondstico. Un reciente metaanalisis concluye que no hay suficientes datos
para determinar si su suplementacion afecta la evolucion de los nifios con enfermeda-
des graves gastrointestinales®.

En modelos animales, la suplementacion con triglicéridos de cadena larga
parece mas beneficiosa que los de cadena media en la promocién de la adaptacion in-
testinal, aunque los de cadena media se absorben mds facilmente.

La administracion de aceite de pescado rico en omega 3 parece beneficioso
en la adaptacién tanto del intestino delgado como del colon. En modelos animales re-
duce la diarrea y la esteatorrea.



|. INTRODUCCION

La suplementacion de fibra ( en forma de férmulas con fibra o afiadiendo fibra
en la dieta oral) puede mejorar la adaptacion intestinal promoviendo la produccién de
acidos grasos de cadena corta como fuente de energia para el colon. Ademads la fibra
aumenta la consistencia de las heces absorbiendo agua y puede mejorar la frecuencia
de deposiciones contribuyendo a mejorar las lesiones en piel perianales. Por otro lado

la fibra podria contribuir a exacerbar el sobrecrecimiento bacteriano.

Tratamiento médico

En los pacientes con elevado gasto fecal , transito rapido y /o ileostomias puede emplearse
loperamida 0,1-0,2 mg/kg por dosis cada 6-12 horas, pero esta medicacion suele aumentar el
riesgo de sobredesarrollo bacteriano. Si la pérdida intestinal de agua y sodio es elevada, pue-
de administrarse octreétido, pero tiene efecto negativo sobre el proceso adaptativo intestinal,
aumenta el desarrollo de colelitiasis, disminuye la secrecidn hepatobiliar y causa disfuncidén
del esfinter de Oddi, por lo que puede empeorar la esteatorrea.

Se recomienda colestiramina con cubierta entérica para tratar el efecto catartico de los dcidos
biliares que ocasionan diarrea acuosa, aunque en los casos de reseccion ileal masiva puede

incrementar la esteatorrea al reducir la concentracion de acidos biliares.

Es un colerético efectivo, util en la fase precoz de hepatopatia colestdsica, a dosis de 20-30

mg/kg/dia; se absorbe poco en pacientes sin ileon pudiendo causar mas diarrea.

Dada la hipersecrecion gastrica por hipergastrinemia debe emplearse omeprazol o ranitidina,
especialmente en los primeros seis meses de la cirugia. Se recomienda mantener el trata-
miento en pacientes que desarrollan reflujo gastroesofagico o uUlcera péptica.

Puede ser necesaria cuando existe sobredesarrollo bacteriano, el objetivo sera reducir la car-
ga bacteriana y/o reducir los niveles de toxinas producidas por dichas bacterias. Se suele em-
plear la antibioterapia a bajas dosis rotando los diferentes farmacos para evitar la aparicion

de resistencias.
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Metronidazol: 10 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis
Amoxicilina-clavulanico: 15 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis
Rifaximina: 10 - 15 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

Neomicina: 2,5 mg/Kg/dosis. Administrar 2 o 3 dosis
Trimetoprim-sulfametoxazol: 10/2 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis
Gentamicina: 5 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

Ciprofloxacino: 10 - 20 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

Podrian mejorar la barrera intestinal, la motilidad, ademas de facilitar la adaptacién y dis-
minuir la carga patdgena y la inflamacidn, pero su empleo es controvertido, dada la falta de
estudios controlados y el riesgo de infeccidon de catéter. Si se utilizan, han de seleccionarse

cuidadosamente cepas no productoras de D-lactato?.

Es un andlogo del glucagon-like peptide 2 (GLP-2) que aumenta la altura vellositaria y la pro-
fundidad de las criptas del epitelio intestinal, mejorando la capacidad absortiva, y facilitando
asi la reduccién del volumen de la NP. Se administra de forma subcutanea a dosis de 0,05 mg/
kg una vez al dia. Como efectos secundarios se han descrito, dolor y distensién abdominal,
nauseas, sobrecarga de volumen y riesgo de neoplasia gastrointestinal?*?2, La experiencia en

pediatria es muy limitada?:.

Tratamiento quirdrgico

En los primeros momentos, la cirugia debe ir encaminada a preservar la mayor cantidad de
intestino posible. Una vez estabilizado el paciente del insulto inicial, llega el momento en
gue se inicia la adaptacién y, en ese momento, las medidas deben ir encaminadas a facili-
tarla. Dichas medidas son médicas, pero en ocasiones los pacientes pueden beneficiarse de
procedimientos quirurgicos. El objetivo seria optimizar el uso de todo el intestino remanen-
te restableciendo la continuidad si es posible en caso de ser el paciente portador de ostomia
o remodelando el mismo en busca de una mejoria de la motilidad. Hay varias posibilidades
con técnicas quirurgicas dirigidas a intentar mejorar el rendimiento del intestino remanente
por medio de diferentes medios. Estas técnicas son especialmente Utiles en pacientes con
funcién hepatica conservada, ya que en éstos el riesgo de complicaciones quirudrgicas es

menor?*?>,
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La mejor forma de mejorar
la funcidn intestinal en los pacientes dependientes de nutricion parenteral es reclutar el
intestino remanente desfuncionalizado y que potencialmente pueda ser utilizado. Esto se
consigue cerrando las ostomias o las fistulas enterocutaneas existentes. La restauracion
de la continuidad intestinal debe hacerse lo mds precozmente posible, ya que, en general,
presenta una baja morbi-mortalidad cuando la situacidn clinica del paciente es estable
y mantiene una adecuada funcion hepatica. La utilizacién del colon, cuando es posible,
posibilita como hemos dicho la fermentacion y utilizacion de los carbohidratos no absor-

bidos, lo que incrementa las posibilidades de retirada de la nutricidn parenteral.

Hay varias técnicas encaminadas a enlentecer el transito
como la construccidn de vdlvulas intestinales. No obstante, la creacidn de vdlvulas exige
el sacrificio de una longitud de intestino no despreciable y la utilizacion de un meca-
nismo subobstructivo a veces dificil de medir puede provocar cuadros obstructivos y
enterocolitis que obligan a la retirada de las valvulas. En los pacientes con suficiente in-
testino remanente, se ha sugerido la interposicion de segmentos antiperistdlticos como
una medida eficaz para enlentecer el tiempo de transito. La longitud del segmento re-
vertido es un factor decisivo. La interposicion coldnica tiene la ventaja de no precisar el
sacrificio de parte del intestino remanente y de que la longitud de colon traspuesto es

menos critica.

la remodelacion intestinal es beneficiosa a la hora de mejorar la moti-
lidad intestinal y disminuir la estasis. Consiste en la seccién longitudinal con reseccién
de la porcidon antimesentérica de la zona dilatada. Esta técnica supone la pérdida de
superficie potencialmente absortiva en la zona antimesentérica resecada por lo que
son técnicas reservadas a intestinos muy dilatados con seria repercusién en la motilidad
intestinal y sobredesarrollo bacteriano o sepsis por traslocacidn de repeticion, pero con
longitud intestinal suficiente. Una variacion de estas enteroplastias es el alargamien-
to intestinal segun técnica de Bianchi . Se trata de dividir el mesenterio en dos hojas
preservando la vascularizacién en ambas. Esto permite la seccion longitudinal del asa
intestinal en dos mitades desdobldndolas y anastomosandolas isoperistalticamente. Las
caracteristicas de los pacientes potencialmente candidatos a sufrir una enteroplastia
serian: diametro intestinal >3 cm, longitud de intestino residual >40 cm, longitud de in-
testino dilatado >20 cm, dependencia de nutricidn parenteral y ausencia de fallo hepa-
tico. El intestino alargado tiene la mitad del calibre y el doble de longitud sin pérdida de
la superficie absortiva. La motilidad habitualmente mejora sustancialmente, disminu-
yendo la estasis y el riesgo de sepsis. Se describen complicaciones como estenosis en la
zona de la anastomosis, fistulas o compromiso vascular con pérdida de una de las zonas
desdobladas. La edad, las condiciones generales de los pacientes en el momento del
procedimiento y el grado de disfuncion hepatica son factores fundamentales en el éxito
de la técnica. Otra técnica de alargamiento intestinal, mas reciente, es la “enteroplastia

seriada transversa” (STEP).?*% Se realiza por medio de un dispositivo que corta y grapa
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en cortes transversales que se realizan en el borde mesentérico y antimesentérico de
forma alternante. Esta técnica también produce un alargamiento intestinal sin pérdida
de superficie mucosa. Una de las complicaciones descritas tras la realizacion, tanto de la
técnica de Bianchi como de STEP, es la redilatacion. En estos casos es posible la reinter-
vencion. El candidato ideal para someterse a una técnica de alargamiento seria el que
presenta una importante dilatacién de asas que le provoca sobredesarrollo bacteriano
y que le interfiere en su posibilidad de abandonar la nutricién parenteral. Los resulta-
dos comparativos de ambas técnicas son muy similares. Los pacientes con hepatopatia
avanzada, no son subsidiarios de reconstruccion autéloga dada la alta tasa de incidencia
de complicaciones, por lo que son potenciales candidatos a trasplante intestinal.26?’

el trasplante intestinal es el tratamiento quirurgico reservado uni-
camente a aquellos pacientes en situacion de fracaso intestinal permanente y en los
que fracasa la nutricion parenteral por el desarrollo de las complicaciones asociadas a la
misma. Las indicaciones estan claramente descritas (desarrollo de hepatopatia asociada
a fracaso intestinal, pérdida de dos 0 mas accesos vasculares de los 4 accesos estandar,
episodios recurrentes de sepsis asociada a catéter, complicaciones que imposibilitan el

manejo del paciente...).?*?
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MICROBIOTA INTESTINAL

CONCEPTO

La microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos presentes en el tracto gastrointes-
tinal que mantiene una relacién de equilibrio bidireccional con el huésped y realiza multiples

funciones beneficiosas para el organismo.?

En los ultimos afos, gracias a la introduccidn de técnicas de secuenciacion de nueva genera-
cion, a través del andlisis del 16S RNA ribosémico y al Proyecto de Microbioma Humano, se
ha podido ampliar los conocimientos en este campo y detectar microorganismos no aislables

mediante técnicas de cultivo®.

La colonizacién intestinal se produce de forma progresiva desde el periodo prenatal intrautero
hasta la edad de 2-4 afios, momento en que se adquiere el perfil microbiano caracteristico de
la edad adulta®. La concentracidén observada presenta un gradiente ascendente a lo largo del
tracto gastrointestinal, siendo el coldn la zona de mayor concentracién. También se han obser-

vado diferencias considerables en sus caracteristicas en las diversas capas de pared intestinal.

La microbiota mantiene una relacién de equilibrio bidireccional con el huésped y se le han
atribuido multiples funciones a nivel nutricional, metabdlico e inmunolégico. Aunque se
considera que su composicién se mantiene relativamente estable una vez completada la
colonizacion, se ha observado cierta variabilidad inter e intraindividual. Esta variabilidad
viene determinada por diversos factores como por ejemplo la genética o el sistema inmu-
nolégico del huésped o modificaciones externas (dieta, farmacos, hospitalizaciones,...). To-
dos estos determinantes pueden contribuir a una pérdida del balance microbiano conocida

como disbiosis3.

En la actualidad se estan buscando posibles herramientas terapéuticas para poder controlar
las modificaciones en la microbiota observadas y sus complicaciones asociadas®?.

Como ya se ha introducido anteriormente, la microbiota se define como una comunidad
de microorganismos vivos los cuales ocupan un lugar particular o habitat. Asimismo, el mi-
crobioma consiste en una comunidad microbiana caracteristica, ocupando un habitat bien
definido y con propiedades fisicoquimicas diversas. En concreto, dicho término hace refe-
rencia a aquellos microorganismos involucrados, asi como al conjunto de sus actividades y
genomas®¥34, A nivel técnico, cuando se realiza la estandarizacion de la microbiota mediante
técnicas 6micas con un fragmento de un gen que permite la sofisticacidon (adscripcién ta-
xondmica) de la poblacién bacteriana, se conoce de forma genérica como la Identificacion

Taxondmica del Microbioma Bacteriano. Si hace referencia a taxonomia fungica se puede



- CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES PEDIATRICOS CON SINDROME DE INTESTINO CORTO

hablar de micobioma/fungoma o microbioma flngico y si hablamos de taxonomia viral el
término utilizado es viroma. Y se utiliza el concepto metagenoma?® cuando la caracteriza-
cion de la microbiota se realiza secuenciando todo el contenido de ADN (sin un gen diana),
es decir, incluyendo el ADN de protozoos, zooplancton, fitoplancton, bacterias y virus de
ADN.

FUNCIONES

Las funciones esenciales de la microbiota intestinal en el huésped se pueden clasificar en me-

tabdlicas y defensivas

Las principales de la microbiota son la sintesis de nutrientes ele-
mentales, incluyendo vitaminas (sobre todo del grupo B, como folato, y K), y aminoacidos
esenciales, que nosotros somos incapaces de producir. Mediante la fermentacién de carbo-
hidratos complejos vegetales donde las bacterias intestinales producen AGCC (acidos grasos
de cadena corta), fuente de energia preferida por los colonocitos, y, ademas, presentan un
amplio rango de efectos fisioldgicos, tales como actividades defensivas, antiinflamatorias o
antitumorales®. Otra actividad es la conversidn de sales y acidos biliares. Estos compues-
tos, sintetizados en el higado y secretados como sales biliares conjugadas, pueden sufrir
modificaciones bacterianas para la produccidn de acidos biliares secundarios, afectando al

metabolismo de lipidos y colesterol. 3738,

a través de su proteccion frente a la colonizacidn de microorganismos
potencialmente patogénicos, posiblemente debido a una combinacién de actividades meta-
bdlicas, efecto barrera, competicion directa por nutrientes y efectos inmunes®

Ademads, la microbiota induce el desarrollo de la inmunidad innata y especifica o adquirida®.
Debido a la presencia constante de un gran nimero de antigenos procedentes de la alimenta-
cion y de los microorganismos que ingerimos, la microbiota comensal estimula y coordina la

respuesta inmune del tracto gastrointestinal para mantener la salud *.

COMPOSICION

A partir de los datos obtenidos de la combinacién de dos proyectos metagendmicos a gran
escala el MetaHIT (European Metagenomics of the Human Intestinal Tract) y HMP (Human
Microbiome Project), enfocados al analisis de la microbiota presente en el intestino humano
sano, se han identificado miles de especies bacterianas en nuestro intestino, clasificadas en
12 filos diferentes, de los cuales mas del 90% pertenecen a Proteobacteria, Firmicutes, Actino-
bacteria y Bacteroidetes, junto con una elevada biodiversidad, dificultando la caracterizacion
del microbioma intestinal correspondiente a individuos sanos*>*®. Firmicutes y Bacteroidetes
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representan mas del 90% de la poblacion bacteriana en el colon, donde la densidad bacteria-
na es mayor. Por otro lado, las Actinobacteria y Proteobacteria estan presentes regularmente,

pero en baja abundancia %,

La microbiota se modifica ante multiples circunstancias, como la edad, la alimentacién, los
antibioticos, el estrés y las enfermedades. Por tanto, no existe una descripcion sencilla de
dichas estructuras, aunque debido a la evidencia de su importancia, ha generado un elevado
interés la identificacion de patrones relacionados con los estados de salud y las patologias del
ser humano, pudiendo incluso derivar en el desarrollo de diagndsticos y terapias basados en

la microbiota, asi como sus implicaciones en intervenciones nutricionales o farmacéuticas “.

Cambios de la microbiota intestinal en funcion de la edad

Los cambios mds dramdticos en su composicidén ocurren durante la infancia, donde numero-
sos estudios indican que el microbioma de recién nacidos varia en funcién de la edad gesta-
cional, tipo de parto, tipo de lactancia, estado nutricional materno o toma de antibidticos y
estos cambios perduran al afio del nacimiento.?*84° En las primeras etapas de desarrollo, la
microbiota es generalmente baja en diversidad y estd dominada por dos filos principales, Ac-
tinobacteria y Proteobacteria®®*l. Durante el primer afio de vida, la diversidad microbiana au-
menta y la composicion de la microbiota converge hacia un perfil microbiano distintivo similar
al del adulto con patrones temporales que son Unicos para cada bebé®2. Alrededor de los 2,5
afios de edad, la composicion, diversidad y capacidades funcionales de la microbiota infantil
se asemejan a las de la microbiota adulta.>>>* Aunque en la edad adulta la composicién de la
microbiota intestinal es relativamente estable, todavia estd sujeta a perturbaciones por even-
tos de la vida, como dieta, antibioticos, contaminacion, estrés etc., comentados anteriormen-
te®*. En individuos mayores de 65 afios, la comunidad microbiana cambia, caracterizandose

por una menor diversidad y aumento de bacterias potencialmente nocivas.

Microbiota en sujetospersonas con patologia

Multiples enfermedades, algunas con una incidencia creciente en las Ultimas décadas, han
sido asociadas a una estructura microbiana anormal. Estos cambios observados respecto a la

microbiota de sujetos sanos es la definicidn mas cominmente utilizada de disbiosis.

Una de las caracteristicas descrita en la microbiota disbidtica es el aumento de los patobion-
tes, bacterias residentes en la microbiota humana pero que pueden inducir patologia bajo
ciertas condiciones. Estos organismos se han asociado a condiciones inflamatorias crénicas,
a diferencia de los patdgenos oportunistas que habitualmente causan procesos agudos y son
adquiridos del ambiente u otras partes del cuerpo.
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Uno de los hallazgos mas ampliamente reproducido en este sentido es el aumento del filo Pro-
teobacteria, bacterias Gramnegativas anaerobias facultativas, que incluye multiples géneros
considerados potencialmente patoldgicos como Escherichia, Salmonella, Vibrio, Helicobacter

o Yersinia, en especial en los estudios que han evaluado la microbiota de pacientes con EII*®.

Otra propiedad descrita en la microbiota disbidtica asociada a enfermedad es la reduccion
en la diversidad alfa, es decir, la riqueza de especies bacterianas en un mismo lugar. Esto se
ha evidenciado en multiples patologias como la Enfermedad inflmatoria intestinal (Ell)® o la

diabetes tipo 1%, entre otras.

No son muchos los estudios realizados hasta el momento sobre la composicidn de la microbio-

ta en los pacientes con SIC y alin menos en pacientes pediatricos®®>°,

En los ultimos afos, gracias a la introduccidn de técnicas de secuenciacion de nueva genera-
cion, a través del analisis del 16S RNA ribosémico y al Proyecto de Microbioma Humano, se
ha podido ampliar los conocimientos en este campo y detectar microorganismos no aislables
mediante técnicas de cultivo.

La disbiosis descrita en muchos de estos pacientes podria deberse a diferentes causas:

Muchos de los pacientes con SIC son por causa de una reseccion intestinal en el periodo
neonatal, que es claramente un momento de transicién microbiana intestinal significa-

tiva y vulnerabilidad.

La cirugia va asociada a periodos de ayuno, antiobidticos, el propio procedimiento in-
duce cambios en la microbiota por exposicidon del lumen intestinal a oxigeno e interrup-

cion temporal del flujo sanguineo.

Los cambios anatémicos, la NP dependiente durante largos periodos de tiempo con in-
gesta enteral variable y antibidticos, son entre otros, factores que contribuyen en estos
pacientes a la adquisicion de una microbiota alterada, disbiosis , cuyas consecuencias a

largo plazo no se comprenden completamente.

La disbiosis en el SIC se ha postulado como factor determinante en su evolucidon. Altera-
ciones en la microbiota pueden desencadenar complicaciones en estos pacientes, como el
sobredesarollo bacteriano e inflamacién mucosa mantenida, afectacién hepatica y fallo de
crecimiento, todo ello conlleva a una prolongacidn de la necesidad de nutricion parenteral.
Puede haber ademas una disminucion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), malabor-
cion, dismotilidad.5%6!
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METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE LA MICROBIOTA

Hasta hace apenas dos décadas, las técnicas clasicas de cultivo microbiolédgico constituian la
principal herramienta para el analisis de la microbiota. El desarrollo de la tecnologia de se-
cuenciacién masiva ha permitido caracterizar multitud de microorganismos no identificables
mediante los métodos de identificacion y cultivo microbioldgicos convencionales presentes
en el microbioma intestinal, dando lugar a una estimacién mas aproximada a la realidad de su

complejidad 23,

Por tanto, el desarrollo de herramientas moleculares basadas en la secuenciacion del acido
desoxirribonucleico (ADN) bacteriano ha sustituido a los métodos microbioldgicos convencio-

nales basados en el cultivo de especies bacterianas.

Para el estudio de la microbiota intestinal pueden emplearse muestras de heces o de mucosa
intestinal obtenida mediante biopsias endoscdépicas o quirdrgicas, es decir, mediante métodos

invasivos.

Es importante tener en cuenta que el perfil microbiano en heces, que se asume como repre-
sentativo del colon mas distal, es diferente al presente en tejido que incluye especies bacteria-
nas adheridas firmemente al epitelio intestinal y que a su vez, varia a lo largo de los diferentes
tramos del tubo digestivo®. Ademas, es posible que las preparaciones de limpieza intestinal
empleadas antes de los procedimientos endoscopicos, alteren la composicion microbiana® y
esto se debe considerar a la hora de interpretar los resultados. Por otra parte, la extraccién
inmediata del ADN y su procesamiento “en fresco”, frente al almacenamiento de las muestras
de heces a -802C (practica habitual en la mayoria de centros), parece obtener una mayor
cantidad de ADN a partir de las muestras fecales o tisulares, pero las dificultades logisticas

dificultan esta practica.

El primer paso para la extraccién del ADN de la microbiota es la disrupcién y homogeneizacion
de la muestra empleando métodos fisicos (mediante homogeneizadores manuales o mecani-
cos) o métodos enzimaticos. El segundo paso es la extraccidn y purificacién del ADN, siendo
critica la eliminacién de moléculas como las ARNasas que puedan inhibir la subsiguiente am-
plificacion del ADN mediante PCR (polymerase chain reaction (PCR). El Gltimo paso consiste
en comprobar la pureza y la concentracion del ADN gendmico extraido, mediante la medicion
de la absorbancia del ADN a 260 nm y la relacion de absorbancias A260/280. De este modo, a
partir de 25 mg de material fecal se obtiene una concentracion entre 25-75 ng/ul de ADN con

una elevada pureza.
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Para asignar las secuencias gendmicas encontradas en la muestra a grupos taxonémicos defi-
nidos es imprescindible compararlas con secuencias de referencia almacenadas en bases de
datos, mediante herramientas bioinformaticas, como Ribosomal Database Project o Green-
genes . Aunque el genoma bacteriano muestra una relativa plasticidad, existen marcadores
genéticos muy estables; el mas empleado, por su reproducibilidad, es el gen 16S del ARN ribo-
sémico (gen 16S rARN), presente en todas las bacterias y arqueas. Este gen contiene regiones
hipervariables que permiten la identificacion taxondmica de las diferentes bacterias y arqueas
presentes en una muestra, y que estan flanqueadas por regiones altamente conservadas que
son empleadas como sitios de unién para cebadores de acidos nucleicos (primers) universa-
les. Una de las desventajas de esta aproximacidn es que muchos microorganismos presentan
multiples copias del gen 16S rARN, lo que puede dar lugar a la sobreestimacién de la abun-
dancia de los mismos en una muestra determinada. Por otra parte, las regiones hipervariables
pueden ser insuficientes para proporcionar una resolucién suficiente de cara a la correcta
identificacion de especies concretas, por lo que esta técnica puede dar lugar a estimaciones
inexactas de la composicion de una comunidad. Asi secuenciacion basada en el gen 16S rARN

es la técnica gold standard para el analisis de la microbiota humana.

Los métodos de secuenciacion masiva de segunda generacidn que, en cualquier caso, a dia
de hoy aun requieren un paso previo de amplificacion mediante PCR, permiten secuenciar
directamente el ADN de una muestra. La mayoria de los estudios de microbiota emplean pla-
taformas comerciales como Illumina ®, Thermo Fisher ® o el sistema de pirosecuenciacion 454
de Roche ®. Se debe tener en cuenta, ademas, que el proceso de PCR amplifica mas el ADN
de las poblaciones microbianas mas abundantes, infraestimando la presencia de poblaciones

minoritarias®’.

Una vez obtenidas las secuencias de la muestra pueden ser asignadas a grupos taxondmi-
cos de bacterias y arqueas mediante la comparacién con secuencias de bases de datos, y
asi generar informacion biolédgicamente significativa. Las dos técnicas mas empleadas son la
asignacion directa de las secuencias halladas en la muestra a filotipos conocidos, y el proce-
samiento basado en unidades taxondmicas operacionales (OTU, Operational Taxonomic Unit),
generadas mediante la agrupacion de secuencias para un nivel de similitud predeterminado,
considerando que las secuencias que poseen un 97% de similitud pueden considerarse como

pertenecientes a la misma especie.
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Para determinar las diferencias significativas entre las muestras, los datos obtenidos se ana-
lizan mediante paquetes bioinformaticos abiertos como el QIIME (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology (QIIME) 8. Se obtuvieron las abundancias relativas (%) para cada una de las
muestras. Posteriormente, se obtuvieron los indices de alfa- diversidad (Chaol y Shannon) y
la beta-diversidad (UniFrac ) entre las muestras. El indice Chaol nos indica el nimero previsto
de taxones en una muestra, mediante la extrapolacion de la cantidad de organismos raros que
se pueden haber perdido debido a submuestreo, mientras que el indice de Shannon no infor-
ma sobre la medida hibrida de la riqueza de una muestra y la uniformidad taxondémica en la
muestra. El indice de Shannon se calcula, por ejemplo, mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
En el caso de la diversidad B, se realiza el andlisis de coordenadas principales (PCoA, Principal
Coordinate Analysis) utilizando la matriz de distancia de Unifrac. Para analizar los resultados
del PCoA, se realiza una prueba PERMANOVA basada en el andlisis de varianza multivariable
permutacional, que explica la varianza significativa entre las diferentes muestras. Posterior-
mente, y para establecer qué taxones especificos explicaban las diferencias estadisticamente
significativas en el analisis de diversidad mediante el estudio de las abundancias relativas de
estas poblaciones, se puede llevar a cabo un analisis de discriminacidn lineal denominado LE-
fSe (Linear discriminant analysis Effect Size). LEfSe es capaz de combinar las pruebas estandar
de significacion estadistica (Kruskall-Wallis y Wilcoxon por pares) con analisis de discrimina-
cion lineal para la seleccién de taxones. De este modo, ademds de detectar caracteristicas
significativas, también las clasifica por el efecto que ha tenido dicha caracteristica en cuanto a
tamafio, poniendo en primer lugar aquellas caracteristicas que explican las diferencias bioldgi-
cas. Por lo tanto, este analisis tiene en cuenta si el aumento o la disminucidon de determinadas
poblaciones, explican la aparicion o disminucién del resto de poblaciones bacterianas que

componen la muestra.













JUSTIFICACION

El SIC es la causa mas frecuente de fracaso intestinal en el nifio seguido de los trastornos
motores y las alteraciones congénitas del enterocito. El SIC hace referencia al estado malab-
sortivo que ocurre como consecuencia de reseccion quirurgica o enfermedad congénita de
una porcién significativa del intestino delgado. Se define como la situacién en la que se ha
producido una pérdida de la longitud intestinal en la que no es posible, la digestién y absor-
cién de nutrientes y fluidos, para mantener el balance proteico y energético requerido para un
crecimiento y desarrollo del nifio. En los nifios de define reseccién corta cuando el intestino

remanente es de 100-150 cm, reseccidn extensa 40-100 cm y reseccion masiva <40 cm.

Por otro lado la microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos presentes en el tracto
gastrointestinal que mantiene una relacién de equilibrio bidireccional con el huésped y realiza
multiples funciones beneficiosas para el organismo. La microbiota juega un papel fundamen-
tal en la salud y la enfermedad, a través de la fermentacién bacteriana de los nutrientes que
escapan de la digestidn en el intestino delgado, interviene en la sintesis de vitaminas, regula
el sistema inmune y tiene funciones en la estimulaciéon de los centros cerebrales responsables
del apetito y el control de la ingesta de alimentos. Existen diversos factores (internos y exter-
nos) que pueden alterar su composicién dando lugar a una disbiosis. Los avances tecnoldgicos
de los ultimos afos han permitido progresar en el estudio de su composicion y su posible

participacidn en diversas patologias.

El sindrome del intestino corto es una de las entidades en las que la microbiota, se ha postula-
do como factor determinante en su evolucién. Se ha observado que alteraciones en la micro-
biota pueden desencadenar complicaciones en estos pacientes, como el sobredesarollo bac-
teriano e inflamacion mucosa mantenida, que puede precisar prolongacion de la necesidad de
nutricion parenteral con los riesgos que ello conlleva, ademas interviene en la recuperacion
de energia de los componentes alimenticios no absorbidos y puede influir en el desarrollo de
la hiperfagia de estos pacientes. Por tanto, su caracterizacién en esta patologia nos ayudaria a

comprender el proceso de adaptacion intestinal.
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HIPOTESIS

Los pacientes pedidtricos con SIC presentan una composicidon y diversidad de la microbiota
diferente respecto a la poblacidn sana y otras patologias intestinales, y ademas pueden pre-
sentar variabilidad intraindividual secundaria a las modificaciones dietéticos-terapéuticas que

sufren a lo largo de su evolucién clinica.












OBJETIVOS

Estudio descriptivo de las caracteristicas de la poblacidn pediatrica con SIC en segui-
miento en la Unidad de Gastroenterologia y Soporte Nutricional pediatrico del Hospital

Universitario Vall d’'Hebron.

Caracterizacion de la microbiota intestinal en pacientes pediatricos con SIC, mediante
la secuenciacidn genética del 16S RNA ribosémico bacteriano, y sus diferencias con po-

blacion sana (hermanos sanos como controles).












MATERIAL Y METODOS

DISENO

Estudio observacional y transversal. Tras el reclutamiento los pacientes se siguieron de forma

longitudinal.

Muestra

La muestra fue reclutada desde la Unidad de Gastroenterologia y Soporte Nutricional pedia-

trico del Hospital Universitario Vall d’'Hebrén.

Se incluyeron los pacientes que cumplian los criterios de inclusion, que aceptaron y firmaron
el consentimiento informado desde de enero de 2018 hasta enero 2020, de forma retrospec-

tiva y prospectiva, los pacientes.
Se elaboré una hoja de informacidn sobre el estudio para las familias y pacientes (ANEXO 1)

Segln la edad del paciente, se firmé un consentimiento informado para mayores de 12 afios
o menores de 12 afios (ANEXO2)

Se trata de un estudio descriptivo, el SIC es una entidad englobada dentro de las enferme-
dades raras, por lo que la casi todos los estudios publicados de SIC y microbiota son todavia
iniciales y con muestras pequefias entre 10 y 20 pacientes, asi que el tamafio muestral para
este tipo de estudios iniciales descriptivos, no se puede calcular. Pero se estimé que con una
muestra de 20 pacientes con SIC y comparando con otros estudios publicados se podria am-

pliar el conocimiento que hasta ahora se ha publicado sobre la microbiota en esta entidad.
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Se han recogido dos grupos de pacientes que debian cumplir los siguientes creiterios de inclusion:

Pacientes con reseccion intestinal
extensa con intestino remanente de 40-100 cm o masiva con intestino remanente de <40
cm y que hubieran requerido NP. Dichos pacientes debian estar en seguimiento en el mo-
mento de inclusion del estudio.

Criterios inclusion
Pacientes pediatricos de 0 a 18 afios.
Autorizacidn por parte de padres o tutores legales del paciente a participar en el
estudio, y en caso de mayores de 12 aifos autorizacion del propio paciente

Criterios exclusion

Rechazo a la participacién del paciente por parte de padres o tutores.

Criterios inclusion
Pacientes pediatricos de 0 a 18 afios
Autorizacidn por parte de padres o tutores legales del paciente a participar en el
estudio, y en caso de mayores de 12 afios autorizacion del propio paciente
Criterios exclusion
Pacientes afectos de cualquier tipo de patologia intestinal aguda o cronica.
Haber recibido alguno de los siguientes tratamientos en el mes previo:
Antibioticos.
Probidticos.
Corticoides.
Paciente afecto de cualquier patologia crénica que precise tratamiento médico cro-
nico o ingresos hospitalarios repetidos.

Rechazo a la participacién del paciente por parte de padres o tutores.

Fases del estudio

Redaccién del documento y envio al Comité de Etica de Investigacion (CEIm) del
Hospital Universitario Vall d’"Hebrdn

Creacion de la hoja de recogida de datos y de la base de datos de los enfermos

Revisidn de los pacientes a incluir en el estudio.

Obtencion de los consentimientos informados.
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Recogida y almacenamiento muestras.

Estudio de las muestras almacenadas.

Introduccion de los resultados en la base de datos.

Analisis de los datos, discusion y elaboracidon de las conclusiones que se derivan del

estudio.

Redaccién y envio para ser publicado, si se considera adecuado.

El estudio se ha realizado en el Hospital Materno-Infantil Vall d’"Hebrén en colaboracién con el
Institut de Recerca Vall d’'Hebrén (VHIR).

Variables estudiadas

De los pacientes con SIC se recogieron las siguientes variables
Datos epidemioldgicos: Edad, sexo, raza, escolarizacién

Antecedentes perinatales: semanas de gestacion, tipo de parto, antibidticos a la madre
periparto, peso al nacimiento, inicio nutricidn oral/enteral, tipo de lactancia, inicio ali-

mentacién complementaria

Variables en relacion al SIC:

Edad de la reseccién intestinal, causa del SIC, intestino remanente: la longitud y ana-

tomia del intestino (colon, ausencia o presencia de valvula).
Cirugias: portador de ostomia, cirugias de alargamiento tipo STEP o de remodelacién

Complicaciones en relacidn al SIC: presencia de dilatacidn intestinal (diagnosticada por
Transito esofagogastro-duodenointestinal TEGD), hepatopatia asociada* *7>7% diag-
néstico de sobrecrecimiento bacteriano™* 74, episodios de acidosis D- Lactica*** 73,

infecciones de catéter 7677 **,

*Se considerd hepatopatia cuando cumplia alguno de los siguientes criterios:

[FALD (intestinal failure associated a liver disease) se define como un espectro de enferme-
dad hepadtica, incluida la colestasis progresando a cirrosis biliar, esteatohepatitis y afectacion
de la vesicula biliar, en pacientes con fallo intestinal que tienen uso prolongado de NP cuando
no se han identificado otras causas de lesién y enfermedad hepaticas.

PNAC (parenteral nutrition associated a cholestasis) se define como una bilirrubina sérica
conjugada >1-2 mg/dLy >20% de la bilirrubina total en pacientes que reciben NP durante >2
semanas y para quienes no se identifica otra causa de colestasis




n CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES PEDIATRICOS CON SINDROME DE INTESTINO CORTO

PNALD (parenteral nutrition associated liver disease) se define como un espectro de enfer-
medad hepatica, incluida la colestasis que progresa a cirrosis biliar, esteatohepatitis y afecta-
cién vesicula biliar, en pacientes que reciben durante tiempos prolongados NP cuando se han

excluido otras causas de lesién y enfermedad hepatica.

** Para el diagnodstico de sobrecrecimiento bacteriano (SIBO) se considero:

Aunque los signos y sintomas asociados con SIBO son inespecificos y no se deberian utilizar de
forma aislada. De hecho, pueden llevar a confusién diagndstica porque estos sintomas y SIBO
pueden coexistir pero no estar relacionados. En la actualidad, las pruebas mas utilizadas para
diagnosticar SIBO en la practica clinica son el test de hidrégeno y el cultivo de aspirados de
intestino delgado. Ambos tienen importantes limitaciones, excluyendo un verdadero estandar
de oro de diagndstico para SIBO. Como consecuencia, actualmente no hay consenso sobre la
prueba éptima para el diagndstico de SIBO y la respuesta sintomdtica a antibiéticos a menudo
se sustituye por pruebas en la practica clinica.

En este estudio para el diagndstico de SIBO se ha utilizado una combinacidn entre la clinica, la

respuesta a antibioticos y el test de hidrégeno.

*** Para el diagndstico de los episodios de Acidosis D-lactica es necesaria la determinacién de
los niveles de acido D-lactico en sangre y ello precisa de una prueba especifica de la que no se
dispone en la mayoria de los laboratorios.

En nuestros casos, en colaboracion con el Laboratorio de metabolopatias de nuestro hospital,
se realiza la determinacion de acidos orgdnicos en orina, en ella se incluye la medicion del
l[actico total y el L- |actico, asi que su resta corresponde al D- lactico que deberia ser cero, ya
que el ser humano no lo produce®. Es asi como se ha confirmado el diagndstico de Acidosis

D- lactica en los casos con clinica neuroldgica y parametros analiticos sugestivos.

**** E| diagnostico de las infecciones de catéter se realizd segun los siguientes criterios:
Infeccidn en el punto de entrada
Hemocultivo (HC) catéter negativo. Sin signos sistémicos de infeccion
Infeccidn de catéter
HC periférico negativo
Infeccidn sistémica secundaria a infeccion de catéter
Clinica de infeccidn sistémica
HC periférico positivo
HC cuantitativo: catéter x3 respecto al periférico
Tunelitis: eritema, dolor e induracién a mas de 2 cm del punto de insercién, que
sigue el trayecto del catéter.
Determinaciones analiticas de interés: niveles de citrulina en sangre” (umol
/L) como marcador de masa intestinal y calprotectina en heces *® (ug /g) vy

PCR en sangre (mg/dL) como parametros de inflamacion.
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Variables de tratamiento recibido: antibidticos para decontaminacion intestinal*, 748182
probidticos** 8 antidiarreicos (tipo loperamida), inhibidores de la bomba de proto-
nes, andlogo GLP-2 Teduglutide.

*Las pautas de decontaminacion intestinal que siguieron nuestros pacientes se basan en las
siguientes recomendaciones:
Los casos de SIC con sobrecrecimiento bacteriano pueden beneficiarse de pautas antibiodticas
dirigidas a reducir la carga microbiana bacteriana. En ocasiones pautas cortas de 7 a 14 dias,
en ocasiones pueden ser Utiles o necesarias pautas mds largas de caracter crénico y preventi-
Vo, y que requieren de la rotacion de los diferentes antibidticos utilizados para evitar la apa-
ricion de resistencias.
Los antibidticos que se suelen recomendar son los siguientes:

Metronidazol: 10 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

Amoxicilina-clavulanico: 15 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

Rifaximina: 10 - 15 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

Neomicina: 2,5 mg/Kg/dosis. Administrar 2 o 3 dosis

Trimetoprim-sulfametoxazol: 10/2 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

Gentamicina: 5 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

Ciprofloxacino: 10 - 20 mg/Kg/dosis. Administrar 2 dosis

** El tipo de probidtico que recibian los nifios con SIC fue el fue Lactobacillus rRhamnosus
LGG el mas estudiado en la literatura, el criterio para recibir probidticos fue con obeejtivo de
tratamiento, no de profilaxis, clinico, cuando el paciente presentaba exacerbaciones de clinica

de sobrecrecimiento bacteriano.

Tipo de nutricién:

NP: fecha de inicio, fecha de stop, total de tiempo con NP.

NE: a través de SNG, a través de gastrostomia.

Nutricién oral
Estado nutricional, se valoro referido a la antropometria, peso, talla, IMC, DE de peso,
talla e IMC, DE. Se definié la desnutricidon ##8 como un IMC de — 2 DE empleando
como referencia los patrones de crecimiento mas utilizados, los de la OMS (2006) estos
patrones nacen de un estudio que se inicia en 1997 y que incluye diferentes grupos po-
blacionales de diferentes areas geograficas, en este estudio se incluyeron mas de ocho

mil nifios sanos criados en condiciones favorables para un crecimiento saludable.

https://www.who.int/tools/child-growth-standards/standards
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Otros antecedentes patoldgicos, comorbilidad (antec. cardioldgicos, neurolégicos, neu-

moldgicos), alergias® tipo latex, proteina de leche de vaca.

De los controles, hermanos con SIC se recogieron las siguientes variables
Datos epidemioldgicos: Edad, sexo, raza, escolarizacién
Antecedentes perinatales: semanas de gestacidn, tipo de parto, antibidticos a la madre

periparto, peso al nacimiento, inicio nutricidn oral/enteral, tipo de lactancia, inicio ali-

mentacién complementaria.
Antecedentes patolégicos de algln interés o alergias.

Tratamientos de interés: antibidticos, probidticos, corticoides, inhibidores de bomba de

protones.

Variables clinicas en relacion con el momento de la recogida de la muestra

En el momento de la recogida de muestra de heces en los pacientes con SIC se recogieron los

siguientes datos:

En relacién a su situacion clinica respecto al SIC:

Ndmero de deposiciones, consistencia (Escala de Bristol ).

Distensién abdominal

Dolor abdominal, nduseas o vomitos
Portador de NP, % de NP en relacidn a las necesidades nutricionales basales
Tratamiento recibido en las ultimas dos semanas:

antibidticos para decontaminacion intestinal,

probidticos

antidiarreicos

inhibidores de la bomba de prototones

analogo GLP-2 Teduglutide

En el momento de la recogida de muestra de heces en los controles con hermanos con SIC se

recogieron los siguientes datos:

Si habian tenido algin cuadro infeccioso en las Ultimas 2 semanas
Tratamiento recibido en las ultimas dos semanas:

antibioticos

probiéticos

inhibidores de la bomba de prototones

corticoides
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Variables en relacion con la microbiota

Caracterizacion la diversidad microbiana subdividiéndolo en: diversidad a, calculada a través
del indice de Shannon que mide la diversidad media de la microbiota en cada muestra y la
diversidad B, que mide la diferencia de composicidn de la microbiota entre muestras. Descrip-

cién de composicidn en cuanto a fillum, familia y género. Figura2

Esquema ejemplo taxonomia E.coli

Material empleado para el desarrollo del estudio

Las variables a estudio se recogieron en un cuaderno de recogida de datos (CRD) a papel
y electrénico. (ANEXO 3)

Se utilizo la historia clinica para la recogida de las variables demograficas, antecedentes neo-

natales, cirugias, comorbilidades, nutricién oral, enteral, parenteral y el tratamiento recibido.

Se aporto al paciente una hoja de instrucciones para la correcta realizacion de los regis-

tros y recogida de las muestras de heces (ANEXO 4).

Para la recogida de las muestras de heces se aportd a los participantes un par de guan-
tes, un depresor de madera para la toma de muestra, una nevera de 500 cc isotérmica
para traslado de las muestras del domicilio al hospital, 2 envases limpios de plastico

irrompible, para guardar y almacenar la muestra.

Se empled ultracongelador de -802C para almacenamiento de las muestras fecales has-

ta su procesado.
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Para el analisis de la muestra fecal se emplearon un kit de purificacién de ADN y ARN
MasterPure Complete (Epicenter), un Fluorémetro Qubit® 2.0 (Life Technology, Carls-
bad, CA, EU) y el equipo de secuenciacién y amplificacion MiSeq ILLUMINA.

METODOLOGIA

El estudio se ha realizado en el Hospital Materno-Infantil Vall d’"Hebrén en colaboracién con el
Laboratorio de Microbioma del Institut de Recerca Vall d’"Hebrén (VHIR).

Recogida, almacenamiento, traslado de las muestras de heces y
extraccion de ADN

Cada participante recibié un paquete congelador y un kit de recoleccién con instrucciones
para recolectar sus muestras de heces. Se mantuvo la muestra fecal en su congelador domés-
tico a -20°C, luego se llevd al laboratorio (manteniendo la cadena de frio), donde se almacend
a -80°C hasta su posterior procesamiento. Se hicieron alicuotas de 250 mg de heces en CO2
sélido (usando un ambiente de hielo seco), manteniendo el estado congelado de la muestra
para evitar una posible degradacién del acido nucleico. Antes de iniciar el procedimiento de
extraccion, se afiadieron 800 mg de perlas de zirconio/silice de 0,1 mm previamente esteriliza-
dos los tubos. Se extrajo el ADN siguiendo las recomendaciones de la International Estandares

para el microbioma humano®. Figura 3

Recogida, almacenamiento, traslado de las muestras de heces y extraccion de ADN

Imagen de Yaiez Araya,F. (2021) Design and validation of a short food frequency questionnaire to relate diet with the
gut microbiota Universidad Auténoma de Barcelona

Para realizar la lisis quimica, se agregaron 250 ul de tiocianato de guanidina a cada muestra,
40ul de N-lauroil sarcosina al 10% y 500ul de N-lauroil sarcosina al 5%, y se incubd a 70°C
durante 1 hora. Para garantizar la interrupcién de la mayoria de las paredes celulares de las
bacterias grampositivas, se realizo la interrupcidon mecdnica adicional usando un Beadbeater

(Biospec Products ©). Se agregd polivinilpolipirrolidona (PVPP) en varios pasos de lavado
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para precipitar y descartar moléculas aromaticas. Se realizé la digestion enzimatica del ARN
de la muestra. Luego, se precipitd con etanol el ADN extraido y se resuspendié en 200 pl de
tampon Tris EDTA.

Se cuantificé el ADN de cada muestra utilizando un espectrofotometro NanoDrop ND-1000
(Nucliber)

Determinacion de PCR cuantitativa

Para determinar la carga o abundancia microbiana, se realizé una reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa (qPCR) en tiempo real con la amplificacién del gen 16S rRNA, que se
utiliza ampliamente como marcador filogenétic. Para ello, se amplifico la regién V4 del gen
16S rRNA utilizando cebadores universales: cebador directo V4F_517_17 (5’- GCCAGCAGCC-
GCGGTAA 3’) y cebador inverso V4R_805_19 (5’-GACTACCAGGGTATCTAAT-3’). Las reacciones
de PCR se realizaron en placas de pocillos de grado éptico en un volumen final de 25 pl, que
contenian 100 nM de cada cebador y Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems©).
Se mantuvo un minimo de 5 ciclos logaritmicos estdndar para poder trazar las cantidades de
muestra frente a una curva estandar conocida. Cada muestra, estandares y controles negati-
vos se amplificaron por triplicado, a partir de los cuales se calcularon los valores medios para
las estadisticas finales. Los experimentos de qPCR también se realizaron por duplicado para
garantizar la precisién y se tuvieron en cuenta los valores medios de ambos experimentos.
Todas las reacciones se realizaron con el 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems®©). Las condiciones de reaccién fueron las siguientes: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min y
40 ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min. Los datos se analizaron utilizando el software de

deteccion de secuencias version 1.4, suministrado por Applied Biosystems©

Preparacion de la biblioteca para la secuenciacion Illumina®

Se utilizd la region hipervariable V4 del ARN bacteriano y arqueoldgico gen16S por PCR para
perfilar la composicion del microbioma. Para ello, se utilizaron los extremos de 5’ de los ceba-
dores directo (V4F_515_19) e inverso (V4R_806_20) que apuntan a la regién V4 del gen 16Sy

se marcaron con secuencias especificas para lllumina® Tecn ologia MiSeq (Figura 3).

Posteriormente, se realizo una PCR estandar utilizando 0,75 unidades de polimerasa Tag (Am-
pliTag Gold, Life Technologies®) y 20 pmol/ul de los cebadores directo e inverso (IDT Techo-
logias®). Se cogid un volumen final de 50 ul en un gradiente Mastercycler (Eppendorf®) a 94
°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 45 segundos, 50 °C durante 60
segundos, 72 °C por 90 segundos, y finalmente un ciclo de 72°C por 10 minutos.
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Para visualizar los amplicones de la amplificacion por PCR, primero se hizo un gel de agarosa al
1% tefiido con RedSafe® y corrido en tampdn Tris Acetate EDTA (TAE) 1X. Luego se mezclaron 5
ul de cada amplicén con colorante de carga 6x (0,25 % azul de bromofenol, 0,25 % xileno cia-
nol FF, 30 % glicerol en agua). Se cargd el amplicdn en los pozos de gel de agarosa solidificado

y se uso un 100 pb de marcador de peso molecular de ADN XIV (Roche ©)

La corriente de la electroforesis se aplicé a 100 V durante 30 minutos. Posteriormente, se
visualizaron las bandas de amplicon en un sistema Gel Doc XR+ (Bio-Rad®©). La apariencia de
bandas confirmaron la generacidon de amplicones durante la amplificacion por PCR. En con-
traste, su ausencia podria explicarse por la baja presencia de ADN bacteriano en la muestra
(especialmente para muestras con bajo contenido de biomasa) o inhibidores de PCR afadidos
durante todo el procedimiento. Una vez confirmada la amplificacién, se purificaron las mues-
tras mediante el QlAquick PCR kit de purificacion (Qiagen, Barcelona, Espafia) segun las ins-
trucciones del fabricante. Posteriormente, se cauntificé el ADN purificado con un espectrofo-
tometro NanoDrop ND-1000 (Nucliber©). Ademads, se examinaron los amplicones agrupados
en 2nM por electroforesis microcapilar. Finalmente, se utilizé un bioanalizador Agilent 2100
con el kit DNA 12,000, que resuelve la distribucion de fragmentos de ADN de doble cadena de
hasta 12.000 pb de longitud.

Los amplicones agrupados (240 ng de ADN por muestra) se secuenciaron utilizando Illumina

tecnologia MiSeq en la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB, Espaiia), siguiendo lo pro-

tocolos estandar de la plataforma Illumina

Preparacion de la biblioteca. Se detallan los cebadores utilizados para amplificar el gen 16S rRNA.

Imagen de Yafiez Araya,F. (2021) Design and validation of a short food frequency questionnaire to relate diet with the
gut microbiota Universidad Auténoma de Barcelona
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Secuenciacion Illumina®

Los siguientes pasos de lllumina, Next Generation, son descritos por Illumina web’: (https://
www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/products/illumina_sequen-

cing_introduction.pdf.)

Que consta de:

para la generacidn de clusteres, la biblioteca se carga en una
celda de flujo donde los fragmentos se capturan en un césped de oligos unidos a la
superficie. Luego, cada fragmento se amplifica en grupos clonales distintos a través del
puente de amplificacion (Figura 3). Cuando se completa la generacidn del clister, las

plantillas estan listas para secuenciacion

la tecnologia SBS de lllumina utiliza un método para detectar bases in-
dividuales a medida que se incorporan a las hebras de plantilla de ADN (Figura 3). Se
agregan reactivos de secuenciacidn, incluidos nucleétidos marcados con fluorescencia,
y se incorpora la primera base. Se captura la imagen de la celda de flujo y la emisidn de
cada grupo esta grabado. Como los cuatro dNTP unidos a terminadores reversibles es-
tan presentes durante cada ciclo de secuenciacidn, la competencia natural minimiza el
sesgo de incorporacion y reduce en gran medida tasas de error sin procesar en compa-
racién con otras tecnologias. La longitud de onda y la intensidad de emisidn se utilizan
para identificar la base. Este ciclo se repite “n” veces para crear una longitud de lectura

de “n” bases. Figura 5

Descripcion general de la generacion de clusteres y la secuenciacion de Illumina Platform. Crea-
do por BioRender.com

Imagen de Yafiez Araya,F. (2021) Design and validation of a short food frequency questionnaire to relate diet with the
gut microbiota Universidad Auténoma de Barcelona
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Los amplicones de ARNr 16S agrupados en igual concentracién (240 ng de ADN por muestra)
se diluyeron a 2 nM y se enriquecieron con 15-30 % de PhiX desnaturalizado. Luego, las plan-
tillas desnaturalizadas fueron diluidas adicionalmente a 5pM y posteriormente combinadas
para dar un 85% de amplicén de la libreria del gen 16S rRNA y grupo de control PhiX al 15 %.

Con el uso de un kit de reactivo MiSeq (lllumina Technologies©) (kit de PE de 300 ciclos), se
realizd la secuenciacion en la unidad de soporte técnico de la Universidad Auténoma de Bar-

celona (UAB Espaiia), siguiendo los protocolos estandar de la plataforma Illumina.

Analisis de las secuencias de 16S rRNA y analisis estadistico

El procesado y andlisis de las secuencias se realizé utilizando el pipeline del programa QIIME
(version 2020.2.0).

Las secuencias quiméricas y las secuencias que no podian alinearse también se eliminaron del
conjunto de datos. Las secuencias que no pudieron clasificarse a nivel del dominio bacteria o
que fueron clasificadas como cianobacterias y/o cloroplastos, fueron eliminadas del conjunto
de datos, ya que probablemente representan material vegetal ingerido. También se realizé un
filtrado de las secuencias frente a aquellas que se observaron en el control negativo con el fin

de eliminar posibles contaminaciones.

Las secuencias restantes se agruparon en OTUS “ Operational Taxonomic Units” (Unidades
Taxondmicas operacionales) con un 97% de identidad y las secuencias representativas se cla-
sificaron taxondmicamente (Desde nivel de filum a nivel de género) empleando la base de
datos Green Genes 16S rRNA. Se obtuvieron las abundancias relativas (%) para cada una de las
muestras. Posteriormente, se obtuvieron los indices de alfa-diversidad (Chaol y Shannon) y la
beta-diversidad (UniFrac) entre las muestras. El indice Chaol nos indica el nUmero previsto de
taxones en una muestra, mediante la extrapolacién de la cantidad de organismos raros que se
pueden haber perdido debido a submuestreo, mientras que el indice de Shannon no informa
sobre la medida hibrida de la riqueza de una muestra y la uniformidad taxonémica en la mues-
tra. Para comprobar la normalidad de la distribucidn de los datos, se utilizaron tanto el test
de Saphiro-Wilk como el de Agostino Pearson. La prueba de Mann Whitney es un andlisis no
paramétrico que compara dos grupos no apareados. Los datos paramétricos con distribucién
normal se compararon mediante la prueba t de Student para datos apareados o no apareados.
Para probar las diferencias en las comunidades microbianas, realizamos un andlisis de varian-

za multivariante permutacional no paramétrico (PERMANOVA).

Para evaluar las posibles relaciones entre los géneros microbianos y las variables en los datos

clinicos, se utilizé el coeficiente de correlacién de rangos de Spearman no paramétrico.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Se ha sometido el protocolo del estudio, el consentimiento informado, y el resto de documen-
tos relevantes para su aprobacién al Comité de Investigacion y ética Hospital Vall d’"Hebron
con un dictamen favorable, PR(AG)60/2017, fecha de aprobacién 01/02/2017 (ANEXO 5).

Los investigadores declaran que no tienen intereses particulares o financieros ni de otro tipo
relacionados con el estudio.

Se aseguro de la proteccion de los datos personales de los participantes en el estudio y no se
incluyeron nombres propios en ningun registro utilizado a lo largo del estudio. Asimismo, no
se compartié informacion confidencial de los participantes ni se incluyeron sus datos en publi-
caciones ni otros documentos derivados del mismo excepto lo requerido por ley. El represen-
tante legal de cada nifio participante, fue informado sobre el propésito y los procedimientos
del estudio, y se obtuvo el consentimiento informado por escrito.

Se conserva el original de cada consentimiento informado debidamente cumplimentado vy fir-
mado por el individuo participante. Aceptando la responsabilidad de implementar y mantener
sistemas de control y garantia de calidad para asegurar que se cumplen las normas aceptadas
sobre Buena Practica Clinica y todas las leyes, normas y reglamentos estatales y locales rela-
cionadas con la ejecucion del estudio clinico. Los investigadores seran los responsables ulti-
mos de la precisidn, autenticidad y recogida de los datos en el tiempo apropiado, asi como de
comunicar todos los datos clinicos y analiticos, que seran introducidos en el CRD que cumplird
la Ley de proteccidn de datos de caracter personal (LO 15/1999) y en cualquier otro registro,
asi mismo, almacenardn todos los registros, incluyendo la identidad de todos los sujetos par-
ticipantes (nimero de historia clinica), todos los documentos originales del consentimiento

informado y documentos fuente.













RESULTADOS

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Se incluyeron un total 29 nifos, 20 con SIC y 9 hermanos de nifios con SIC que hicieron de

controles.

Ninos con SIC

Muestra de 20 pacientes, 8 nifias, 12 niflos, media edad 5,3 afios (4m-13,6 afios), el 80% de
raza blanca, todos los que tenian edad de escolarizacion asistian al colegio, incluidos los que

eran dependientes de NP. (Tabla 6)

Se recogieron los antecedentes perinatales centrados en aquellas caracteristicas que influ-
yen de una manera mas importante en la adquisicion de la microbiota en el nifio, asi 14 de
20 habian nacido de forma prematura, de estos en 11 el parto fue cesarea, 9 de ellos con un
peso inferior a 1500gr, el 25% de las madres habian recibido tratamiento antibidtico durante
el parto. En cuanto a la alimentacidn enteral el 70% la inici6 durante las primeras 24h de vida,
el 80% recibidé una alimentacién mixta. En cuanto a los que habian iniciado la alimentacién

complementaria, la mayoria lo hizo entre los 4-6 meses. (Tabla 7).

En relacién a los datos propios del SIC, 15 de los 20 pacientes habia sufrido la reseccion intestinal
en el primer mes de vida, en cuanto a las causas de dicha reseccion 11 fueron enterocolitis necro-
tizante (ECN), 7 fueron por un vélvulo y 2 por gastroquisis (GQ). La longitud media intestinal rema-
nente de estos nifios fue de 39,5 cm ( 7,5¢cm -100 cm), 13 de ellos tenian 40 cm o menos, 9 con la
mitad del colon o0 menos y 13 de ellos sin valvula intestinal, todos los pacientes tenian el colon en
contiunuidad. En uno de ello se desconocia exactamente su anatomia remanente tras la cirugia, ya

gue se se intervino en otro centro y no se ha podido acceder a su hoja quirirgica. Figura 6.

En el proceso de reseccidn intestinal >90 % habia precisado una ostomia, en el 65% de ellos el

intestino se reanastomoso antes de los 90 dias. (Tabla 8)
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Diagrama de distribucion de pacientes
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A seis de los 20 pacientes se les habia realizado una cirugia de alargamiento intestinal tipo
STEP, la media de longitud intestinal de los 6 pacientes previa a a la cirugia era de 40 cm (10-
68 cm), teniendo en cuenta que entre el momento de la primera reseccion y la cirugia de
alargamiento el intestino habia crecido, y tras la intervencion de 95 cm (40-138 c¢cm), asi que
se “alargd” en 2,4 veces su longitud. Figura7y 8

Media de longitud intestinal pre y post step.
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Imagen esquema técnica STEP

Se analizaron datos referidos a las complicaciones mas frecuentes del SIC que son causa y
consecuencia de la alteracién de la flora intestinal. Asi mdas del 75% presentaba dilatacion
intestinal diagnosticada por TEGD, asi como sobrecrecimiento bacteriano, 4 de los pacientes
ademas habia presentado algun episodio de acidosis D-lactica. La mitad de ellos habia tenido
mds de dos infecciones de catéter antes de la inclusion en el estudio.

Solo dos de ellos presentaba hepatopatia relacionada con el fallo intestinal o con la NP, diag-
nosticada por imagen (FibroScan) o biopsia hepatica, sin embargo ningln paciente tenia nive-

les de bilirruibina total o directa superior a 1,5 mg/dL. (Tabla 9)

En cuanto determinaciones analiticas de posible interés en relacion al SIC y a la disbiosis se
pudo determinar la citrulina como indicador de masa intestinal en 10 de los pacientes, 6 de
ellos estaba por debajo de 20 pmol /L. En relacién a la inflamacion se analizo la calprotectina
en heces en 12 de los pacientes, solo en 3 de ellos era superior a 200 pgr /g y en todos se de-

termind la PCR en sangre, solo 4 de ellos tenia valores > a 0,1 mg/dL. (Tabla 10)

En relacidn a los tratamientos recibidos que pueden influir en la flora, se determiné que 15 de
los pacientes habia recibido tratamiento antibidtico en forma de decontaminacién, la mayor
parte en forma de metronidazol, sulfintestin-neomocina, amoxicilina-clavulanico y rifaximina,
todos lo realizaban en patrones ciclicos ( de 10 a 15 dias al mes, alternandose entre ellos o
con periodos sin tratamiento antibidtico). Ademas 11 de ellos habia recibido algtn probidtico,
en forma de Saccharomyces boulardi o Lactobacillus rhamnosus , estos se administraban en

periodos mas largos durante 1-2 meses.
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Ninguno de los pacientes recibia ninglin farmaco antidiarreico tipo loperamida.
El 90% de los pacientes recibia tratamiento con omeprazol a dosis de 1mg/kg/dia.

En el periodo de estudio, solo un paciente inicié tratamiento con el analogo de GLP-2, el te-
duglutide. (Tabla 11)

Otra de las variables analizadas fueron los datos referidos a la nutricion, en cuanto a la nu-
tricion parenteral, todos los pacientes habian estado en situacién de fallo intestinal y habian
precisado NP, el total de dias acumulados con NP de todos los pacientes fue de 18.574 dias
(con un rango por paciente de 23d-3467 dias). La mitad de los pacientes habia recibido NP
mas del 50% de su tiempo de vida. Nueve de ellos seguian con una NPD en el momento del

estudio.

Solo tres de los pacientes era portador de una gastrostomia (GTT), en uno de ellos se utilizaba
para aportar casi el 80 % de sus necesidades por aversidn alimentaria, y en los otros dos en
forma de enteral ciclica nocturna para completar aproximadamente el 20-25% de sus necesi-

dades nutricionales, que no eran capaces de conseguir por boca.

Solo un paciente en el momento del estudio era portador de una sonda nasogastrica (SNG),

aunque mas del 90% la habia precisado en el periodo perinatal.

Todos los pacientes realizaban alimentacién por boca con una dieta adaptada a la edad: los
que en el momento de inclusidn eran lactantes recibian una férmula extensamente hidroliza-
da, los demas una dieta Unicamente baja en azucares rapidos, baja en lactosa y fibra insoluble.
Uno de los pacientes a pesar de tener mas de 5 afios de edad precisaba una férmula elemental
y una dieta exenta de proteina de leche de vaca por alergia IgE no mediada. En los demds pa-

cientes no se conocian ningln tipo de alergia alimentaria. (Tabla 12)

En cuanto al estado nutricional se determind, peso, tallay IMCy sus DE, utilizando las graficas
OMS, solo 2 de los pacientes estaba en situacion de desnutricion, definida como un IMC < 2
DE. Uno de ellos correspondia a un prematuro extremo de 24SG con peso al nacimiento de
600 gr y el otro a un prematuro de 29 SG con peso al nacimiento de 730gr y con mucha co-
morbilidad neuroldgica.

En relacién a las alergias y comorbilidades:

Una paciente estaba diagnosticada de alergia al latex y otra de alergia a la proteina de
leche de vaca IgE no mediada. Un tercer paciente se habia diagnosticado de una esofa-

gitis eosinofilica.
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* En cuanto a comorbilidad, 12 de los pacientes presentaba alguna otra patologia ade-
mas del SIC, 11 de ellos tenian alteracion del neurodesarrollo o retraso cognitivo, 9
habian sido prematuros. Uno de ellos presentaba una insuficiencia renal grado IV se-
cundaria a un shock hipovolémico en el el contexto del vélvulo intestinal, otro patolo-
gia en la esfera reumatoldgica en forma de artritis/pericarditis y otro una osteopenia

de la prematuridad.

Tabla 6. Caracteristicas referidas a datos epidemioldgicos

12,1 M Si Si

SIC1 Blanca

sic2 11,4 H Blanca Si Si
SIC3 13,6 H Blanca Si Si
Sica 1 M Blanca No No
SIC5 0,4 H Blanca No No
SIC6 7,5 M Asiatica Si Si
SIC7 5,2 M Blanca No Si
SIC8 10,4 M Blanca Si Si
SIC9 9,7 H Blanca Si Si
SIC10 4 H Blanca Si Si
SIC11 2,4 H Blanca Si Si
SIC12 12,8 H Blanca Si Si
SIC13 6,7 M Blanca Si Si
SIC14 0,5 M Blanca Si No
SIC15 8,5 H Blanca Si Si
SIC16 0,6 M Blanca Si No
SIC17 10 H Blanca Si Si
SIC18 3,5 H Blanca No No
SIC19 73 H Asiatica No Si
sic20 8,7 H Blanca Si Si
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Tabla 7. Caracteristicas referidas a antecedentes perinatales

A Peso Inicio nutricién . Inicio Beikost
SIC Semar.\?s Antlt')IOtICOS nacimiento | enteral (horas, Tipo . (meses de
gestacion periparto (ar) dias, de vida) lactancia vida)

SiC1 27,6 Cesarea Si 1000 <24h Mixta 9
SIC2 39 Vaginal No 3080 <24h Materna 4
SIic3 RNAT NC** NC 3190 NC Mixta 4
Sic4 34,4 Cesarea No 2230 72h Mixta 5
SIC5 29,5 Cesarea No 845 <24h Mixta NJ***
SIC6 33,6 Vaginal No 2040 <24h Mixta 8
SIC7 29,4 Cesarea No 680 24 Mixta 6
SIC8 RNAT Vaginal NC NC NC NC NC
SIC9 33,6 Cesarea Si 1870 <24h Mixta 6
SIC10 38 Vaginal Si 2640 <24h Mixta 5
SIC11 24,5 Cesarea No 660 72h Mixta 7
SIC12 40 Vaginal No 3400 >24h Mixta 7,5
SIC13 38 Vaginal No 2660 >24h Mixta 4
SIC14 24,3 Vaginal No 600 48h Mixta NC
SIC15 31,2 Cesarea Si 1000 >24h Mixta 5
SIC16 34,3 Cesarea No 2320 7 dias Artificial NI
SIC17 26,3 Vaginal Si 750 24h NC NC
SIC18 29 Cesarea No 730 24h Mixta NC
SIC19 30,2 Cesarea No 1100 <24h Mixta 4
Sic20 34,1 Cesarea No 1900 <24h Mixta 6

*RNAT: Recién nacido a término, se desconocen las semanas de gestacion. ** NC: no se conoce el dato *** NI: No
iniciada (por no corresponder en edad)
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Tabla 8. Caracteristicas referidas a la patologiaenfermedad causante del SIC

Edad Longitud Presencia Ostorr.lia Cirugia
reseccion intestino Colon (%) vélvula (:::::jae tipo STEP/
intestinal remanente iloececal ST remodelacion

SIC1 1mes ECN 50 1/3 No 21 No
Sic2 1ddv Vélvulo 26 Todo Si 51 No
SIC3 5sem Vélvulo 40 Todo Si 61 No
sica 1dia GQ 80 1/3 No 42 No
SIC5 15 dias ECN NC* Todo Si 87 No
SIC6 10 dias ECN 32 Sigma No 77 Si
SIC7 2 meses Vélvulo 19 2/3 No 34 Si
SIC8 9,6 afios Vélvulo 40 Todo Si 61 No
SIC9 21 dias ECN 30 2/3 No 140 Si
SIC10 4 dias Vélvulo 20 Todo Si 21 No
SIC11 1 mes ECN 50 1/2 No 99 No
SIC12 1,5meses  Volvulo 10 2/3 No No Si
SIC13 3,2 anos Vélvulo 100 Todo Si 7 No
SIC14 11 dias ECN 25 Todo No 18 No
SIC15 18 dias ECN 17 1/2 No 36 No
SIC16 0 dias GQ 40 1/2 No No Si
SIC17 13 dias ECN 55 Todo Si 237 No
SIC18 25 dias ECN 90 Nada No 105 No
SIC19 11 dias ECN 20 Sigma No 138 No
SIC20 6 dias ECN 7,5 Sigma No 56 Si

GQ: gastroquisi, NC*: operado en otro hospital, no acceso hoja quirurgica
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Tabla 9. Complicaciones en relacion al SIC

siC Dilatacion Sobrecrecimiento Acidosis inf:c(:ii::: de e
intestinal bacteriano D-Lactica catéter
SIC1 No
Sic2 No Si No Si No
SIC3 No Si No No No
Sic4 Si Si No No No
SIC5 Si No No No No
SIC6 Si Si No Si No
SIC7 Si Si Si Si No
SIC8 No No No No No
SIC9 Si Si No Si No
SIC10 Si Si Si Si No
SIC11 Si Si No No No
SIC12 Si Si Si Si Si
SIC13 No Si No No No
SIC14 Si Si No No No
SIC15 Si Si Si Si No
SIC16 Si No No Si No
SIC17 Si Si No No No
SIC18 No No No No No
SIC19 Si Si No Si No

SIC20 Si Si No Si Si



Tabla 10. Determinaciones analiticas en los pacientes con SIC

Citrulina (umol /L) Calprotectina heces (pgr /g) PCR (mg/dL)

SIC1
SIC2
SIC3
SIC4
SIC5
SIC6
SIC7
SIC8
SIC9
SIC10
SIC11
SIC12
SIC13
SIC14
SIC15
SIC16
SIC17
SIC18
SIC19
SIC20

NR: No realizada

26.4
NR
NR

20.1
15

14,7

20,1
5,4

19,8
NR

14,5
56
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
16

679,4
292,4
68,3
221
144,1
62,7
63,4
13,5
NR
13,9
13,5
NR
29,4
NR
NR
NR
NR
92,2
NR
NR
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0,48
0,02
0,02
0,22
0,03
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,1
0,07
0,04
0,05
0,02
0,07
0,02
0,03
0,23
0,03
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Tabla 11. Tratamientos recibidos en relacion al SIC

[ DeCt.)ntamllnacmn Probiodticos Antidiarreicos Il [LACTRED LI 12 Teduglutide
intestinal protonones
Si Si No Si No

SIC1

SIc2 Si Si No Si No
SIC3 Si Si No Si No
Sic4 No No No No No
SIC5 No No No Si No
SIC6 No No No Si Si
SIC7 Si Si No Si No
SIC8 Si No No Si No
SIC9 No Si No Si No
SIC10 Si No No Si No
SIC11 Si No No Si No
SIC12 Si Si No Si No
SIC13 Si Si No Si No
SIC14 Si No No Si No
SIC15 Si Si No Si No
SIC16 Si No No Si No
SIC17 Si Si No Si No
SIC18 No No No No No
SIC19 Si Si No Si No

SIC20 Si Si No Si No



Tabla 12. Datos referidos a la NP

SIC1
SIC2
SIC3
SIC4
SIC5
SIC6
SIC7
SIC8
SIC9
SIC10
SIC11
SIC12
SIC13
SIC14
SIC15
SIC16
SIC17
SIC18
SIC19
SIC20

Duracion de la NP
(dias)

621
145
144
148
2548
1426
288
2169
1425
832
3703
23
197
298
199
234
111
438
3467
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Edad Etop NE % de vida con NP
(afos)

0,75

6,6

0,75

0,42

Sigue con NP
Sigue con NP
Sigue con NP
Sigue con NP
6,25

Sigue con NP
Sigue con NP
114

33

Sigue con NP
2,1

Sigue con NP
0,9

3,5

1

Sigue con NP

4%
15%
3%
40%
100%
100%
100%
8%
62%
100%
100%
86%
0,9%
100%
1,5%
100%
6,5%
9%
16,5%
100%
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Tabla 13. Estado nutricional

23 -1

SIC1 -1,21 15,45

SIC2 29,9 -0,99 17,42 -0,33
SIC3 35,2 -1,33 15,43 -1,11
SIC4 7,02 -2,12 16,11 -0,7
SIC5 3,31 -4,36 14,07 -1,98
SIC6 27,5 0,43 15,24 -0,45
SIC7 12,9 -2,1 14,0,5 -0,89
SIC8 34.6 -0,31 16,23 -0,52
SIC9 24,9 -1,07 15,31 -0,73
SIC10 14,5 -1,06 16,76 +0,77
SIC11 7,8 -3,06 13,68 -1,62
SIC12 26,4 -1,72 15,9 -0,8
SIC13 20,5 -0,62 14,47 -0,69
SIC14 3,380 -6,71 13 -2,99
SIC15 30,2 +0,8 17,87 +1,12
SIC16 4,61 -3,2 12,38 -3
SIC17 20 -1,6 12,4 -1,5
SIC18 20 -2,54 12,44 -2,08
SIC19 20,1 -0,98 14,43 -0,79

SIC20 21 -1,99 16,45 -0,27
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6.1.2 Hermanos de ninos con SIC (controles)

Se recogieron muestras de 9 controles, media de edad 7,7 afios ( 2,4 a - 15,7 a), 2 de ellos ha-
bian sido prematuros y 3 de ellos habian nacido por cesarea, 6 habian recibido lactancia mixta
o artificial, solo uno de ellos recibid lactancia materna exclusiva. Ninguno tenia patologia que
precisara ningln tratamiento cronico.

A continuacién se describen las caracteristicas de los hermanos de los nifios con SIC que se
han considerado como controles. Tabla 14.

Tabla 14. Caracteristicas de los controles

sic LET Escolarizacion/ Sen;aenas Tipo de Tipo de
(afios) guarderia o parto lactancia
gestacion
7

HIC1 M Blanca Si RNAT Vaginal NC
HIC2 2,4 M Blanca Si 25,4 Vaginal Mixta
HIC3 2,9 H Asiatica Si 35,5 Vaginal Mixta
HIC4 6,5 H Blanca Si 40 Vaginal Mixta
HIC5 9,8 H Blanca Si 33,6 Cesarea Artificial
HIC6 15,7 H Blanca Si RNAT Vaginal NC
HIC7 15 H Blanca Si 40 Cesdrea Materna
HIC8 3,7 H Blanca Si 41 Cesdrea Mixta
HIC9 4,8 M Blanca Si RNAT Vaginal Artificial

NC: No conocida
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Variables clinicas en relacion con el momento de recogida de la muestra

Se recogieron muestras de 20 pacientes con SIC, en algunos nifios se pudo recoger mas de una
muestra que en general coincidia con algin cambio significativo, clinico o de tratamiento, ya
fuera médico o en relacién al tratamiento nutricional, asi que de los pacientes con SIC en total
se recogieron 31 muestras.

De las muestras recogidas de los pacientes con SIC en mds del >90% el paciente realizaba 3 o
mas deposiciones al dia y mas del 90% de las muestras tenian una consistencia segun escala
de Bristol de 5 0 mas.

Cuatro de las muestras se recogieron recibiendo el paciente tratamiento con probidticos y 5

con omeprazol.

De un paciente se pudieron recoger 4 muestras, una de ellas antes de iniciar el tratamiento
con Teduglutide, dos aproximadamente al mes y medio de tratamiento y una cuarta tras 6
meses de tratamiento.

16 de las muestras se recogieron mientras el paciente dependia de NP, 4 de ellas con NP a mads
del 50% de necesidades.

En uno de los pacientes que presentaba clinica importante inflamatoria con ulceras peria-
nastomoticas de posible origen multifactorial ( SIBO, isquemia..), se pudieron recoger cuatro
muestras, la primera en el momento de mas inflamacién antes de realizar cualquier opcion
terapéutica, la segunda tras decidir dejar a la paciente sin nutriciéon enteral, solo con NP al
100% de necesidades, la tercera combinando NP y alimentacién oral y la cuarta tras dejarla
con una nutricion enteral (NE) exclusiva (Resource IBD®) a modo de NE como tratamiento de

una Enfermedad inflamatoria intestinal y sin NP.
En otro de los pacientes se recogieron 3 muestras, una de ellas antes de la realizacién de una
cirugia de alargamiento, la segunda muestra tras 1 mes después de la intervencion quirdrgica

y la tercera tras 6 meses de la intervencidn.

Las condiciones clinicas, tratamiento y NP se recogen en la Tabla 15y 16.



Tabla 15. Condiciones clinicas y tratamiento en el momento de la recogida de muestra

Numero

VI. RESULTADOS n

deposicio- M Decon-t'a i Probidticos Teduglutide
T nacion

sic1

Muestral 1 5 Si Si SB No No
Muestra2 1 7 No Si LGG No No
Muestra3 1 6 No Si LGG No No
Muestra4 1 7 No Si No No No
SIC2 3-4 4 Si Si LGG Si No
SIC3 2 5 No No No No No
sica

Muestral 4 4 Si No No No No
Muestra2 No No No No No
Muestra3 3 No No No No No
SIC5

Muestral 3-4 5 No No No No No
Muestra2 3-4 5 No No No No No
SIC6

Muestral 3-4 5 Si Si No No No
Muestra2 2-3 6 Si Si No No Si
Muestra3 2-3 6 No Si No No Si
Muestra4 2-3 3 No No No No Si
SIC7 4-5 7 No Si No Si No
SIC8 3-4 6 No No No Si No
SIC9 2-3 5 No No No No No
SIC10

Muestral 34 6-7 Si Si No No No
Muestra2 3-4 6-7 Si Si No No No
SIC11 34 6 No No No Si No
SIC12 34 6 Si Si No No No
SIC13 2-3 5 No No No No No
SIC14 2-4 2 No No No No No
SIC15 2-4 4 No Si No No No
SIC16 2-4 6 No No No Si No
SIC17 2.3 34 No Si No No No
SIC18 2-3 4 No No No No No
SIC19

Muestral 2-3 6 No Si Si No No
Muestra2 2-3 6 No Si Si No No
SIC20 3-4 6 No Si Si Si Si

SB: Saccharomyces boulardi
LGG: Lactobacillus rhamnosus LGG
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Tabla 16. NP en el momento de la recogida de muestra y cambios significativos que pueden producir
cambios en la microbiota

“ % NP sobre necesidades basales | Cambios significativos en la recogida de muestra

SIC1

Muestral No

Muestra2 Si 100%

Muestra3 Si 65%

Muestra4 No NE exclusiva como una Ell
SIC2 No

SIC3 No

sic4

Muestral No

Muestra2 No

Muestra3 No Tras 6 meses de un STEP
SIC5

Muestral Si 40%

Muestra2 Si 27% Stop NE por SNG
SIC6

Muestral Si 30%

Muestra2 Si 24% Inicio Teduglutide
Muestra3 Si 24%

Muestra4 Si 10%

SIC7 Si 45%

SIC8 Si 36%

SIC9 No

SIC10

Muestral Si 20%

Muestra2 Si 20%

SIC11 Si 17%

SIC12 No

SIC13 No

SIC14 Si 100%

SIC15 No

SIC16 Si 40%

SIC17 No

SIC18 No

SIC19

Muestral No

Muestra2 No

SIC20 Si 60%
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De los nueve hermanos de pacientes con SIC que se incluyeron en el estudio se recogieron
nueve muestras, todas las muestras tenian un Bristol entre 2-4, ninguno de los pacientes ha-
bia recibido las dos semanas previas a la recogida ningun tratamiento antibiético, ni probidti-

cos ni corticoides ni inhibidores de la bomba de protones.

MICROBIOTA

Se analizaron las muestras de heces de 29 nifios, 20 nifios con SIC y 9 hermanos de nifios con
SIC. Se analizaron al menos una muestra de cada nifio, y de 6 de los SIC se analizaron de dos

a cuatro muestras.

En total se procesaron y analizaron 40 muestras de heces, un total de 785.269 secuencias

fueron generadas, con un minimo de 6242 y un maximo de 37924 secuencias.

Alteracion global de la composicion de los pacientes con SIC

En cuanto a la diferencia entre los grupos de pacientes con SIC y controles, se puede apreciar
a simple vista en el andlisis, las diferencias tanto en diversidad como en composicién. Figura
9,10

Mapa de secuencias de pacientes con SIC
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Mapa de secuencias de hermanos con SIC

Se analizé la diversidad entre los dos grupos conocida como B diversidad mediante el PER-
MANOVA test on unweighted UniFrac distances, test de analisis de la varianza no parametrico
para probar las diferencias en la composicién de la comunidad microbiana. La composicion
de la microbiota en los nifios con SIC estaba siginificativamente alterada en relacién con los

controles sanos (p=0.03)

La diferencia no fue significativa cuando se aplico el weighted UniFrac distances (PERMANOVA
test, p=0.2).

El UniFrac weighted y unweighted son dos distancias de uso comun construidas en el arbol

filogenético, estas distancias son eficientes para detectar especies diferenciales
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El unweighted UniFrac distances utiliza la diferencia del estado de presencia-ausencia de es-
pecies entre dos muestras para determinar la inclusién de una rama de arbol, mientras que
el weighted UniFrac distances utiliza la diferencia de la abundancia relativa (proporcién) de la

especie entre dos muestras para ponderar la rama.

Asi que el hallazgo que el unweighted UniFrac fuera significativo y el weighted UniFrac no,
sugirié que los taxones microbianos dominantes y subdominantes contribuyeron al agrupa-

miento. Figura 11y 12

Andlisis principal de unweighted and weighted UniFrac distancias

Blue dots: SBS, red dots: HC. SBS: Short bowell Syndrome

Andlisis principal de unweighted and weighted UniFrac distancias
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El analisis de diversidad alfa del microbioma mostré que los nifios con SIC tenian una diver-
sidad extremadamente baja segun los indices Chaol (prueba de Mann-Whitney, p = 0,0005,
riqueza) (Figura 13) El indice Chaol (diversidad) nos indica el nUumero previsto de taxones en
una muestra, mediante la extrapolacion de la cantidad de organismos raros que se pueden

haber perdido debido a submuestreo.

indice Chaol

Se analizo también el indice de Shannon (diversidad y abundancia) que informa sobre la me-
dida hibrida de la riqueza de una muestra y la uniformidad taxondmica en la muestra. (p =

0,0002, riqueza y uniformidad) (Figura 14).

Indice de Shannon
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Curiosamente aqui, los nifios con SIC mostraron una tendencia hacia una mayor carga mi-
crobiana estimada por la amplificacidon cuantitativa por PCR (qPCR) en comparacién con HC
(prueba de Mann-Whitney, p = 0,08). Figura 15

Carga microbiana estimada por la amplificacion cuantitativa por PCR

El andlisis de la composicién del microbioma en diferentes niveles taxonémicos se realizd
mediante el complemento ANCOM plugin of QIIME 2, que tiene en cuenta la estructura sub-
yacente en los datos y se utilizd para detectar diferencias en la abundancia media de taxones
microbianos en dos o mas poblaciones. Los nifios con SIC mostraron una abundancia significa-
tivamente mayor de Proteobacterias a nivel de filum y una menor abundancia de Faecalibac-
terium (Filum Fimicutes) y Coprococcus (Filum Fimicutes, clase clostridia) a nivel de género en

comparacion con controles sanos.

Entre el filum Proteobacteria, la familia Enterobacteriaceae que incluia los géneros Escheri-

chia y Citrobacter estaban muy presentes en nifios con SIC.

Ademas, E. coli se correlaciond positivamente con la carga microbiana (rho = 0,36, p = 0,049).
Figura 16, 17 y 18.
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Figura 16. Pacientes SIC y controles, andlisis taxondmico, composicion a nivel de filum

Figura 17. Andlisis taxdnomico mostrando filum proteobacterias,mucho mds abundantes en los pacientes
SIC
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Andlisis taxonomico mostrando filum fimicutes mds abundantes en los pacientes controles

como flora normal

Variabilidad del microbioma a lo largo del tiempo en pacientes con SIC

Para evaluar la variabilidad de la comunidad microbiana intestinal, se recolectaron muestras
fecales en diferentes momentos (2 a 4 momentos), coincidiendo con cambios clinicos o de
tratamiento en seis nifios de los 20 nifios con SIC. A nivel global puede apreciarse en la figuras

los cambios en la microbiota. Figura 19y 20
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Figura 19. Andlisis a nivel filum, de los 6 pacientes SIC

Figura 20. Andlisis a nivel género, de los seis pacientes SIC

0% 4
0%
30%
0% -
0% 4
0% 4
0% +
30%
0%
10% +
0%

S$BS.01.1 SBS.01.2 SBS.01.3 SBS.01.4 SBS.04.1 SB5.04.2 SBS.04.3 SBS.05.1 SBS.05.2 SBS.06.1 SB5.06.2 SBS.06.3 SB5.06.4 SBS.10.1 SB5.10.2 SBS.18.1 SBS.19.2

»

= Akkermansia = Bacteroides = Clostridium

= [Ruminococcus] mRikenellaceae;g_ m Streptococcus
® Enterococcus Enterobacteriaceae;_ Lactobacillus
m Bifidobacteriaceae; = Prevotella m Dialister

Clostridiales;_ ; = Sutterella = Blautia
mActinobacteria; ;. u Coprococcus = Roseburia
Escherichia = Veillonella = Fusobacterium

Es dificil realizar conclusiones mas especificas ya que son muy pocos pacientes, todos diferen-

tes y con muestras recogidas en momentos en los que es dificil determinar si ha sido un tiem-

po suficiente como para valorar cambios importantes en la flora. A continuacidn se describen

cuatro de estos pacientes realizando alguna reflexion sobre el analisis obtenido.

Paciente SIC1:

En este paciente se recogieron cuatro muestras, en la primera la paciente presentaba clinica

importante inflamatoria con Ulceras perianastomaéticas de posible origen multifactorial ( SIBO,

isquemia..), antes de realizar cualquier opcidn terapéutica, la segunda tras decidir dejar a la

paciente sin nutricién enteral, solo con NP al 100% de necesidades, la tercera combinando NP

y alimentacién oral y la cuarta tras dejarla con una nutricién enteral (NE) exclusiva (Resource

IBD®) a modo de NE como tratamiento de una Enfermedad inflamatoria intestinal y sin NP. En



»
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la figura se aprecian los cambios a nivel de analisis de filum, con NP para intentar disminuir
dibiosis, se aprecia un aumento de bacteroidetes, filum mds abundante junto con fimicutes
en la normalidad y en la cuarta muestra, tras un tiempo de NP y con una NE “antinflamatoria”,

hay una mayor diversidad y mas abundancia del filum fimicutes. Figura 21

Taxonomia a nivel de filum.

Paciente SIC 4:

En este paciente se recogieron tres muestras, una de ellas antes de la realizacién de una ciru-
gia de alargamiento, la segunda muestra tras un mes después de la intervencidn quirargica y
la tercera tras 6 meses de la intervencion. Entre la primer y la tercera muestra visulamente un

aumento de la diversidad y mayor proporcién del filum fimicutes. Figura 22

Taxonomia a nivel de filum.
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» Paciente SIC 5:

En este paciente se reflejan los cambios entre dos muestra, la primera con NE por SNG y la
segunda tras suspenderla NE por sonda. Se aprecia una flora mas cercana a la normalidad en

el nivel filum, con menos proteobacterias y mas fimicutes. Figura 23

Taxonomia a nivel de filum

» Paciente SIC 6:

En este paciente se puede apreciar en tres de las muestras los cambios, una de ellas antes de
iniciar el tratamiento con teduglutide, y las siguientes aproximadamente al mes y medio de
tratamiento. Tras el tratamiento se observa un aumento de fimicutes y disminucidn de proteo-

bacterias a nivel filum. Figura 24

Taxonomia a nivel filum
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Correlacion entre el microbioma y algunas caracteristicas de los pacientes
con SIC

Se evalué la posible correlacidn entre caracteristicas de los pacientes como género, tipo de
parto, semanas de gestacion, ingesta de antibidticos dos semanas antes de la recogida de la

muestra, semanas de gestacion y porcentaje de nutricion parenteral (NP).
En relacidn a estas caracteristicas estudiadas se encontraron las siguientes correlaciones:

Utilizando la prueba de rango de correlacién de Spearman, observamos que el nimero de
semanas de gestacién se correlaciond positivamente con Veillonella dispar (rho = 0,41; p =
0,03). Figura 25

Correlacion positiva entre Veillonella dispar y semanas de gestacion

Utilizando la prueba de rango de correlacion de Spearman, observamos que Escherichia (rho
=0,71, p = 0,0004) se correlacioné positivamente con la nutricidn parenteral y Blautia (rho =
0,65, p = 0,002) y Akkermansia municiphila (rho =-0,59, p = 0,005) se correlacionaron negati-

vamente con la nutricién parenteral. Figuras 26 y 27.
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Figura 26. Correlacion positiva entre Escherichia y NP

Figura 27. Correlacion negativa entre Blautia y Akkermansia municiphila y NP.
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No se encontro correlacion entre la longitud del colon, ni la presencia de valvula ileocecal y la
diversidad alfa.

En cambio si se encontrd una correlacion entre la NP y la alfa diversidad, los nifios que recibian
NP presentaban una alfa diversidad baja segln los indices de Chaol (p = 0.0019) y Shannon
(p=0.02) . Figuras 28 y 29.

Relacion entre el indice de Chaol y la presencia o ausencia de NP

Relacidn entre el indice de Sahnnon y la presencia o ausencia de NP
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DISCUSION

» En relacion a la muestra de pacientes con SIC

Los niflos con SIC que se incluyeron en el trabajo reflejan el tipo de pacientes tratados en la
Unidad de Rehabilitacién Intestinal del Hospital Universitariio Vall d’Hebrén en los ultimos diez
afios, asi podian ser pacientes de reciente diagndstico o bien pacientes de larga evolucién como
se observa en los rangos de edad ( 4 m-13,9 afios). Esto hace que el tipo de muestra no sea muy
homogénea, pero si ayuda a ver la evolucion de estos pacientes a lo largo del tiempo. Ademas,

la mayoria tienen en comun, que la reseccién intestinal se ha producido en el periodo perinatal.

Las variables analizadas de estos nifios han sido seleccionadas con la intencidn que pudieran
haber influido o determinado cambios en el microbioma, existen muchas otras series publicadas
de pacientes con SIC?, sobretodo en las publicaciones referidas a registros de nifios con NPD,
8182838 donde se describen diferentes caracteristicas (por ej. n2infecciones /1000 dias de catéter,
trombosis,etc) con el objetivo de mostrar la evolucidn clinica y de manejo de estos pacientes.

Las variables seleccionadas se han descrito en el trabajo para evidenciar de forma general como
el escenario clinico y manejo de estos nifios determina una microbiota intestinal disbidtica y al-
gunas de ellas se han intentado correlacionar con los hallazgos encontrados en el analisis de las

muestras de heces, teniendo en cuenta el condicionante que supone el tamafio de la muestra.

Se describen las variables recogidas a continuacion:

En cuanto a los antecedentes perinatales, 14 de los 20 nifios con SIC habian nacido de forma
prematura, de estos en 11 el parto fue cesdrea, 9 de ellos con un peso inferior a 1500 gra-
mos, el 25% de las madres habian recibido tratamiento antibiético durante el parto. Varios
estudios han demostrado que la microbiota intestinal de los recién nacidos prematuros
difiere de la de los recién nacidos a término sanos,®>°1% gdemds la disbiosis en pacientes
prematuros puede preceder a la ECN, que es una de las principales causas del SIC®®. El tipo
de parto influird en la microbiota del lactante, los recién nacidos de parto vaginal muestran
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una microbiota intestinal similar a la microbiota intestinal y vaginal de la madre®, no asi los

nacidos por cesarea, como eran mas de la mitad de nuestra muestra.

La exposicion prenatal y posnatal a antibidticos puede afectar la composicion de la microbiota

intestinal temprana en prematuros %%

En cuanto a la alimentacidn enteral el 70% la inicidé durante las primeras 24h de vida, el 80%
recibid una alimentacion mixta. En cuanto a los que habian iniciado la alimentacién comple-
mentaria, la mayoria lo hizo entre los 4-6 meses. Diversos estudios muestran que los recién
nacidos prematuros alimentados con leche de la madre desarrollan rapidamente microbiotas
intestinales que muestran una uniformidad creciente y aparentemente no se ven afectadas
por el modo de nacimiento o la edad gestacional al nacer!®, asi que la LM puede ser un factor
de proteccidn pese a la adversidad de la prematuridad y el tipo de parto. En nuestra muestra

la gran mayoria recibié alimentacién mixta y no exclusivamente materna.

Durante los primeros afios de vida se produce un aumento de la diversidad y funciones de
la microbiota, empezdndose a estabilizar a partir de los 5 afios %1% La microbiota del nifio
empieza a cambiar para parecerse a la del adulto cuando cesa la lactancia materna (no con
la introduccién de la alimentacién sélida). Se considera que el cese de la lactancia materna 'y
la transicion a alimentos sélidos mds variados provocan un aumento de la diversidad alfa de
la microbiota intestinal infantil. Ademas, el cambio de leche humana a leche de férmula (es
decir, bovina) también influye fuertemente en el desarrollo de la microbiota intestinal. Apenas
5 dias después del cese de la leche materna, se ha observado un aumento de las abundancias
relativas de los géneros Bacteroides, Blautia y Ruminococcus, entre otros, y una disminucién
de las abundancias relativas de Bifidobacterium, Lactobacillus y enterobacterias. Ademas, el
aumento de la diversidad bacteriana observado contribuye a los cambios funcionales, como
un aumento en los niveles totales de AGCC, en particular butirato .El cambio en la dieta de
alimentos exclusivamente a base de leche a alimentos sélidos induce el desarrollo de una
microbiota madura con genes responsables de la degradacidn de carbohidratos complejos,

almiddn y xenobidticos, asi como de la produccidn de vitaminas!®,

En relacidn a las caracteristicas propias del SIC, 15 de los 20 pacientes habia sufrido la resec-
cién intestinal en el primer mes de vida, en cuanto a las causas de dicha reseccion 11 fueron
ECN, 7 fueron por un vélvulo y 2 por GQ. La longitud media intestinal remanente de estos
nifios fue de 39,5 cm (7,5cm -100 cm), 13 de ellos tenian 40 cm o0 menos, 9 con la mitad del

colon o menos y 13 de ellos sin valvula intestinal, todos con colon en continuidad.

La enterocolitis necrotizante, el vélvulo intestinal, la atresia y la gastrosquisis son la etiologia
mas frecuente de los pacientes con SIC segln la mayoria de series publicadas en hospitales
de referencia,'®'% esas causas coinciden también en nuestra muestra. La etiologia del SIC es

una de las variables que influye en su evolucion y prondstico, asi como en las probabilidades
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de alcanzar la autonomia digestiva y poder retirar la NP. Asi la ECN se relaciona con una mejor
evolucién y mayor probabilidad de destete de la NP, posiblemente porque porque en el nifio
prematuro el intestino tiene mds potencial de crecimiento’. La microbiota posiblemente

evolucionara diferente con una retirada mdas temprana de la NP.

Asi la etiologia del SIC también es otro factor que influird posiblemente en las caracteristicas
de la microbiota, por ejemplo los nifios con gastrosquisis, a menudo nacen prematuros, sue-
len tener retraso de crecimiento intrauterino y requieren multiples intervenciones. Al nacer,
la mayoria de los nifios con gastrosquisis reciben antibiéticos profilacticos, no pueden iniciar
de forma temprana la alimentacion oral y requieren nutricidon parenteral, ademas presentan
dismotilidad de duracidn incierta que suele retrasar el avance de la NE. Como resultado desa-

rrollan disbiosis intestinal o un desequilibrio de la microbiota intestinal®,

En el caso del vélvulo, el nifio suele ser nacido a término y en muchos casos con unos anteceden-
tes perinatales normales (alimentacion, no AB, etc), pero también se ha observado que la isque-

mia intestinal suele ser un desencadenante para producir un desequilibrio de la microbiota®

En cuanto a la longitud intestinal, es uno de los factores que mas condiciona el prondstico y las
posibilidades de autonomia digestiva, el tiempo de adaptacion intestinal suele ser incierto y de-
pendera de muchos factores (nutrientes, factores de crecimiento, hormonas gastrointestinales,
etc).'*? Los pacientes con un remanente intestinal mas corto toleran menos cantidad de nutricidn
enteral y esto afecta directamente la composicion de la microbiota intestinal, ademas la NE es
un factor que estimula la secrecién de factores de crecimiento y hormonas que contribuyen a la
adptacion. La longitud remanente del intestino determina la necesidad de una NP prolongada y
una reduccion de los nutrientes enterales durante un periodo critico de crecimiento y desarrollo
normales. En algunos estudios publicados se comenta la hipdtesis que esto crea un entorno de
pseudo-hambruna dentro del intestino, que luego se coloniza con bacterias patdgenas que pue-
den alterar la barrera epitelial, promoviendo asi un estado inflamatorio crénico. Esto se asocia
con una disminucién de la sefializacion hormonal intestinal que interrumpe auin mas el proceso
de adaptacién. Se considera que las proteobacterias y otras bacterias proinflamatorias pueden
desempeniar un papel en la alteracién de la barrera epitelial intestinal, lo que permite la translo-
cacioén bacteriana y la regulacidn positiva de las moléculas proinflamatorias que contribuyen a un
estado crénico de inflamacién de bajo nivel.1** 114 Asj en |a literatura se describe un aumento de
la inflamacion sistémica en asociacion con Proteobacteria, con niveles elevados de IL-8. Sin em-
bargo, con el aumento gradual de la adaptacidn intestinal y la tolerancia enteral, el microbioma

puede volver a la normalidad, lo que a su vez puede mitigar estas consecuencias metabdlicas!®®.

En nuestra muestra, 13 de los pacientes tenian 40 cm o menos, y seisé de ellos 20 cm o
menos, por lo que lo descrito en la literatura, es lo que probablemente observamos en los
resultados, son o han sido mas dependientes de NP y la mayoria muestra un aumento de pro-

teobacterias en el analisis de las heces, el nivel de inflamacién se ha podido constatar en los
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algunos pacientes que presentaban aumento de la calprotectina fecal, pero no en parametros
en sangre tipo PCR, probablemente es necesaria la determinacidn de otros pardametros mas
especificos, citocinas.

En relacidn al colon, lo descrito en la literatura son las diferencias de tipo de microbiota en
funcién de presencia o ausencia de colon. Comunmente se ha descrito que la diversidad de
las poblaciones microbianas a lo largo del tracto gastrointestinal diferia de un tramo a otro del
mismo, gradualmente en aumento en diversidad y concentracidn seguin se avanza por el tubo
digestivo hasta el colon donde se estima que habitan en torno al 70% de todas las bacterias
del cuerpo humano?®. Todos nuestros pacientes tenian colon en continuidad, si que diferian
en su logitud, algunos de ellos solo tenian sigma, otros mitad o todo. Se sabe que el colon
juega un papel muy importante, algunos estudios en adultos han demostrado que el colon
se convierte en un érgano de absorcién de energia, el mismo proceso de adaptacion se ha
demostrado en nifios'"’. Se observd que para obtener la misma tasa de absorcion (70% de las
calorias ingeridas), se necesitaba una longitud del intestino delgado cuatro veces menor en
caso de presencia de colon completo en comparacidn con ningun colon. Por el contrario, para
la misma longitud del intestino delgado, la tasa de absorcién promedio predicha fue el doble
en los niflos con colon preservado en comparacion con los nifios sin colon. Esto tiene impor-

tantes implicaciones clinicas que posibilitan, o no, el destete de la nutricién.

Se han desarrollado varios conceptos a lo largo de los afos, pero solo con el advenimiento de
la microbiota como marcador clave se puede comprender mejor los mecanismos de adapta-
cion. La microbiota es un elemento clave para que el colon se convierta en un érgano “absor-
bente de energia”. En primer lugar, mediante el proceso de fermentacion de carbohidratos
malabsorbidos: algunas bacterias son capaces de fermentar carbohidratos y convertirlos en
acidos grasos de cadena corta como butirato, propionato y acetato. Pero también juegan un
papel en la estimulacién de la mucosa coldnica y en la liberacién de factores de crecimiento
como el GLP-2. Ademas, el descubrimiento en curso de la microbiota intestinal ha revelado
gue algunas bacterias eran capaces de producir inhibidores de la dipeptidil peptidasa (los mis-
mos que se utilizan en la practica clinica en la diabetes mellitus) que evitan la degradacion de
GLP-2 y GLP-1 por parte de la dipeptidil peptidasa 4. Entonces se hace evidente que el colon
como huésped y 6rgano, y la microbiota como érgano con una nueva funcidn, estan trabajan-
do juntos para preservar el ecosistema individual y su capacidad de automantenimiento como
huésped. Que esta cooperacién sea suficiente depende de varios otros factores, como la ca-
pacidad del individuo para alimentarse a si mismo para proporcionar energia a las bacterias,
de los médicos para evitar recetar antibidticos que destruyan el equilibrio de la microbiota y
de la propia microbiota que puede exceder su capacidad de funcidn beneficiosa mediante la
produccidn de sustancias toxicas que conducen a complicaciones como la acidosis D-lactica®.
Asi en la literatura queda claro la importancia del colon en cuanto a adaptacién y microbiota,
pero no existen estudios publicados que relacionen la longitud del colon con diferencias en la

microbiota intestinal, en nuestros resultados no encontramos correlacién entre el la longitud



VII. DISCUSION

del colon y dieferencias en la microbiota, quizds si hubiéramos tenido un grupo de pacientes
sin colon como en otras series publicadas si que ese grupo nos habria podido mostrar una

correlacién en relacidn a la presencia, ausencia de colon.

A seis de los 20 pacientes se les habia realizado una cirugia de alargamiento intestinal tipo STEP,
no existen referencias en la literatura que analicen la microbiota en pacientes antes y después
de este tipo de cirugia, pero si de forma indirecta se puede hipotetizar que se deben producir
cambios. Todos los pacientes que son candidatos a un STEP presentan dilatacion intestinal (>3
cm), la dilatacién intestinal se relaciona con malabsorcién (por pérdida de contacto de los nu-
trientes con las vellosidades intestinales), dismotilidad y sobrecreciemiento bacteriano, por lo
que es ldgico pensar que en situacion de dilatacion existe mas disbiosis que puede mejorar tras
una cirugia de alargamiento!®®. En cuanto a nuestra muestra 15 de nuestros SIC presentaban

dilatacion intestinal lo que favorece que probablemente tengan mas alteracién de la microbiota.

En relacion al sobrecrecimiento bacteriano, 16 presentaban clinica y 4 de ellos habia sufrido
algun episdodio de acidosis D- lactica, asi que 15 de los 20 pacientes habian recibido pautas
de decontaminacién inestinal con diversos antibidticos y 11 de ellos también habian recibido

tratamiento con probidticos.

Una de las presuntas consecuencias de la disbiosis de la microbiota intestinal en pacientes con
SIC es el sobrecrecimiento bacteriano del intestino delgado.

Se cree que los factores de riesgo para el sobrecrecimiento bacteriano incluyen aclorhidria gas-
trica potencialmente por el uso prolongado de inhibidores de la bomba de protones, alteracién
de la motilidad intestinal y aumento de niveles de sustancias no absorbidas dentro del intestino.

Independientemente de la causa, el SIBO puede provocar varios problemas, incluidos malab-

sorcidn, translocacidn bacteriana y acidosis D-lactica.

La acidosis D-lactica ocurre en algunos pacientes cuando no se absorbe los carbohidratos y las

bacterias intestinales producen acido D-lactico como subproducto.

Los objetivos del tratamiento para SIBO son no lograr la esterilizacion intestinal sino reducir el
numero de bacterias patdgenas y restaurar bacterias comensales. Esto generalmente se hace
con un ciclo de antibidticos de 7 a 14 dias que tiene como objetivo apuntar a anaerobios y ae-
robios, con una mejoria esperada en los sintomas en 1-2 semanas. Cuando se analiza la micro-
biota en nifios con SIC y sintomas de sobrecrecimiento bacteriano tanto antes como después
de la terapia con antibidticos, se ha encontrado que habia en realidad una disminucidén en la
abundancia de clostridios antiinflamatorios beneficiosos y un aumento de Proteobacterias
inflamatorias después de completar una semana de antibidticos?°. De hecho en un estudio
publicado recientemente, se estudiod la influencia del tratamiento antibidtico durante los ci-

clos de decontaminacidn intestinal clasicos y se observé que durante el periodo libre de AB
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existia una abundancia de Proteobacterias y Firmicutes. La composicidon de Proteobacterias,
especialmente E. coli, aumentd con antibidticos profilacticos, mientras que la composicidn
de Firmicutes disminuydé. Ademds de la alteracidn en las especies predominantes, este estu-
dio encontré que Akkermansia muciniphila, perteneciente a el filum Verrucomicrobia, estuvo
presente solo en condiciones libres de antibidticos. Esta especie tiene un papel importante en

mantener la barrera intestinal y la homeostasis de las funciones metabdlicas.'*

Al correlacionar todos estos datos con nuestros resultados, coinciden en la abundancia de
Proteobacterias observadas en el analisis de las heces, siendo la familia Enterobacteriaceae
que incluye el género Escherichia una de las mas presentes, representando E. coli gran parte
de la mayor carga bacteriana de nuestros pacientes con SIC. Ademas observamos una correla-
cién positiva entre Akkermansia muciniphila y los pacientes que ya no eran dependientes de

NP y que se les supone menor disbiosis.

Todo estos resultados nos deberian hacer reflexionar sobre el beneficio del tratamiento AB en

estos pacientes.

Para intentar compensar el efecto del tratamiento con AB se propone el uso de ciclos de tra-
tamiento con probidticos combinados para restablecer la flora comensal, asi 11 de los pacien-
tes con SIC habia recibido algun probidtico, en forma de Saccharomyces boulardi o Lactobacillus
rhamnosus Aunque la idea de usar probidticos como un medio para alterar o restaurar una micro-
biota saludable es atractivo, los efectos de los probidticos no son uniformemente predecibles. Los
estudios en modelos animales y humanos han demostrado que los probidticos pueden reducir la
duracién y la gravedad de la diarrea aguda asociada a antibidticos, pueden mejorar los sintomas
en pacientes con sindrome del intestino irritable. Sin embargo, el efecto directo que los probié-
ticos pueden tener sobre la microbiota en cada uno de estos entornos clinicos no es totalmente
claro y algunos estudios recientes sugieren que los probidticos pueden tener poco efecto’??. Se
ha observado que inicialmente hay enriquecimiento fecal con el probiético pero no se mantiene
después de suspenderlo. De manera similar, en un estudio reciente en nifios con SIC, se vio un
cambio variable en la abundancia relativa de Lactobacillus en muestras de heces al final de la
terapia, pero no significativo y ademas no hubo ningln cambio en la clinica de los pacientes!?

Asi en nuestra muestra a pesar que mas de la mitad de los pacientes habian recibido probié-

ticos, posiblemente no afecté la evolucién de la disbiosis que presentan los pacientes con SIC.

Ademas de tratamiento con AB y probidticos estos pacientes suelen recibir inhibidores de la bom-
ba de protones, de hecho de los 20 SIC en el momento del estudio lo recibian 18. La indicacion de
IBP en el paciente con SIC solo es en la fase de hipergastrinemia tras la reseccion intestinal, pero
en muchas ocasiones ya sea por clinica digestiva, o por sangrado digestivo o por la concomitancia
de otros tratamientos el paciente lo sigue recibiendo. Todo y las posibles indicaciones el hecho que
el 90% de los pacientes precisaran de IBP parece excesivo y probablemente la indicaciéon podria
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ser cuestionable, teniendo en cuenta que el tratamiento con IBP se relaciona con mas sobrecreci-

miento bacteriano.'?*1%

En relacién a las infecciones de catéter, la mitad de los pacientes habia tenido mas de dos
infecciones de catéter en el momento del estudio, ello representa que todos esos pacientes
probablemente habian recibido tandas de AB endovenosos de amplio espectro. Las infeccio-
nes de catéter son un desafio importante en el manejo de estos pacientes, requieren terapia
AB frecuente con consecuencias mal definidas para la flora intestinal. En una publicacion re-
cientes se ha estudiado la asociacion entre la disbiosis intestinal provocada por los AB y la
presencia de patobiontes, bacterias comensales no patdgenas que en condiciones de disbiosis
pueden provocar patologia, en este caso translocacion bacteriana e infeccidn de catéter.!?®

Otra de las variables recogidas fue la hepatopatia que pueden presentar estos pacientes, la etio-
logia del IFALD no es del todo bien conocida y lo que si se sabe es que es multifactorial, por toxi-
cidad de componentes de la NP ( principalmente lipidos), prematuridad, episodios frecuentes de
infecciones de catéter, sepsis recurrentes, por aumento de la permeabilidad intestinal, la propia
respuesta inmunitaria del paciente, pero también por disbiosis ( sobretodo aumento de proteo-
bacterias). Asi esta variable mas que un factor de riesgo para la disbiosis, refleja de forma indirecta
gue el paciente pueda tener mas alteracion de la microbiota. En nuestra serie 2 pacientes presen-

taban hepatopatia (SIC12 y SIC 20), ambos pacientes con tiempos muy prolongados de NP.

SIC 20 con NP en el momento de inclusién en el estudio (8,7 afios de NP, 100 % de su vida),

muestra una microbiota mayoritariamente abundante en proteobacterias.

SIC 12 sin NP en el momento de la inclusidn, pero habia estado 11,4 afios con NP (86% de su
vida), muestra una microbiota alterada pero con menos proporcién de proteobacterias, posi-

blemente efecto de la retirada de la NP.

En cuanto a la determinacién de calprotectina fecal, se analizd en 12 de los pacientes, en 3 de
ellos era superior a 200 pgr /gy de ellos 2 tenian una PCR en sangre con valores > a 0,1 mg/dL. La
calprotectina es una proteina cuya determinacion en heces se utiliza como indicador de inflama-
cion intestinal, sobre su uso en el SIC existen pocas publicaciones, ya que suele ser un grupo de
enfermos muy heterogéneo, por lo que no se conoce muy bien el cut-off que nos podria indicar el
grado de inflamacién de la mucosa inestinal o su afectacién y su posible utilidad en el seguimiento
de estos pacientes. El interés de realizarla en estos pacientes es su extrapolacién a otras enfer-
medades digestivas en las que existen mas estudios y estd mejor definido su utilizacién, como la
enfermedad inflamatoria intestinal*¥’. También existen publicaciones sobre calprotectina y SIBO
128129 qye se asemejarian a la situacion del paciente SIC. Asi el interés de su determinacion en el SIC

seria si aumentos de calprotectina nos podrian orientar sobre el grado de disbiosis.

Los tres pacientes con niveles elevados de calprotectina, tenian ademas sangre en heces, 2 de ellos
tenian afectacidn de la mucosa intestinal (SIC1, SIC 4), ulceras perianastomoticas por endoscopia.
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El andlisis de heces de los dos en los que se observo afectacion de la mucosa, se observd una mi-
crobiota alterada con un predominio de Verrucomicrobia. Aumentos del filum Verrucomicrobia se
han descrito en pacientes que han sido sometidos a tratamientos tandas de antibidticos de amplio
espectro. Coincide en los dos pacientes que ambos pensando en el posible SIBO como causa de las

Ulceras, han recibido durante tiempos prolongados pautas de tratamiento antibiético*°.

Es evidente la necesidad de mas estudios sobre la calprotectina fecal y su utilidad en el SIC, asi

como su posible correlacidn con la disbiosis.

En cuanto a comorbilidades destacar que 1lonce de ellos tenian afectacion neuroldgica en
forma de alteracion del neurodesarrollo, retraso cognitivo o dificultad en el aprendizaje, 9
de ellos habian sido prematuros y uno de ellos habia que no habia sido prematuro habia pre-
sentado episodios repetidos de acidosis D-Lactica. Estos datos coinciden con otras series de
publicaciones recientes®, por ejemplo un estudio canadiense del 2020 donde casi la mitad
de los nifios con fallo intestinal tenian deterioro cognitivo o una discapacidad de aprendizaje
cuando se les evalud entre las edades de cuatro y ocho afios®*?. Los factores de riesgo incluye-
ron prematuridad, episodios sépticos recurrentes, duracion de los ingresos en el primer afo,

ECN e hiperbilirrubinemia conjugada sostenida en el primer afio, intervenciones quirurgicas.

Es importante realizar la reflexion sobre el grado de implicacidon que también puede tener la
disbiosis en la afectacién neuroldgica, ya que aunque no existen estudios todavia que lo de-
muestren en el SIC, si hay cada vez mas publicaciones en relacion al gut-brain axis y su impli-
cacion en otras patologias neuroldgicas como el autismo?®. Es bien sabido que la microbiota
intestinal afecta las funciones fisioldgicas, conductuales y cognitivas del cerebro, aunque su
mecanismo preciso aun no se ha entendido por completo®*.

Como resumen de esta primera parte de la discusion, decir que la mayor parte de los datos
recogidos de nuestra muestra de pacientes con SIC ( prematuridad, parto por cesarea, lactancia
artificial, reseccién perinatal, etiologia del SIC, anatomia remanente, dilatacién, SIBO, NP prolo-
gada, infecciones de catéter y tratamientos) han sido factores de riesgo importantes y han crea-
do un escenario “demasiado favorable” para modular el desarrollo de una microbiota intestinal

alterada en estos pacientes.

En relacion a la microbiota

El estudio demuestra que la microbiota de los pacientes con SIC es diferente de los controles
sanos, asi como en otros estudios previos publicados estos resultados sugieren que la resec-
cién del intestino delgado induce disbiosis intestinal grave. Muchos pacientes con SIC son por
una causa que requiere la reseccion en el periodo neonatal que es claramente un momento

de transicién microbiana intestinal significativa y de vulnerabilidad.

La cirugia va asociada a periodos de ayuno, antibiétios, y ademas el propio procedimiento induce

cambios en la microbiota por exposicién del lumen intestinal a oxigeno e interrupcién temporal del
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flujo sanguineo. Los cambios anatdmicos, la interrupcion de la circulacion enterohepatica, la de-
pendencia de la NP durante largos periodos de tiempo con una ingesta enteral variable, el transito
intestinal rapido que genera la llegada de nutrientes sin digerir y las complicaciones como infeccio-
nes de catéter que requeriran tratamientos antibidticos, son entre otros, factores que contribuyen
en estos pacientes a la adquisiciéon de una microbiota alterada, disbiosis, cuyas consecuencias a

largo plazo no se comprenden completamente.

En el andlisis de la microbiota en estos pacientes al compararlos con los controles, uno de los
primeros hallazgos observados es la menor diversidad, en beta diversidad, que compara la
cantidad de especies diferentes entre dos comunidades. Y también se observa una menor di-
versidad alfa (indice Shannon y Chao1), es decir, la riqueza de especies bacterianas en un mis-
mo lugar, que es otra propiedad descrita en la microbiota disbidtica asociada a enfermedad.
Estos resultados son congruentes con los datos publicados previamente por otros autores en
estudios similares en pacientes con intestino corto y su comparacion controles sanos. 135136

También se ha evidenciado en multiples patologias como la ElI**® o |a diabetes tipo 1'%, en-
tre otras. Aun asi, también se disponen de multiples ejemplos de que una mayor diversidad
no siempre implica una mayor salud intestinal, como en el caso de pacientes diagnosticados
de sindrome del intestino irritable y, en los cudles, se ha evidenciado una mayor diversidad
respecto controles sanos*!. También, hay que tener en cuenta que la diversidad alfa es un
pardmetro influenciado por multiples factores, como la hora o estacidn en la que se analiza la
microbiota. Ademas, las discrepancias entre los diferentes indices utilizados para medir esta
diversidad dificultan aun mas las comparaciones entre estudios.

En cuanto a la composicidn los nifios con SIC mostraron una abundancia significativamente
mayor de Proteobacterias a nivel de filum y una menor abundancia de Faecalibacterium (Fi-
lum Fimicutes) y Coprococcus (Filum Fimicutes, clase clostridia) a nivel de género en compa-
racion con controles sanos. Entre el filum Proteobacteria, la familia Enterobacteriaceae que

incluia los géneros Escherichia y Citrobacter estaban muy presentes en nifios con SIC.

De nuevo este hallazgo es el mismo al encontrado en otras series!**!3¢137 donde se describe
que los pacientes con intestino corto tienden a tener un aumento de Enterobacteriaceae que
pertenece al filum de las Proteobacterias (especialmente en los nifios dependientes de NP y
en lo que tienen hepatopatia) y que se sabe que estas actian como proinflamatorias. En cam-
bio la disminucidn de las bacterias Clostridia pertenecientes al filo Firmicutes realizarian una
accion antiinflamatoria.

Los clostridios son importantes para la induccién de células T reguladoras coldnicas que amor-
tiguan inflamacioén en el intestino y para promover la motilidad intestinal. Asi hay una crecien-
te evidencia de que algunos grupos de bacterias, especificamente ciertos Clostridia (Clostridia
no patégeno) actuarian como antiinflamatorios, mientras que las Enterobacteriaceae serian

proinflamatorias. Ademas también regulan la produccidn de acidos grasos de cadena corta,
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especificamente butirato, que esta involucrado en muchas vias de la homeostasis intestinal,
incluida la utilizacidn de energia y la integridad de la mucosa. El butirato y otros acidos grasos
de cadena corta son absorbidos por el colon y son una fuente importante de calorias adicio-

nales en pacientes con SIC que tienen un colon en continuidad.

Todos estos hallazgos se han observado también en pacientes adultos, donde al tener mues-
tras con mas pacientes han podido comparar y observar también diferencias en cuanto a di-
versidad y composicién en funcion de la anatomia, asi la preservacién del yeyuno comportaria

por ejemplo una mayor diversidad*2.

También se ha descrito este aumento de proteobacterias en otras enfermedades como EIllI*® y
la diabetes tipo 1°®

En los resultados también encontramos que los nifios con SIC mostraron curiosamente una
tendencia hacia una mayor carga microbiana estimada por la amplificacién cuantitativa por
PCR que se correlaciond con Escherichia Coli, esto quizas se podria explicar porque la mayo-
ria de ellos tenian SIBO. De forma general el SIBO se atribuye al aumento bacterias aerobias
y anaerobias gram negativas que normalmente se encuentran en el colon y que fermentan

carbohidratos en gas (E. coli, Enterococcus spp., Klebsiella pneumonia y Proteus mirabilis) **

En cuanto a los cambios encontrados en la composicién en los pacientes en los que se pudo
recoger mas de una muestra coincidiendo con los cambios clinicos o de tratamiento podemos
observar de forma general como las intervenciones dirigidas a disminuir la inflamacion y opti-
mizar la absorcidn se reflejan en la microbiota. Asi en dos de los pacientes observamos que el
cambio a una dieta enteral de tipo “antinflamatorio” como en la Ell o |a realizacién de un STEP,

disminuyendo la dilatacién, aumentan la diversidad y el filum Fimicutes.

Es curioso como en un tercer paciente el simple cambio de suspender la NE a través de sonda
nasogastrica y realizar una alimentacién exclusiva oral, mejora también la disbiosis, dismi-
nuyendo la proporcién de proteobacterias. En el manejo del SIC en muchas ocasiones existe
la controversia del posible beneficio de completar la NE por boca con una SNG. Cuando el
paciente es incapaz de realizar una ingesta suficiente, ya sea por aversidon o problemas neu-
rologicos, el beneficio es claro. Pero si el paciente realiza una adecuada ingesta oral, suele ser
mas fisioldgico mantenerlo con dieta oral exclusiva, ya que ademads de secretarse hormonas
gue ayudan a la adaptacién intestinal, el nifio es capaz de calibrar mejor su tolerancia y no

producir un overfeeding que suele empeorar o causar SIBO.

Destacar también el paciente que habia recibido teduglutide (analogo del GLP-2, que aumenta
las vellosidades intestinales mejorando la absorcion) en la primera muestra recogida al poco
tiempo de iniciar el tratamiento, ya puede observarse un aumento de la diversidad microbia-
na. Este tratamiento de reciente uso en estos pacientes representa un avance en el manejo y
evolucion del SIC.
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Por ultimo se evalud la posible correlacion entre algunas caracteristicas de los pacientes como
género, tipo de parto, semanas de gestacion, ingesta de antibidticos dos semanas antes de la
recogida de la muestra, semanas de gestacion y porcentaje de nutricién parenteral (NP).

Entre las correlaciones que se encontraron se observo:

En cuanto a la NP, hay una correlacién positiva entre Escherichia y los pacientes que reciben la
nutricion parenteral y una correlacién negativa entre Blautia ( clase clostridia) y Akkermansia

municiphila ( Filum Verrucomicrobia) y los pacientes que ya no recibian NP.

También observamos que los pacientes con NP tenian una menor alfa diversidad que aquellos

gue ya no dependian de NP.

La abundancia de proteobacterias, la disminucion de Fimicutes y la menor diversidad se han
asociado en la mayoria de estudios publicados hasta ahora, tanto en adultos como en nifios
a la dependencia de la NP. En uno de los estudios pedidtricos ademas se pudo observar que
cuanto mas corto es el intestino remanente (<35cm), mds proporcién de proteobacterias.

De hecho cuanto menos longitud intestinal, generalmente hay mds dependencia de NP. Micro-
biomas intestinales con mayor abundancia relativa de Firmicutes tienen mas vias bacterianas
involucradas con la glucdlisis, la gluconeogénesis y la sintesis de ATP. Del mismo modo cuanta
mas NE recibe el paciente, menos proporcion de proteobcaterias. Asi en algunos estudios se
ha relacionado un estado nutricional inadecuado con una depleccion del filum Fimicutes en
especial de Lacatobacilli spp, es decir mas disbiosis!*’. En nuestra muestra no lo hemos podido
correlacionar, ya que mas de 80% de los pacientes estaba bien nutrido, y dos Unicamente que
tenian un IMC < 2 DE posiblemente era por otras comorbilidades.

Afadir que Akkermansia municiphila del filum Verrucomicrobia es una bacteria degradadora de
la mucina de donde extrae su principal fuente de nutrientes. A. muciniphila se ha relacionado
con la salud intestinal, se adhiere al epitelio intestinal y aumenta la integridad de la capa de en-

terocitos in vitro, lo que sugiere que posee capacidad para fortalecer la barrera intestinal.

Por Ultimo encontramos también una correlacidon positiva entre las semanas de gestacidn y la
especie Veillonella dispar, pero no hemos hallado datos al respecto, sobre esta especie solo
hay alguna publicacién sobre su posible capacidad inmunomoduladora en algunos escena-
rios***, lo que como final, deja en evidencia las limitaciones que aun existen en el conocimien-
to de la microbiota, el concepto de dibiosis y su relacidn con la etiologia o consecuencia en

algunas enfermedades.

Un mayor conocimiento de la microbiota intestinal nos puede ayudar a entender mejor su
papel en la evolucion del paciente con sindrome del intestino corto y valorar posibles futuras

acciones terapéuticas.
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PUNTOS FUERTES Y DEBILES

» Entre los puntos débiles del trabajo destacar:

El pequeiio tamafio de la muestra hace que sea imposible realizar un adecuado estudio

estadistico.

Los pacientes son muy heterogéneos, en edad, diagndstico, longitud intestinal, anato-
mia, tiempo de evolucidn, etc lo que dificulta hacer grupos comparativos, correlacionar

variables y crea ademas muchos factores de confusion.

Todos los pacientes tenian colon en continuidad asi que no ha sido posible ver la dife-

rencia entre ausencia o presencia de colon.

Otro posible factor de confusidon podria ser que algunos pacientes habian recibido tra-

tamiento antibidtico antes de la recogida de la muestra.

El estudio ha abordado la disbiosis solo desde el punto de vista taxonédmico y no desde
un punto de vista funcional, para ello seria necesario técnicas de transcriptomica y me-

taboldmica.

Los hallazgos encontrados solo pueden ser sugestivos no confirmatorios.

» Entre los puntos fuertes destacar:

A pesar de ser una muestra pequefa, el nUmero de pacientes es similar o mayor a los

pocos estudios que hay publicados en pediatria.

El hecho que los pacientes tengan diferentes edades refleja la evolucién clinica en el

tiempo de este tipo de nifios.

Todos los pacientes incluidos en el estudio han sido seguidos en toda su evolucién, des-
de el periodo neonatal por el equipo investigador.

A pesar de ser una muestra heterogénea refleja el real world de la microbiota en este

tipo de pacientes.












LINEAS DE ESTUDIO FUTURAS

»

»

»

»

Prevencion en el manejo clinico

Si bien la anatomia intestinal ciertamente juega un papel importante en la disbiosis intestinal
observada, el manejo clinico también puede inducir cambios en la microbiota intestinal. Asi
habra factores que no podamos modificar, pero si podemos incidir sobre otros para no alterar

mas la microbiota, sobretodo controlando las pautas de antibidticos.

Estudio de la microbiota tras tratamiento con Teduglutide

La aparicion del teduglutide como tratamiento para estos pacientes representa un cambio en su
evolucién y en la prevencidn de complicaciones, por lo gue probablemente mejorara el desarro-
llo de su mirobiota, no existen estudios al respecto, por lo que seria de interés poder realizar un

estudio metacéntrico ya que auln el nimero de pacientes tratados a nivel nacional son pocos.

Administracion de Probidticos

Una estrategia terapéutica obvia para el SIC seria administrar las bacterias beneficiosas apro-
piadas (probidticos). Sin embargo, debido a que los efectos especificos de las especies mi-
crobianas pueden impulsar distintas respuestas y fenotipos del huésped, sera fundamental

identificar especies candidatas especificas para estudios posteriores.

Trasplante fecal

Una consideracion terapéutica final es el trasplante microbiano fecal (TMF). El TMF es un
proceso en el que las bacterias intestinales sanas de un donante examinado se infunden direc-
tamente en el intestino enfermo. Actualmente esto se utiliza principalmente para pacientes
adultos con recurrente Infecciones por Clostridium difficile como alternativa a los antibidticos.
El TMF también se ha utilizado para nifios con colitis ulcerosa refractaria donde se conoce la
disbiosis de la microbiota intestinal jugar un papel importante con un vinculo a las deficiencias
en Lactobacillus y Fecalibacterium. Y también en el caso del SIC existen casos publicados con
éxito de pacientes con acidosis D- lactica. Asi que puede considerarse una posible terapéutica

en pacientes con disbiosis grave.
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CONCLUSIONES

Los pacientes pedidtricos con SIC tienen una microbiota diferente a la de los nifios sa-
nos, sugiriendo que la reseccién del intestino delgado induce una intensa disbiosis in-

testinal.

Los posibles factores que contribuyen a esta disbiosis son: tipo de parto, semanas de
gestacidn, etiologia de la reseccion, longitud intestinal remanente, anatomia remanen-
te, dependencia de la NP durante largos periodos de tiempo, dilatacion intestinal, infec-
ciones de catéter y tratamientos habituales como inhibidores de la bomba de protones

y antibioticos.

Los nifios con SIC tienen una menor diversidad y riqueza en la microbiota que los con-

troles sanos.

Los nifos con SIC tienen significativamente mas Proteobacterias, que son consideradas
proinflamatorias, y menos Fimicutes, que son uno de los filum mds abundantes en los

controles sanos.

Uno de los factores que mas se correlaciona con esta menor diversidad y alteracién de
la composicidn es la dependencia de la nutricidn parenteral, que refleja la gravedad del

fallo intestinal.

Las alteraciones en la microbiota pueden provocar complicaciones, como el sobrecreci-
miento bacteriano y la inflamacién mucosa mantenida, que dan lugar a una prolonga-

cion de la necesidad de nutricidn parenteral con los riesgos que ello conlleva.
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Hoja de informacion para el paciente

Proyecto de investigacion:

“Caracterizacién microbiota intestinal en pacientes pediatricos con sindrome de intestino

corto y estudio variabilidad inter e intraindividual”.

Investigador principal: Dra. Susana Redecillas Ferreiro
Servicio Gastroenterologia, Hepatologia, Soporte Nutricional y Trasplante Hepatico Pediatrico

Objetivos: Le solicitamos su participacion en este proyecto de investigacién cuyo objetivo
principal es profundizar en el conocimiento de factores de la microbiota intestinal que puedan
influir en la enfermedad del Sindrome del Intestino Corto.

Beneficios:Es posible que de su participacion en este estudio no se obtenga un beneficio di-
recto. Sin embargo, la identificacion de posibles factores relacionados con Sindrome del In-
testino Corto podria beneficiar en un futuro a otros pacientes que la sufren y contribuir a un

mejor conocimiento y tratamiento de esta enfermedad.

Procedimientos del estudio:

Si decide participar:

- Se realizara una historia clinica.

- Recogida de muestra de heces en el domicilio.

- En caso de que el participante tenga indicacidn de realizarse una endoscopia intestinal por
un motivo diferente a este estudio, durante el mismo procedimiento se recogera una muestra

de mucosa del colon.

Proteccion de datos personales:

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, los datos perso-
nales que se obtengan seran los necesarios para cubrir los fines del estudio. En ninguno de los
informes del estudio aparecera su nombre, y su identidad no sera revelada a persona alguna sal-

vo para cumplir con los fines del estudio, y en el caso de urgencia médica o requerimiento legal.
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Cualquier informacién de caracter personal que pueda ser identificable sera conservada por
métodos informaticos en condiciones de seguridad por la doctora Susana Redecillas Ferreiro,
o por una institucidn designada por ella. El acceso a dicha informacion quedara restringido al
personal del proyecto de investigacidon, designado al efecto o a otro personal autorizado que

estard obligado a mantener la confidencialidad de la informacion.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales; asimis-
mo, y si esta justificado, tiene derecho a su rectificacidn y cancelacidn. Si asi lo desea, deberd

solicitarlo al médico que le atiende en este estudio.

De acuerdo con la legislacion vigente, tiene derecho a ser informado de los datos relevantes
para su salud que se obtengan en el curso del estudio. Esta informacidn se le comunicara si lo

desea; en el caso de que prefiera no ser informado, su decisidn se respetara.

Si necesita mas informacidn sobre este estudio puede contactar con el investigador principal
o la Dra. Vanessa Cabello Ruiz de la Unidad de Gastroenterologia, Hepatologia y Soporte Nu-
tricional Pedidtrico Tel. 93 489 48 68

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si decide no participar recibira todos
los cuidados médicos que necesite y la relacién con el equipo médico que le atiende no se

vera afectada.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARTICIPANTES MAYORES
DE 12 ANOS

Titulo del estudio: CARACTERIZACION MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON SIDNROME DE INTESTINO CORTO Y ESTUDIO VARIABILIDAD INTER E INTRAINDIVIDUAL.

Yo,
(nombre y apellidos del participante )

En presencia de mis padres o representantes legales,

(nombre y apellidos del padre, madre o representante legal)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He hablado con: Dr/Dra.

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fechay firma Fechay firma Fechay firma

del participante del representante legal del investigador
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARTICIPANTES MENORES DE 12 ANOS

Titulo del estudio: CARACTERIZACION MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON SIDNROME DE INTESTINO CORTO Y ESTUDIO VARIABILIDAD INTER E INTRAINDIVIDUAL.

Yo

(nombre y apellidos del padre, madre o representante legal)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He hablado con: Dr/Dra.

Comprendo que la participacion es voluntaria.

Comprendo que se puede retirar del estudio:
1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para que ,

(nombre y apellidos del participante)
de quien soy representante legal, participe en el estudio.

Fechay firma Fechay firma

del representante legal del investigador
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HOJA DE RECOGIDA DE DATOS PARA LA CARACTERIZACION
MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES PEDIATRICOS CON
SINDROME DEL INTESTINO CORTO Y ESTUDIO VARIABILIDAD INTER E
INTRAINDIVIDUAL

HOJA DE DATOS PACIENTES SINDROME INTESTINO CORTO

| EPIDEMIOLOGIA
Nombre: Apellidos:
Fechanacimiento: __ /[ Edad Sexo: o Mujer o Hombre
Etnia Lugar nacimiento
Hermanos o Sic No Colegio/guarderia oSi oNo
Peso_ Kg Talla m IMC

\ ANTECEDENTES PERINATALES
Antibioticomaterno oSi o No
Semanas gestacion ___~ PN ____ gr Tipo parto: o Cesarea o Vaginal
Inicio nutricién enteral
Lactancia o Materna o Mixta o Artificial Edad STOP materna:
Inicio Beikost

\ ANTECEDENTES PATOLOGICOS
Antecedentes:

Comorbilidades oSi oNo
Detalles:

Alergias: oNo oSi
Infeccion catéter: oSi oNo
Patologia base:
Fecha reseccion intestinal: __/__/
Intestino residual: Delgado_____cm  Colon Vélvulaileocecal o Si o No
Ostomia: Tipo Fechacierre: __/_ /[ Duracion:
STEP/remodelacion: oNo oSi Fecha:_ [/ /
Dilatacién intestinal oSi o No
Sobrecrecimiento oSi oNo

Diagnéstico: o Clinico o Analitico

Cuerpos organicos orina:
Acidosis D-lactica: oSi o No
Dias hospitalizacion:

UCI-N: Fechaingreso __ /| Fechaalta__ / [/
Fechaingreso __ /| |/ Fechaalta__ /|

UCI-P; Fechaingreso /| | Fechaalta / [
Fechaingreso __ /| |/ Fechaalta__ /|
Fechaingreso /| | Fechaalta / |/

Planta: Fechaingreso /| / Fechaalta _/ /
Fechaingreso __ /| |/ Fechaalta__ /|
Fechaingreso /| | Fechaalta / |/

Fechaingreso /| | Fechaalta__ /|
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Fechaingreso ___/__/ Fechaalta _/ [/

Fechaingreso _ [/ / Fechaalta__ /|

Fechaingreso __ [/ / Fechaalta__ /|

Fechaingreso [/ / Fechaalta _/ |/

Fechaingreso __ [/ / Fechaalta__ /|

Fechaingreso ___/__/ Fechaalta / /

Fechaingreso ___/__/ Fechaalta / |/

Fechaingreso __/__ |/ Fechaalta__ / /

Fechaingreso _ [/ / Fechaalta / |/

Fechaingreso __/__/ Fechaalta__ / /

Fechaingreso __ [/ / Fechaalta__ /|

Fechaingreso _ /[ / Fechaalta / /

Fechaingreso __ /| Fechaalta__ / /

Fechaingreso _ [/ / Fechaalta / |/

Fechaingreso [/ / Fechaalta /[ |/
TRATAMIENTOS
Antibidticos: o Momento Agresiébn o Momento extra-agresion o Decontaminacion

Ultimo o Actualmente o <1 mes o 1-6 meses (incluidos) o> 6 meses

Probidticos: o No oSi / /

Inicio__ [/ Stop__ /[ /

Inicio [/ Stop__ [/
Inicio__ [/ Stop__ /|
Tiempo o Actualmente o <1 mes o 1-6 meses (incluidos) O > 6 meses
Inhibidores bomba protones /antiacidos oSi oNo
Inicio___ [/ Stop__ /[ |/
Inicio___ /| Stop__ /[ |/

Inicio [/ Stop__ /|

Tipos:
Tiempo o Actualmente o <1 mes o 1-6 meses (incluidos) o> 6 meses
Corticoides oSi oNo Inico_ / [/  STOP__ [ [
Tiempo o Actualmente o <1 mes o 1-6 meses (incluidos) 0 > 6 meses
ALIMENTACION
Dispositivos:
o SNG Inicio [/ [/ Stop__ /|
Inicio___ [/ Stop__ /|
Inicio___ /| Stop__ /|
o STP Inicio___ [/ Stop__ /|
o Gastrostomia Fecha __ /[ |/ Edad
Nutricién parenteral: o No o Si: Inicio___ [/ Stop__ /|
Inicio___ [/ Stop__ /|
Inicio [/ / Stop__ /[
Inicio [/ Stop__ /[
Inicio__/__/ ___ Stop__[__ [
\ EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS
AST____UIL ALT UL GGT_UIL BTS ___ mg/dL
BD__ mg/dL Calprotectina ___ mg/kg PCR__ mg/dL
Citrulina mcmol/L

Eco abdominal o Normal o Anormal:
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SINDROME DEL INTESTINO CORTO Y ESTUDIO VARIABILIDAD INTER E

INTRAINDIVIDUAL
PARTICIPANTES SANOS HERMANOS PACIENTES INTESTINO CORTO
| EPIDEMIOLOGIA
Nombre: Apellidos:
Fecha Nacimiento: _ / [ Edad Sexo: o Mujer o Hombre
Etnia Lugar nacimiento
Hermanos o Siao No Colegio/guarderia oSi oNo
Peso Kg Talla m
IMC
ANTECEDENTES PERINATALES
Antibiéticomaterno o©oSi o No
Semanas gestacion ___~ PN _____ gr Tipo parto: o Cesarea o Vaginal

Inicio nutricion enteral
Lactancia o Materna o Mixta
Inicio Beikost

o Artificial Edad STOP materna:

| ANTECEDENTES PATOLOGICOS

Antecedentes:
Alergias: oNo oSi
| TRATAMIENTOS
Antibiéticos: o No o 1-6 meses (incluidos) 0 > 6 meses
Probidticos: o No oSi -
Inicio__ [/ / Stop__ |/
Inicio [/ Stop__ /[ /
Tiempo 0 1-6 meses (incluidos) 0 > 6 meses
Inhibidores bomba protones /antiacidos oNo o Si
Inicio [/ / Stop__ |/
Tiempo o 1-6 meses (incluidos) O > 6 meses
Corticoides o No o 1-6 meses (incluidos) 0 > 6 meses
| SITUACION CLINICA RECOGIDA MUESTRA
Deposiciones
N°al dia___ Consistencia (Escala Bristol) ___
Caracteristicas: o Normal o Sangre o Moco o Grasa o Otros
Clinica o Distension o Dolor o Vomitos o Nauseas o Rechazo ingesta

o Otra
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RECOGIDA MUESTRAS HECES ESTUDIO MICROBIOTA

Para recoger las heces del orinal:

Coloquese los guantes que le hemos proporcionado.
Desenrosque los tapon del frasco

Recoja con la espatula una cantidad de heces (como el tamafio de una nuez) en cada

envase.

Tapar cuidadosamente el envase.

Temparatura ambiente a Envio inmediato tras recogida
En nevera: tiempo maximo de 3h hasta entrega en laboratorio

Congelada (nevera normal): hasta una semana (transporte en nevera con hielo)

Deben ser entregados en el hospital al personal investigador y transportados en una nevera

isotérmica para que no se produzca descongelacion durante su traslado.
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
Y COMISION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL
UNIVERSITARI VALL D’HEBRON

ID-RTF080
Vall d'Hebron Pg. Vall d’Hebron, 119-129
Hospital 08035 Barcelona

Tel. 93 489 38 91
Fax 93 489 41 80
ceic@vhir.org

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA Y COMISION DE
PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARI VALL
D’HEBRON

Dofia Mireia Navarro, Secretaria del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
CON MEDICAMENTOS del Hospital Universitari Vall d’Hebron,

CERTIFICA

Que el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Vall d’Hebron,
en el cual la Comisién de proyectos de investigacién esta integrada, se reunié en
sesion ordinaria n° 283 el pasado 24 de febrero de 2017 y evaludé el proyecto de
investigacion PR(AG)60/2017 presentado con fecha 01/02/2017, titulado
“CARACTERIZACION MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON SINDROME DE INTESTINO CORTO Y ESTUDIO VARIABILIDAD INTER E
INTRAINDIVIDUAL” que tiene como investigador principal a la Dra. Susana Redecillas

Ferreiro del Servicio de Pediatria de nuestro Centro.

Y que tras emitir un informe aprobado condicionado en dicha reuniéon y evaluar la

documentacion recibida posteriormente en respuesta a este informe

Version de documentos: Version 1.0 03.02.2017

El resultado de la evaluacion fue el siguiente:
DICTAMEN FAVORABLE
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