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Resumen

Existe cada vez mas evidencia indicando que la composicion de la microbiota intestinal
de los nifios puede influir en la malnutricion infantil. Actualmente, no existe evidencia
disponible de esta relacion en Ecuador. El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la
composicion de la microbiota intestinal en nifios sanos y malnutridos de Monte Sinai para
identificar marcadores microbianos asociados con la salud y la malnutricion. Este fue un estudio
observacional transversal con aprobacion de comité de ética. Se reclutaron nifios menores de 5
afios que vivian en Monte Sinai, Ecuador, tras obtener el consentimiento informado de sus
padres o tutores. Los participantes fueron categorizados segin un criterio de diagnostico
nutricional y su estado de anemia. Se extrajo ADN de muestras fecales y se realizd
secuenciacion del gen 16S rRNA. Se incluyeron 18 nifios en el estudio. No hubo diferencias
significativas en la diversidad alfa o beta entre los nifos en riesgo de malnutricion o anemia y
sus contrapartes saludables. El andlisis de abundancia diferencial mostrd que los taxones
Butyricimonas, Blautia A 141781, CAG-41 'y UBA1381 eran significativamente menos
abundantes en nifios en riesgo de desnutricion (p.adj < 0.1) en comparacién con sus contrapartes
saludables. Ademas, los taxones Porphyromonadaceae, Porphyromonas A_ 859424,
Butyricimonas y UMGS1071 eran significativamente menos abundantes en nifios que sufrian
anemia (p.adj < 0.05). Los hallazgos sugieren que el perfil de microbiota intestinal de los nifios

en riesgo de desnutricion o que sufren anemia estd empobrecido en Butyricimonas.

Palabras clave: microbiota intestinal, malnutricién, anemia, microbioma.



Abstract

Increasing evidence indicates that the composition of children’s gut microbiota can
influence children malnutrition. Currently, there is no available evidence of this relationship in
Ecuador. The primary objective of this research was to evaluate the composition of the gut
microbiota in healthy and malnourished children from Monte Sinai to identify microbial markers
associated with health and malnutrition. This was a cross-sectional observational study
approved by an ethics committee. Children living in Monte Sinai, Ecuador who were 5 years or
younger were recruited after obtaining their parents/guardians informed consent. Participants
were categorized according to a nutrition diagnosis criterion and by their anemia status. DNA
was extracted from stool samples and 16S rRNA gene sequencing was performed. 18 children
were included. There were no significant differences in alpha or beta diversity between children
at risk of malnutrition or anemia and their healthy counterparts. Differential abundance analysis
showed that the taxa Butyricimonas, Blautia A 141781, CAG-41 and UBA1381 were
significantly less abundant in children at risk of malnutrition (p.adj < 0.1) compared to their
healthy counterparts. Furthermore, the taxa Porphyromonadaceae, Porphyromonas A 859424,
Butyricimonas and UMGSI1071 were significantly less abundant in children who suffered from
anemia (p.adj < 0.05). The findings suggest that the gut microbiota profile of children at risk of

malnutrition or suffering from anemia is depleted in Butyricimonas.

Keywords: gut microbiota, children malnutrition, anemia, microbiome
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1.1 Introduccion

1.2 Descripcion del Problema

La malnutricion es una pandemia que afecta a millones de nifios alrededor del mundo
perjudicando profundamente su crecimiento y desarrollo. Se presenta en diferentes formas,
teniendo en un extremo a individuos muy delgados propensos a enfermedades infecciosas y a
obesos en el otro extremo. A nivel mundial, uno de cada tres nifios menores de cinco ainos
padece de malnutricion, lo que se traduce en retraso en el crecimiento, emaciacion o sobrepeso.
Ademas, la mayor carga de todas las formas de malnutricion prevalece en los nifios y jévenes de
las comunidades marginales y de escasos recursos, perpetuando la pobreza generacional
(UNICEF, 2019a).

A finales del 2024, el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) del Ecuador
publicd los principales resultados de la segunda ronda (2023 - 2024) de la Encuesta Nacional
sobre Desnutricion Infantil (ENDI) revelando que el pais enfrenta una prevalencia de 17.5% de
desnutricion cronica infantil en nifios menores de 5 afios, posicionando a Ecuador como el cuarto
pais de Latinoamérica con mayor prevalencia, siendo superado solamente por Honduras, Haiti y
Guatemala. Por otro lado, existe una prevalencia del 5% a nivel nacional de sobrepeso y
obesidad en nifios de 2 a 5 afios (Herrera et al., 2024). La malnutricion puede ser combatida
abordando las diferentes etapas de la vida del nifio y colocando las necesidades nutricionales de
los nifios como prioridad de los sistemas alimentarios y los sistemas de apoyo en salud, agua y
saneamiento, educacion y proteccion social (UNICEF, 2019a).

La causa de la malnutricion es compleja y se presenta como una interaccion de varios
factores, incluyendo la pobreza, la inseguridad alimentaria, las practicas poco higiénicas, las
enfermedades y el analfabetismo (Balasubramaniam et al., 2021a; UNICEF, 2019a). Ademas, la
interaccion entre la desnutricion y las enfermedades infecciosas desencadena un ciclo

potencialmente letal que predispone a los nifios a suftir infecciones recurrentes, lo cual retrasa su



recuperacion debido a un estado inmunologico deficiente (Balasubramaniam et al., 2021a). Cabe
recalcar que los nifios desnutridos suelen padecer de disbiosis, condicion que altera el equilibrio
de la microbiota intestinal provocando una disminucion en la actividad inmunologica del
intestino y permitiendo el crecimiento de bacterias enteropatdgenas lo cual conlleva a
inflamacion del tracto digestivo, irritacion de la mucosa intestinal y una capacidad reducida para

la absorcion de nutrientes (Gatya et al., 2022).

1.3 Justificacion del Problema

A menos que se aborde la problematica de la malnutricion infantil, que tiene gran relevancia
tanto a nivel nacional como global, los nifios y las sociedades no podran alcanzar su maximo
potencial. Tal como se mencion6 anteriormente, existe una relacion entre la malnutricion infantil
y la microbiota. Entre las microbiotas del cuerpo humano, la que se encuentra en el intestino es
de particular interés debido a su rol en la regulacion de diversas rutas metabolicas del huésped.
Estudios recientes han demostrado una estrecha correlacion entre las enfermedades humanas y su
microbiota intestinal, lo que ha llevado a intentos para aplicarlo clinicamente (Baek et al., 2022).

El area de investigacion de la microbiota posee un gran potencial y se espera que brinde
nuevas oportunidades para el tratamiento de enfermedades y el desarrollo de medicamentos
(Valencia et al., 2017). Hasta el momento, no se han publicado estudios sobre la composicion de
la microbiota intestinal y salud nutricional en nifios en el Ecuador. Los reportes de
investigaciones similares, realizadas en poblaciones con caracteristicas similares al del presente
estudio, han sido México (Moran-Ramos et al., 2020) y Brasil (Chew et al., 2020). Por lo tanto,
el presente estudio, al leal saber y entender del autor, seria el primero en realizarse en el Ecuador
y paises vecinos sobre la composicion de la microbiota intestinal en nifios que se encuentran en
riesgo de malnutricion, lo cual permitird ampliar la comprension de la relacion que existe entre la

abundancia de los diferentes taxones bacterianos con la malnutricion.



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la composicion de la microbiota intestinal en nifios sanos y malnutridos de Monte

Sinai para la identificacién de marcadores microbianos asociados a salud y enfermedad.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Analizar el impacto de la malnutricion sobre la diversidad bacteriana.
2. Identificar los taxones bacterianos predominantes en el intestino de nifios sanos y

malnutridos.

1.5 Marco tedrico

El tracto gastrointestinal humano alberga una diversa y compleja comunidad de
microorganismos constituida por bacterias, virus, y algunos eucariotas a lo largo de toda su
extension, los cuales influyen en los procesos fisioldgicos de su hospedero (Gomaa, 2020). De
tales microorganismos, se estima que alrededor de 10'* organismos pertenecen al dominio de las
bacterias siendo diez veces mas numeroso que el numero total de células somaticas y germinales
dentro del cuerpo humano (Gomaa, 2020; Monira et al., 2011). Aproximadamente entre 400 a
500 especies de bacterias, pertenecientes a 190 géneros distintos son albergados en el colon y
poseen roles metabolicos importantes (Ramakrishna, 2007). De aquellos, se ha reportado que la
gran mayoria de bacterias que habitan el intestino humano es dominado por los filos
Bacteroidetes y Firmicutes, seguidos por Proteobacteria, Fusobacteria, Tenericutes,
Actinobacteria y Verrucomicrobia que constituyen hasta el 90% de la poblacion total de

bacterias intestinales (Jethwani & Grover, 2019).



La configuracion de la microbiota intestinal tiene su génesis incluso desde antes del
nacimiento, siendo influenciada por una variedad de factores durante el periodo neonatal tales
como la salud materna, el estado nutricional de la madre, el método de parto, la dieta y la
ubicacion geografica. Los estudios han demostrado que una microbiota intestinal saludable es un
factor esencial para la salud humana, ya que desempefia un amplio espectro de funciones
protectoras, estructurales y metabdlicas que impactan directa o indirectamente en la nutricion e
immunidad del hospedero (Faith et al., 2013; Fan & Pedersen, 2020). Entre algunas de las
funciones de relevancia fisioldgica de la microbiota intestinal humano, se encuentra la
produccion de 4cidos grasos de cadena corta que sirven de nutrientes para las células epiteliales
del colon, produccion de vitaminas esenciales (B3, Bs, Bg, B2, biotina, tetrahidrofolato y
vitamina K), mejoramiento de la integridad de la barrera epitelial y el desplazamiento de
patdgenos por competencia de colonizacion (Fan & Pedersen, 2020; Kau et al., 2011; O’Hara &
Shanahan, 2006; Rakoff-Nahoum et al., 2004). Ademas, las bacterias comensales también
contribuyen en la absorcion de nutrientes provenientes de la ingesta dietética, al inducir genes
especificos del hospedero para su absorcion y modular los indices metabdlicos sistémicos de
lipidos y glucosa, asi como el tiempo de transito gastrointestinal mediante la estimulacion y
respuesta a un amplio rango de neurotransmisores (Evans et al., 2013).

Tomando en consideracion la importancia y los diferentes roles que tiene la microbiota
intestinal en los procesos fisiologicos de su hospedero, es de esperar que su composicion esté
asociado a la salud y enfermedad. Debido a la naturaleza dindmica de la abundancia de las
diferentes poblaciones de microorganismos en el intestino en respuesta a diversos factores, se
postula que la microbiota puede encontrarse en un estado de “eubiosis” o “disbiosis”, siendo el
primero un balance entre las especies que habitan el intestino, lo cual se asocia a salud, mientras
que la disbiosis se presenta como una perturbacion de la eubiosis que se asocia a enfermedades

infecciosas y no infecciosas (Al-Rashidi, 2021).



Diversos estudios han observado que la disbiosis intestinal puede incidir en el desarrollo
de varias patologias que van desde metabodlicas hasta neurodegenerativas, tales como cancer,
intestino irritable, esteatosis hepatica no alcohdlica, hipertension, aterosclerosis, entre otras
(Chen et al., 2021). Ademas de estar relacionado con la salud de varios sistemas del cuerpo
humano, la microbiota intestinal también ha sido relacionado con el estado nutricional (Zoghi et
al., 2024a).

La malnutricion es un desequilibrio en la absorcion o ingesta de nutrientes en el cuerpo,
que puede surgir debido a un déficit o exceso de nutrientes. En el contexto pediatrico, la
malnutricion se presenta como un problema de escala global y es ocasionada por patrones de
ingesta de alimentos inadecuados durante los primeros afios de vida del nifio. Esta condicion se
manifiesta clinicamente al tener incidencia negativa en las caracteristicas antropométricas,
particularmente el peso, talla, e indice de masa corporal del nifio malnutrido en comparacion con
sus pares del mismo sexo (Zoghi et al., 2024b).

Cuando la malnutricion tiene su origen en la falta o déficit del consumo de nutrientes para
cumplir con las necesidades basales del nifio, se la denomina desnutricion; esta a su vez se
subcategoriza dependiendo de la duracion de dicho déficit. La deficiencia nutricional prolongada
se asocia con el retraso del crecimiento, conocida como desnutricion cronica infantil, mientras
que en periodos relativamente cortos puede manifestarse como emaciacion, es decir, una
insuficiencia de peso en relacion con la talla. Cabe recalcar que la gravedad de la desnutricion
aguda puede observase clinicamente como marasmo, kwashiorkor, o kwashiorkor marasmatico
los cuales representan las formas mas severas de desnutricion (Zoghi et al., 2024b).

Tal como se ha expuesto anteriormente, la microbiota intestinal esta estrechamente
relacionada con la salud humana, siendo modulada negativamente cuando el individuo atraviesa
por una enfermedad y la malnutricién no es la excepcion. El intestino de nifios desnutridos posee

menor diversidad, menor abundancia de bacterias productoras de butirato y menor abundancia de



bacterias probidticas en comparacion con sus contrapartes sanas (Balasubramaniam et al.,
2021b).

Se ha observado un aumento de Enterobacteriaceae, del filo Proteobacteria, en nifos
desnutridos lo cual es asociado a una alteracion en la absorcion de nutrientes y en la proteccion
intestinal contra patégenos (Gatya et al., 2022). En un estudio realizado en la India se evidencid
que el intestino de un nifio sano tiene mayor abundancia, a nivel de familia, de las bacterias
Campylobacteraceae, Helicobacteraceae, Bacteroidaceae y Porphyromonadaceae, mientras que
el intestino de un nifio desnutrido contiene mayor abundancia de Streptococcaceae,
Enterobacteriaceae, Methanosarcinaceae, Thermotogaceae, Shewanellaceae y Eubacteriaceae
(Gupta et al., 2011). Se ha hallado mayor abundancia de los taxones Escherichia, Klebsiella, y
Proteobacteria, pero Bacteroidetes en menor abundancia en nifios desnutridos de Bangladesh
(Monira et al., 2011). En nifios africanos y asiaticos desnutridos se encontrd que los taxones
Ruminococcaceae, (Erysipelotrichaceae), Actinobacteria (Eggerthella, Coriobacteriaceae)
Firmicutes (Eubacteriaceae, Lachnospiraceae), Bacteroidetes (Bacteroidaceae) se hallaban en
menor abundancia que los controles sanos mientras que Enterococcus fecalis, E. coli, y
Staphylococcus aureus fueron mas abundantes (Million et al., 2016).

Se ha postulado que la diferencia en la microbiota intestinal, cuando es dominada por
bacterias patogenas, reduce la inmunidad del hospedero al aumentar la propension hacia
enfermedades inflamatorias mediante un riesgo aumentado de desarrollar intestino permeable. Al
mismo tiempo, el intestino permeable predispone al nifio a enfermedades infecciosas recurrentes
debido a la atrofia en las microvellosidades intestinales y anorexia, que en ultima instancia
resultan en un crecimiento infantil deteriorado. Por lo tanto, la disbiosis intestinal puede
conspirar junto con una dieta deficiente para causar desnutricion (Balasubramaniam et al.,

2021b; Gatya et al., 2022).
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2. Metodologia.

Diseiio de la investigacion
El estudio fue de caracter observacional del tipo transversal, ya que se realizaron las

observaciones en un solo punto determinado.

Etica en la investigacién

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comite de Etica en Investigacion del
Hospital Luis Vernaza con el cédigo Nro. HLV-CEISH-2021-035 (Apéndice A). Ademas, se
obtuvo el consentimiento informado (Apéndice B) firmado por los padres o tutores legales de los
nifios participantes previo al inicio del estudio. Todos los datos recopilados fueron anonimizados

para proteger la identidad del participante.

Poblacion de estudio

Monte Sinai es una zona marginal de amplia y creciente densidad poblacional y es
considerada una de las areas mas pobres, marginales e inseguras de la ciudad de Guayaquil
(Ministerio de Transporte y Obras Publicas del Ecuador, 2019). Adicionalmente, carecen de
servicios basicos como agua potable y alcantarillado. Esta poblacion fue seleccionada para el
presente estudio debido a que la malnutricion infantil se encuentra generalmente en mayor
prevalencia en comunidades marginales y de escasos recursos (UNICEF, 2019b). Ademas,
proyectos de servicio comunitario realizados en afios anteriores por miembros de la universidad
permitieron al investigador el acercamiento a esta poblacion.El estudio fue conducido en Monte
Sinai, sector de la Perimetral al Noroeste de la ciudad de Guayaquil, parroquia Tarqui popular,
en las areas conocidas por sus habitantes como “El Aguila” y “El Tridngulo”. De forma
especifica, se contactaron a las madres con nifios < 5 afios que formaban parte del comedor
comunitario “Dios Provee”, el contacto se consiguié mediante la lider comunitaria de dicho

sector quien consinti6 el acercamiento y acceso a la comunidad.



Muestreo
Debido a la dificultad de acceso e inseguridad del area de estudio, se procedi6 a realizar
un muestreo no probabiblistico por conveniencia basado en criterios de inclusion y exclusion.
Criterios de inclusion:
e Habitante del sector Monte Sinai

e FEdad <5 afos

e Firma de consentimiento informado por parte de padre, madre o cuidador
Criterios de exclusion:
e Infantes que tengan como residencia principal algiin sector fuera de Monte Sinai
e Infantes que presenten diarrea, vomitos, fiebre, anorexia, neumonia o estado de
consciencia alterado
e Infantes con malnutricion secundaria (historia de enfermedad cardiaca, hepatica, renal,
cancer y enfermedad inflamatoria intestinal)
e Infantes mayores a 6 afios
Luego de la firma del consentimiento informado, se le asign6 un cddigo al participante y se
procedio a realizar la evaluacion nutricional y la recoleccion de muestra de sangre. En el caso de

las muestras de heces, estas fueron recolectadas en el transcurso de la misma semana.

Evaluacion del estado nutricional

La evaluacion nutricional es un proceso sistematico utilizado para evaluar el estado
nutricional de un individuo. Involucra la recopilacion e interpretacion de datos de diversas
fuentes que incluyen mediciones antropométricas, pruebas bioquimicas, examenes clinicos,
evaluaciones dietéticas e historia clinica del individuo (Academy of Nutrition and Dietetics,
2025). Tomando en consideracion el concepto anterior, se procedio a evaluar a los infantes segiin

indicadores antropométricos, signos clinicos y parametros bioquimicos (Apéndice C). A



continuacion, se detalla los criterios utilizados para cada uno de tales componentes asi como para

el diagndstico nutricional que se utilizo en el presente estudio.

Mediciones antropométricas y puntuacion Z (z-score)

La eleccion del protocolo e instrumento de medicion dependi6 de la edad del infante
evaluado, siguiendo los protocolos estandarizados del Ministerio de Salud Publica del Ecuador.
Si el infante era menor de 2 afos (hasta 1 afio 11 meses 29 dias), se midio el peso y la estatura en
posicion decubito supino. Para aquellos nifios de 2 afios en adelante, se midio peso y talla en
bipedestacion (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2012). En el caso de la medicion en
posicion decubito supino se utilizo la balanza pediatrica marca TANITA modelo BD-815U y el
infantoémetro marca SECA modelo HR-100. Por otro lado, las mediciones en bipedestacion
fueron realizadas utilizando la balanza mecénica marca SECA modelo 760 y el tallimetro portatil
marca SECA modelo 213.

Se utilizo la edad cronoldgica del infante para obtener la puntuacion Z e interpretar los
indicadores antropométricos peso para la edad, talla para la edad, indice de masa corporal para la
edad, segun las diferentes curvas de crecimiento de la Organizacién Mundial de la Salud (World

Health Organization, 2008).

Signos clinicos

Un signo clinico es un hallazgo que se encuentra durante la exploracion fisica del
individuo y puede indicar que este padezca de alguna enfermedad o condicion (National Cancer
Institute, 2025). En el caso de la malnutricion infantil, esta puede manifestarse en distintas partes
del cuerpo y pueden ser halladas mediante una exploracion fisica orientada a la nutricion que
involucre las técnicas de observacion y palpacion (Mahan et al., 2013). En el presente estudio se
utilizé una ficha de exploracion fisica que valoro la integridad, estado de hidratacion y

coloracion del cabello, dientes, encias, labios, lengua, mucosas, ojos, piel, abdomen y ufias de los



infantes. La evaluacion se realizé seglin la presencia o ausencia de los signos clinicos descritos

en la Tabla 1.

Tabla 1. Signos clinicos de malnutricion considerados en la exploracion fisica orientada a la

nutricion.

Criterio Hallazgos anormales
Signo del pliegue
Retardo llenado capilar
Palidez ungueal, de piel y

Estado de mucosas
hidratacion Ojos hundidos
Edema
Anasarca

Llanto sin lagrimas
Masa muscular  Pérdida de masa muscular
Pérdida de paniculo
Paniculo adiposo periorbitario,
adiposo gluteos, maseterino,
temporal extremidades
Laxitud
Palidez
Cianosis
Coloracion amarilla
Dermatitis
Hiperqueratosis folicular
Piel y faneras Hematomas
Estrias transversales en
unas
Alopecia
Cabello seco
Signo de la bandera
Coiloniquia
Ceguera nocturna
Sequedad
Mancha de Bitot
Palidez conjuntival
Rinorrea
Aleteo nasal
Estomatitis angular
Queilosis
Glositis
Retardo en denticion
Alteracion esmalte
dentario
Disgeusia
Encias sangrantes
Cuello Adenopatias

Ojos

Nariz

Cavidad oral




Tiroides agrandada
Parétida agrandada
Rosario costal

Torax Costillas visibles
Tiraje intercostal
Abdomen Globuloso o excavado
Edema

Extremidades  Pérdida paniculo adiposo
Extremidades frias

Sistema Taquicardia
Cardiovascular q
) Irritabilidad
Sistema . .
. Adinamia
Nervioso .
Apatia
Aparato Hepat‘omegalla
. ) Diarrea
digestivo

Prurito anal

Parametros bioquimicos

Se realiz6 un hemograma completo a los participantes del estudio. El servicio de
recoleccion de las muestras de sangre y su respectivo procesamiento fue realizado por
profesionales de un laboratorio clinico al que se contrat6. Los resultados de los examenes séricos
de los participantes fueron compartidos por el laboratorio clinico hacia los investigadores
principales del presente estudio. La interpretacion del hemograma fue realizada utilizando

valores referenciales pediatricos internacionales segiin edad, tal como se aprecia en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios de interpretacion de hemograma segun edad

Edad Hb VCM HCM CHCM RDW/ADE Tipo de
(g/dI) () (pg) (g/dl) (%) anemia
la23 55 14
meses 82-92 27-31 32-36 11.5-14.5  Normal
549 11.5-14.5 |
afios 11.5-14.5 82-92 25-30 32-36 11.5-14.5 Normocitica
11.5-145 95-150 30-50 32-36 >14.5 Macrocitica

11.5-14.5 50-80 12-25 25 -30 >14.5 Microcitica




Nota. Hemoglobina (Hb), volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM), concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), ancho de distribucion de

globulos rojos/amplitud de distribucion eritrocitaria (RDW/ADE).

Diagnostico nutricional
El diagndstico nutricional se realizé tomando en consideracion los indicadores
antropométricos, signos clinicos y parametros bioquimicos detallados anteriormente siguiendo
los siguientes criterio:
Sin riesgo de malnutricion:

o Z-scores de indicadores de crecimiento adecuados para la edad (incluyendo
indicador talla para la edad en categoria de alta talla) sin ninguna otra alteracion en
parametro bioquimico o clinico.

o Z-scores de indicadores de crecimiento en alerta de bajo peso o bajo peso (peso para
la edad e IMC para la edad) o alerta baja talla o baja talla (talla para la edad), sin
ninguna otra alteracién en parametro bioquimico o clinico.

Riesgo de malnutricion:

o Z-scores de indicadores de crecimiento en alerta de bajo peso o bajo peso (peso para
la edad e IMC para la edad) o alerta baja talla o baja talla (talla para la edad), mas
alteracion en parametro bioquimico o clinico.

o Indicadores de crecimiento infantil adecuados + signo clinico de desequilibrio
nutricional de la exploracion fisica y funcional 6 parametro bioquimico alterado
(fuera del rango Optimo para el grupo etario).

o Identificacion de al menos un signo clinico de desequilibrio nutricional + al menos
un parametro bioquimico alterado.

o Indicadores de crecimiento adecuados + parametros bioquimicos sin alteracion +

ausencia de manifestaciones clinicas e identificacion de una practica de



alimentacion infantil importante deficiente (no lactancia materna a libre demanda,

no lactancia materna exclusiva hasta los 6 meses de edad corregida, edad de

introduccion de alimentacion complementaria antes de los 6 meses).
Malnutricion:

o Z-scores de indicadores de crecimiento en categoria bajo peso o muy bajo peso, para
peso para la edad e IMC para la edad y, baja talla para la edad + un parametro
bioquimico alterado o un signo clinico de desequilibrio nutricional.

o Z-scores de indicador de crecimiento en categoria alto peso o muy alto peso, en
indicadores peso para la edad e IMC para la edad con o sin indicador de crecimiento

en categoria de alta talla para la edad.

Extraccion de ADN de muestras de heces

Las muestras de heces fueron provistas por los padres o tutores legales de los
participantes durante el transcurso de la semana en que se realiz6 la evaluacion nutricional. Los
padres o tutores legales recibieron previamente recolectores de heces estériles y se les dio
indicaciones especificas sobre como recolectar y almacenar las muestras hasta su momento de
entrega, a saber: (1) lavarse las manos con agua y jabon antes de recolectar la muestra, (2)
utilizar una bacinilla limpia y seca, (3) evitar que las heces se mezclen con orina, (4) recolectar
muestra de diferentes areas de las heces utilizando la espétula estéril hasta llenar el contenedor,
(5) cerrar la tapa del contenedor y envolverlo en una funda pléstica limpia y sellada, (6)
almacenar en el congelador (-20 °C) hasta el dia de entrega de muestra, (7) lavarse las manos
con agua y jabon luego de recolectar la muestra. Todas las muestras fueron entregadas al
equipo de investigacion a la mafana siguiente de haber sido recolectadas. Se mantuvo la cadena
de frio de las muestras utilizando hieleras con gel packs durante su transporte hasta llegar al

laboratorio.



Se realiz6 la extraccion de ADN de tres alicuotas de cada muestra de heces siguiendo el
protocolo de extraccion del kit “FastDNATM SPIN Kit for Feces” de la marca MP Biomedicals
(USA), a saber: primero se descongeld la muestra, se pesaron 500 mg de cada muestra en una
balanza marca OHAUS modelo SP202 y se colocaron en un tubo de matriz de lisis E de 2 ml el
cual contenia esferas de ceramica de 1.4 mm, esferas de silice de 0.1 mm y una esfera de vidrio
de 4 mm. Luego se agregaron 825 pl de fosfato de sodio y 275 pl de solucion PLS del kit
FastDNA® SPIN para heces. Inmediatamente, los tubos con contenido fecal, matriz de lisis E,
fosfato de sodio y solucion PLS se agitaron en vortex durante 15 segundos, luego se
centrifugaron a 11,400 rpm durante 5 minutos y se decant6 el sobrenadante. A continuacion, se
agregaron 978 ul de buffer de fosfato de sodio y 122 ul de buffer MT a los tubos y se agitaron
en vortex brevemente. La mezcla se homogeniz6 utilizando vortex durante 40 segundos.
Finalmente, el lisado se centrifugo6 a 11,400 rpm durante 5 minutos, y el ADN se extrajo del
sobrenadante.

Luego de la extraccion, se realiz6 un proceso adicional de precipitacion en frio de ADN
en etanol para mejorar la calidad del ADN, por lo tanto, se adicion6 0.1 volimenes de acetato
de sodio 3M y 2.5 volumenes de etanol frio al 100% a cada muestra y se mezcl6 en vortex.
Luego se realiz6 la precipitacion a -20°C durante 12 horas. En la mafiana siguiente, se
centrifugaron las muestras a 13000rpm a 4°C durante 45 minutos, luego se lavo dos veces el
pellet con 0.5ml de etanol frio al 75% durante 10 minutos a 4°C. Se realiz6 una centrifugacion
adicional de 10 segundos a maxima velocidad para remover cualquier traza de etanol.
Finalmente, se secaron los tubos al aire, se suspendi6 el ADN en agua libre de nucleasas grado
molecular y se cuantificé utilizando el espectrofotometro Nanodrop 2000 de la marca Thermo

Fisher Scientific previo a su almacenamiento a -20°C.



Amplificacion y secuenciacion de ADN

El ADN de las muestras fue enviado a Quito a la empresa contratada para la
amplificacion y secuenciacion en una gradilla con tubos rotulados y codificados manteniendo la
cadena de frio mediante hielo seco. Se amplifico la region V3-V4 del gen 16S rRNA utilizando
los primers 341F: CCTACGGGNGGCWGCAG y 805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC.
Se realizaron dos amplificaciones en total. En la primera amplificacion se realiz6 un lavado con
perlas magnéticas para purificar el amplicon 16S V3-V4 de primers libres o dimeros de
primers. En la segunda amplificacion se realizé una Index PCR, adicionando secuencias unicas
(indices) en cada extremo de los amplicones de una misma muestra para poder diferenciarlos de
otras, lo cual permite secuenciar multiples muestras en paralelo y obtener datos independientes
para cada una. Posteriormente se realizé nuevamente un lavado con perlas magnéticas.
Finalmente, se midio la cantidad y calidad de las librerias purificadas antes de ser secuenciadas.
La secuenciacion se realizo siguiendo el método de metagendmica por amplicones utilizando el

equipo MiSeq System de la marca Illumina (Illumina, 2013).

Procesamiento bioinformatico

Los archivos FASTQ demultiplexados se descargaron desde BaseSpace Illumina y se
subieron al clister de computacion de alto rendimiento en la Universidad de Florida, HiPerGator.
Los datos se importaron a QIIME2 (Bolyen et al., 2019). Las lecturas forward se truncaron a 250
pares de bases y las lecturas reverse a 246 pares de bases. Los primers se removieron del inicio
de las lecturas. La remocion del ruido se realizo utilizando el pipeline DADA?2 (Bokulich et al.,
2018; Bolyen et al., 2019; Callahan et al., 2016; McKinney, 2010; Pedregosa et al., 2011). La
taxonomia se asigno utilizando el clasificador naive Bayesian preentrenado de longitud completa

de Greengenes2 (McDonald et al., 2023).



Analisis estadistico de microbioma

Después de la eliminacion del ruido y clasificacion taxondmica de las secuencias, todos
los datos fueron exportados desde QIIME2 para ser analizados en R version 4.3.1(The R Core
Team, 2023) utilizando el paquete "vegan"(Oksanen et al., 2022). La alfa diversidad se analizo
utilizando el indice de Shannon, calculado después una sola rarefaccion a una profundidad segiin
el nimero mas bajo de lecturas obtenido en las muestras. Las diferencias en la alfa diversidad
entre infantes en riesgo y no en riesgo de malnutricion se probaron utilizando una prueba t. La
beta diversidad se analizo utilizando PERMANOVA, implementada en la funcién adonis2
basada en la distancia robusta de Aitchison en el conjunto de datos sin rarefaccion, tal como se
implementa en la funcion vegdist (Martino et al., 2019), después de probar diferencias en la beta-
dispersion utilizando ANOVA. La diversidad beta se visualiz6 utilizando un analisis de
componentes principales (ACP). ANCOM-BC a nivel de familia y género se utiliz6 para probar
diferencias de abundancia diferencial por estado nutricional utilizando los datos sin rarefaccion

con una correccion de FDR para comparaciones multiples (Lin & Peddada, 2020).
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3. Resultados y analisis

Caracteristicas de los sujetos de estudio

Un total de 18 infantes fueron incluidos en el estudio y fueron divididos en dos grupos
con base en su diagnoéstico nutricional: “sin riesgo de malnutricion” (SM, n = 6) y “malnutricion
o en riesgo” (RM, n = 12) seglin lo descrito en la seccion de métodos. Cabe recalcar, que solo un
infante cumplid con el criterio de malnutricion, por lo tanto, se decidi6 incluirlo dentro del grupo
de malnutricién o en riesgo. De aquellos 18 se form6 un subgrupo de estudio de 11 infantes
segun la presencia (A, n =4) o ausencia (SA, n = 7) de anemia. El nimero de dicho subgrupo fue
menor al del diagnostico nutricional puesto que no se pudo obtener la muestra de sangre de siete

participantes. Las caracteristicas de los participantes del estudio se muestran en la Tabla 3 y

Tabla 4.

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacion segun diagnostico nutricional

SM (n = 6) RM (n = 12)
Edad (afos) 4.71 £1.07 4.07£1.16
(rango) (2.75-5.75) (2.25-5.41)
Sexo (M/F) /5 418
Altura (em)  103.0 £ 8.58 99.5+10.2
Peso (kg) 15.8+2.78 15.9+3.63
Peso(Z= 744079 008 +0.75
score)
Altura (Z- g 61 40,78 0.47+0.88
score)
MCZ- 394111 0.31+0.68
score)

Nota. Los grupos conformados fueron: sin riesgo de malnutricion (SM), en riesgo de

malnutriciéon (RM). Los valores son presentados como promedio + desviacion estandar.



Tabla 4. Caracteristicas de la poblacion segun estatus de anemia

SA (n=4) An=7)
Edad (afios) 5.0 + 0.48 439+ 1.05
(rango) (4.66—5.75)  (233—5.41)
Sexo (M/F) 0/4 2/5
Altura (cm)  107.0£6.96 992+ 11.1
Peso (kg) 18.0 +3.00 15.8 +3.33
Peso (Z- 02+1.03 0344073
score)
Altura (Z-— 500 098 -0.93+0.89
score)
IMC (Z- 0.15 + 1.45 0.36 + 0.54
score)

Nota. Los grupos conformados fueron: sin anemia (SA) y anemia (A). Los valores son

presentados como promedio + desviacion estandar.

Diversidad y composicion bacteriana segin grupos de estudio

El indice de Shannon, el cual considera la riqueza de las especies y la uniformidad de su
abundancia, fue utilizado para medir la alfa diversidad bacteriana de los grupos de estudio. Se
obtuvo una media de diversidad de 4.17 £ 0.21 y 4.27 £ 0.35 para el grupo SM y RM,
respectivamente, sin diferencias significativas entre sus medias (p = 0.46). Se obtuvieron
resultados similares en el grupo de estudio segin estado de anemia con medias de 4.20 + 0.27 y
4.31 + 0.42 sin diferencia significativa entre sus medias (p = 0.61) para los grupos SAy A,

respectivamente. Los resultados de la alfa diversidad se pueden apreciar en la Figura 1.



Figura 1. Alfa diversidad segun los grupos de estudio
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Nota. La figura muestra los diagramas de caja y bigote del indice de Shannon segtn los
diferentes grupos de estudio. (a) alfa diversidad segin diagnostico nutricional; (b) alfa

diversidad segln estatus de anemia.

Investigaciones realizadas en poblaciones similares, particularmente en infantes en un
rango de edad entre 2 a § afios, generalmente reportan que aquellos individuos con algun tipo de
malnutricion tienden a presentar menor diversidad que aquellos infantes saludables. Por ejemplo,
en la investigacion de Vonaesch et al. (2018) realizado en Madagascar y Republica
Centroafricana, los infantes con desnutricién cronica mostraron ligeramente menor diversidad
que los infantes sanos, aunque las diferencias no fueron significativas (p > 0.05). De forma
similar, en Indonesia, Ratnayani et al. (2024) indicaron mayor diversidad en los infantes
saludables comparado a los que padecian desnutricion cronica en Jakarta (p > 0.05) y Surono et
al. (2024) en Nusa Tenggara Oriental (p-ajustado < 0.1). Por tltimo, en un estudio realizado en

Dhaka, Bangladesh se observé mayor cantidad de unidades taxondmicas en infantes sanos que



en malnutridos (Monira et al., 2011). Cabe recalcar que no se encontraron investigaciones que
tengan como grupos de estudio a individuos que se encuentren en riesgo de malnutricion para
realizar mejores comparaciones. Los resultados del presente estudio mostraron que los infantes
con malnutricion o en riesgo presentaban ligeramente mayor diversidad bacteriana, aunque no
significativa (p = 0.46), que aquellos sin riesgo, lo cual pudiera indicar un mayor incremento de
bacterias patdogenas en comparacion con sus contrapartes saludables.

Respecto a la anemia y su relacion con la microbiota intestinal, estudios han reportaron
que la diversidad se ve disminuida de forma significativa en nifios que padecen de anemia en
comparacion con sus contrapartes saludables; Diaz-Rodriguez et al. (2022) observaron menor
cantidad de especies observadas (p < 0.05) en nifios de Perti y Seyoum et al. (2024) reportaron
menor uniformidad (p < 0.05) en nifios de Cambodia, ambos casos en nifilos menores de 10 afios.
No obstante, en un estudio realizado en Lithuana, no se apreciaron diferencias significativas en
una poblacion de nifios de entre 7 a 34 meses (Muleviciene et al., 2018). De forma similar a lo
observado en el grupo de diagnostico nutricional, en la presente investigacion se observé que los
infantes que padecian de anemia tenian ligeramente mayor diversidad que sus contrapartes
saludables, aunque dichas diferencias no fueron significativas (p = 0.61).

La beta diversidad refleja la variacion composicional de la microbiota intestinal entre los
grupos de estudio. En la presente investigacion se utilizd PERMANOVA, basada en la distancia
robusta de Aitchison, para medir la disimilitud entre grupos. El diagndstico nutricional (sin
riesgo de malnutricion y malnutricion o en riesgo) explicd el 5% de la varianza composicional de
la microbiota intestinal, aunque no difiri6 de forma significativa (R? = 0.05, p = 0.95,
permutaciones = 999). Ademas, no se pudo confirmar la homogeneidad de dispersion (ANOVA,
p =0.01) para validar la inferencia de los grupos de diagnostico nutricional. Por otro lado, el
estatus de anemia (anemia y no anemia) explicé el 9% de la varianza composicional de la

microbiota intestinal, aunque no difirié de forma significativa (R = 0.09, p = 0.88,



permutaciones = 999). El grafico biplot del anélisis de componentes principales (ACP) se utilizd

para visualizar la distancia entre puntos tal como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Biplot ACP segun los grupos de estudio
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Nota. La figura muestra el grafico de las dos primeras componentes del analisis de componentes
principales segun estado nutricional (a) y estatus de anemia (b). Las muestras que se encuentran

mas cercanas entre si poseen mayor similitud en su composicion bacteriana.

Estudios han reportado resultados contradictorios respecto a la beta diversidad de las
comunidades bacterianas en infantes con malnutricion. Algunos reportan diferencias
significativas, sugiriendo alteraciones (disbiosis) de forma global de dichas comunidades en
asociacion con la malnutriciéon (Monira et al., 2011; Surono et al., 2024), mientras que otros
autores no han reportado tales diferencias (Ratnayani et al., 2024; Vonaesch et al., 2018). De
forma similar a los resultados de alfa diversidad, no se encontraron investigaciones que tengan
como grupos de estudio a individuos que se encuentren en riesgo de malnutricion para realizar
comparaciones mas precisas. Los hallazgos del presente estudio no mostraron diferencias

significativas (p = 0.95) entre los infantes con malnutricion o en riesgo (RM) comparado con



aquellos sin riesgo de malnutriciéon (SM), sugiriendo comunidades estructuralmente similares
entre infantes en riesgo de malnutricién y sanos.

Por otro lado, en referencia a la beta diversidad segtn estatus de anemia, investigaciones
en nifios menores a 10 afios no han reportado diferencias significativas entre aquellos que
padecen anemia en comparacion con nifios saludables (Diaz-Rodriguez et al., 2022; Seyoum et
al., 2024). No obstante, en una poblacion mas joven (7 a 34 meses), Muleviciene et al. (2018)
encontraron que los infantes anémicos presentaban una composicion bacteriana diferente a sus
contrapartes saludables (p < 0.05). Los hallazgos del presente estudio no evidenciaron
diferencias significativas (p = 0.88) entre los infantes con anemia comparado con aquellos sin
anemia, sugiriendo comunidades estructuralmente similares entre infantes ambos grupos.

Respecto a la composicion bacteriana, a nivel taxondmico de filo, se pudieron observar
diferencias en las abundancias relativas promedio entre los grupos formados segun su
diagnéstico nutricional. Los filos Firmicutes y Bacteroidota fueron los que contaron con mayor
abundancia en ambos grupos. Firmicutes presentd una mayor abundancia en SM (48.92%) que
en RM (45.10%). Bacteroidota presentd mayor abundancia en SM (44.96%) que en RM
(41.06%). Proteobacteria fue mas abundante en SM (7.06%) que en RM (4.37%).
Actinobacteriota fue mas abundante en el grupo RM (1.59%) que en el SM (1.15%).
Cyanobacteria fue menos abundante en SM (0.66%) que en RM (1.27%). Verrucomicrobiota fue
mas abundante en SM (0.58%) que en RM (1.13%). Interesantemente, uno de los cambios
porcentuales mas pronunciados a nivel de filo se encontr6 en Desulfobacterota Iy Synergistota.
Desulfobacterota_I presentd una abundancia de 0.13% en el grupo SM mientras que 0.5% en el
grupo RM. Synergistota tuvo una abundancia de 0.01% en SM mientras que en el grupo RM su
abundancia fue de 0.13%. La abundancia promedio relativa a nivel de filo de los grupos SM y
RM se pueden apreciar en la Figura 3a.

De la misma forma, los grupos formados seglin su estatus de anemia mostraron

diferencias de abundancia relativa promedio en su composicion bacteriana. Los filos Firmicutes



y Bacteroidota fueron los que presentaron mayor abundancia. Bacteroidota presentd mayor
abundancia en A (46.31%) que en SA (39.06%). Firmicutes presentd menor abundancia en A
(43.16%) que en SA (49.59%). Proteobacteria fue menos abundante en A (5.39%) que en SA
(7.61%). Actinobacteriota fue mas abundante en el grupo A (2.14%) que en el SA (1.13%).
Cyanobacteria fue menos abundante en A (0.94%) que en SA (0.98%). Verrucomicrobiota fue
mas abundante en A (0.93%) que en SA (0.74%). Desulfobacterota I fue més abundante en SA
(0.08%) que en A (0.07%). Methanobacteriota A 1229 presentd la misma abundancia en ambos
grupos (0.01%). Algunas de las diferencias mas destacables se presentaron en los filos
Elusimicrobiota, Synergistota, y Fusobacteriota. Elusimicrobiota tuvo una abundancia del
0.38% en A, pero no presentd abundancia en SA (0.00%). Synergistota no presentd abundancia
en A, pero tuvo una abundancia del 0.02% en SA. Fusobacteriota fue més abundante en A
(0.06%) que en el grupo SA (0.01%). La abundancia promedio relativa a nivel de filo de los

grupos A y SA se pueden apreciar en la Figura 3b.

Figura 3. Abundancia relativa bacteriana promedio a nivel de filo de los grupos de estudio
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Nota. La figura muestra la abundancia relativa promedio de los filos bacterianos segtn el

diagnostico nutricional (a) y el estatus de anemia (b).



La abundancia diferencial bacteriana de los diferentes grupos de estudio fue investigada
de forma exhaustiva realizando un analisis de composicion de microbiomas con correccion de
sesgo (ANCOM-BC, por sus siglas en inglés). Respecto al grupo de estudio segiin su diagnodstico
nutricional, los taxones UBA 1381, Butyricimonas, Blautia A 141781 y CAG-41 presentaron
menor abundancia en el grupo RM que en SM de forma significativa, a distintos niveles de
significancia, tomando al grupo SM como referencia. Blautia ha tenido reportes contradictorios
en la literatura, algunos autores han observado que dicho género se encuentra en mayor
abundancia en nifos malnutridos (Rinanda et al., 2023) mientras que otros mencionan lo opuesto
(Ratnayani et al., 2024). Es relevante destacar que, en un estudio prospectivo en infantes de 6 a
12 meses de edad realizado en Peru, Zambruni et al. (2019) encontraron que el género
Butyricimonas y Blautia incrementaron su abundancia significativamente en infantes con
malnutricién crénica y también en sus controles sanos luego de 6 meses, lo cual indicaria que la
abundancia de dicho género no estaria relacionada al desarrollo de malnutricidon cronica en esa
edad, si no que responderia a la diversificacion natural de la microbiota intestinal. Es importante
recalcar nuevamente que dicho estudio fue realizado en infantes menores de 2 afios, el cual se
considera un periodo critico de gran diversificacion de la composicion microbiana intestinal,
mientras que la edad de la poblacion del presente estudio (alrededor de 5 afios) es muy parecida a
la microbiota de un adulto (Niu et al., 2020), razén por la cual dichos resultados no serian
extrapolables a la poblacion estudiada en esta investigacion. No se encontraron reportes de
UBA1381, CAG-41 publicados en estudios similares al presente. Los taxones, tamafios de efecto
y valores p ajustados para este grupo de estudio se pueden apreciar en la Tabla 5. El cambio
logaritmico en la abundancia relativa de cada taxdn, a nivel de género, segun el diagnostico

nutricional se puede apreciar en la Figura 4.



Tabla 5. Resultados de abundancia diferencial segun diagnostico nutricional

Taxén RM/SM Valor p-ajustado
(LFC) (FDR)
UBA1381 -2.17 0.07*
Butyricimonas -2.84 0.00™
Blautia A 141781 -1.13 0.08*
CAG-41 -2.22 0.08*

Nota. El andlisis de abundancia diferencial de los grupos sin riesgo de malnutricion (SM) y con
malnutricioén o en riesgo (RM) se realizé mediante ANCOM-BC, utilizando como férmula '~
nut_diag?2' sin covariables, donde 'nut_diag?2' representaba a los grupos de interés segun su
diagnostico nutricional. El grupo SM se utiliz6 como referencia. La tasa de descubrimiento falso
(FDR) fue seleccionada como método de ajuste del valor p. Los niveles de significancia fueron

representados con * (p ajustado < 0.1), * (p ajustado < 0.05).

Figura 4. Abundancia diferencial segun diagnostico nutricional
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Nota. La figura muestra el cambio logaritmico en la abundancia relativa de los diferentes géneros
de bacterias, comparando al grupo RM con SM. Se resalta en azul aquellos taxones que fueron

significativos (p ajustado < 0.1).



Por otro lado, en el subgrupo de estudio seglin estatus de anemia, los taxones
Porphyromonadaceae, Porphyromonas_A_859424, Butyricimonas y UMGS1071 presentaron
menor abundancia en A que en SA de forma significativa (p ajustado < 0.05) tomando al grupo
SA como referencia. No se han reportado cambios de abundancia diferencial de los taxones
mencionados anteriormente en la literatura en nifios con anemia. Sin embargo, se ha asociado la
abundancia de Ruminococcus, Anaerostipes y Prevotella en nifios que padecen de anemia
nutricional mientras que la abundancia de Clostridia, Lachnospiraceae, Faecalibacterium y
Eubacterium halli se relaciond a nifios sin anemia (p < 0.05) (Seyoum et al., 2024). Un
metaandlisis publicado recientemente asoci6 la abundancia de los taxones Clostridia,
Actinomycetaceae, Pasteurellaceae, Oscillospira, Prevotella, y Roseburia como factores
protectores mientras que la abundancia de Ruminococcus gnavus, Hungatella, and Parasutterella
como factores de riesgo para la anemia por deficiencia de hierro (Lei et al., 2025). Los taxones,
tamafios de efecto y valores p ajustados para este grupo de estudio se pueden apreciar en la Tabla
6. El cambio logaritmico en la abundancia relativa de cada taxén, a nivel de género, seglin el

estatus de anemia se puede apreciar en la Figura 5.

Tabla 6. Resultados de abundancia diferencial segun estatus de anemia

Taxén A/SA Valor p-ajustado
(LFC) (FDR)
Porphyromonadaceae -1.93 0.017
Porphyromonas A_859424 -2.25 0.00"
Butyricimonas -2.29 0.02"
UMGS1071 -3.00 0.02"

Nota. El andlisis de abundancia diferencial de los grupos sin anemia (SA) y con anemia (A) se
realizo mediante ANCOM-BC, utilizando como féormula '~ anemia' sin covariables, donde

'anemia’ representaba a los grupos de interés segun su estatus de anemia. El grupo SA se utilizo



como referencia. La tasa de descubrimiento falso (FDR) fue seleccionada como método de ajuste

del valor p. El nivel de significancia fue representado con * (p ajustado < 0.05).

Figura 5. Abundancia diferencial segun estatus de anemia
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Nota. La figura muestra el cambio logaritmico en la abundancia relativa de los diferentes géneros
de bacterias, comparando al grupo A con SA. Se resalta en azul aquellos taxones que fueron

significativos (p ajustado < 0.05).

Es de particular interés que Butyricimonas se encontré muy reducido de forma
significativa en ambos grupos de estudio, tanto para el grupo segin el diagnostico nutricional (p
ajustado = 0.00) como en estatus de anemia (p ajustado = 0.02). En el caso de los infantes con
malnutricioén o en riesgo, se evidencié que Butyricimonas fue aproximadamente 17 veces menos
abundante que en los infantes sin riesgo de malnutricion, mientras que en aquellos con anemia
fue aproximadamente 10 veces menos abundante que en sus contrapartes saludables.

Butyricimonas es un género de bacterias anaerdbicas estrictas perteneciente a la familia
Porphyromonadaceae, la cual también se hallo significativamente reducida en el grupo de

infantes con anemia, que habitan el intestino, cuyos productos metabdlicos finales son



principalmente 4cidos grasos de cadena corta (SCFAs, por sus siglas en inglés) como los acidos
butiricos, isobutiricos e isovaléricos; ademads, también producen acido acético, propionico y
succinico (Sakamoto et al., 2009, 2014). Cabe destacar que los SCFAs son metabolitos de gran
relevancia producidos por la microbiota intestinal, ejerciendo principalmente sus efectos al
mejorar la funcion de la barrera intestinal, inhibir la respuesta inflamatoria, promover la
apoptosis y regular la inmunidad. Los desbalances en los SCFAs se han relacionado a varias
enfermedades (Zhang et al., 2023).

Los resultados del presente estudio indican que los infantes que se encuentran en riesgo
de malnutricién o con anemia poseen una microbiota intestinal reducida en Butyricimonas. Este
hallazgo pudiera explicarse ya que dicho género de bacterias desempefia un papel importante en
el mantenimiento de la salud intestinal mediante su produccion de acidos grasos de cadena corta
que proveen de energia a los colonocitos ademas de promover un ambiente antiinflamatorio. Su
reduccion puede llevar a una funcion intestinal comprometida y a una inflamacion cronica lo
cual dificulta la absorcion de nutrientes y pudiera tener un rol en el desarrollo de malnutricién o

anemia.



Capitulo 4



4. Conclusiones y recomendaciones

4.1. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, se pueden obtener las

siguientes conclusiones que responden a los objetivos planteados:

1.

El riesgo de malnutricion o el estatus de anemia no influyeron de forma significativa en
la diversidad (alfa diversidad) o composicion global (beta diversidad) de la microbiota
intestinal de los infantes en comparacion con sus contrapartes saludables. Aunque a nivel
global presentaron caracteristicas similares, se hallaron diferencias significativas en la
abundancia diferencial a nivel taxonémico de familia y género.

Los infantes con riesgo de malnutricion se caracterizan por tener menor abundancia de
Butyricimonas, Blautia A 141781, CAG-41y UBA1381 en comparacion con su
contrapartes saludables (p ajustado < 0.1). Por otro lado, los infantes que padecen de
anemia se caracterizan por tener menor abundancia de Porphyromonadaceae,
Porphyromonas A 859424, Butyricimonas y UMGS1071 en comparacion con sus
contrapartes que no padecian anemia (p ajustado < 0.05). La abundancia de
Butyricimonas se vi6 reducida en ambos casos (p ajustado < 0.05), dicho género de
bacterias es de particular interés puesto que desempefia un papel importante en la salud
intestinal mediante su produccion de 4cidos grasos de cadena corta. Su reduccion pudiera
derivar a una funcion intestinal comprometida y a inflamacion cronica, lo cual dificulta la

absorcion de nutrientes y pudiera conducir a malnutriciéon o anemia.

4.2 Recomendaciones

Luego de culminar lo planificado en la presente investigacion, se obtienen las siguientes

recomendaciones primordiales:



El estudio utilizé un modelo de diagndstico nutricional integral que involucraba diversos
aspectos relevantes de la valoracion nutricional que permitia valorar el riesgo de
malnutricion incluso antes de que esta se establezca; no obstante, no se obtuvieron
suficientes participantes que cumplieran con los criterios de malnutricion (solo un
participante cumplié) para poder realizar las comparaciones entre las tres categorias, a
saber: “sin riesgo de malnutricion”, “riesgo de malnutricion” y “malnutricién”, por lo
cual los andlisis se basaron en las categorias “sin riesgo de malnutricion” y “malnutricion
o en riesgo”’. Debido a las limitaciones de acceso a la poblacion de estudio no se pudieron
reclutar a mas participantes. Por lo tanto, se recomienda que futuras investigaciones en
poblaciones similares utilicen el mismo modelo de diagnostico, que va mas alla de las z-
scores, y consigan grupos de al menos 20 participantes en cada grupo para comprender
mejor la relacion de la microbiota intestinal y el diagnostico nutricional.

Con base a los hallazgos, se recomienda que futuras investigaciones también incluyan
analisis de acidos grasos de cadena corta en los sujetos de estudio para establecer
conclusiones mas robustas. A pesar de que se encontrd que Butyricimonas se encontraba
significativamente disminuida en los grupos (RM y A), y que dicha relacion pudiera
explicarse mediante una menor produccion de SCFAs a nivel intestinal, esto no fue

medido directamente en el presente estudio. Por lo que seria pertinente también

cuantificar el contenido fecal de SCFAs en futuros estudios.
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Ingeniera

Diana Carvajal Aldaz, PhD.
Investigador Principal
Ciudad .-

Referencia: Proyecto de Investigaciéon “Impacto del programa de desayunos saludables de la
fundacién YO SIEMBRO en la prevalencia de desnutricién en nifios < 5 afios moradores del
sector Monte Sinai del cantén Guayaquil durante la pandemia COVID-19".

Estimada Ingeniera:

Informamos a usted que el Comité de Etica en Investigacién en Seres Humanos dei Hospital
Luis Vernaza, en sesion extraordinaria No.230, con fecha 08 de diciembre del presente afio, se
evalud y aprobd el proyecto de la referencia:

Documentos revisados y aprobados:

e Protocolo:
Fecha de la versién/estado: Versién 1.0 / 25-octubre-2021.

e Hoja de Guia de observacion:
Fecha de la version/estado: Versién 1.0 / 25-octubre-2021.

o Declaratoria de Ausencia de Conflicto de Intereses.
Declaracién de conflicto de intereses por parte de todos los investigadores
participantes del proyecto.

e Curriculum Vitae y antecedentes del Investigador Principal.

El Comité de Etica ha tomado en cuenta para su aprobacién los objetivos del proyecto y el
desarrollo de la metodologia a aplicarse para lograr dichos objetivos que consta en los
documentos revisados.

Puntualizamos la obligatoriedad de notificar al Comité de Etica en Investigacién en Seres
Humanos, cualquier circunstancia o efecto adverso que ocurra durante la investigacién, junto
con la explicacién de su ocurrencia y manejo. También se debe entregar al Comité informes
semestrales y final del proyecto.

Se recuerda que, segun las normas bioéticas, las muestras biolégicas almacenadas para
estudios posteriores, estos deben ser en el ambito de la investigacion original y se debe
obtener una nueva autorizacién para dicho estudio al Comité de Etica. i

La aprobacion del protocolo de la referencia expira el 08 de diciembre de 2022. Le deseo éxitos
en su investigacién.

Sin otro pgrticular me guscribg de Usted.
w.dunto de Bunfl.cencia de Guayaqui
e HOSPITAL LUIS VERNAZA

Atentamie‘.u%é,

HOSPITAL LUIS VERNAZA - PBX: (593) 4 256-0300 - LOJA 700 Y ESCOBEDO - GUAYAQUIL - ECUADOR
www.hospitalvernaza.med.ec
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MADRES O REPRESENTANTES LEGALES DE INFANTES

Consentimiento Informado para recoleccion de informacidon por medio de entrevistas, evaluacion
nutricional, recoleccion de muestras bioldgicas y registro foto — video

Titulo de la investigacion: “Impacto del programa de desayunos saludables de la fundacién YO SIEMBRO
en la prevalencia de desnutricidon en nifios < 5 aflos moradores del sector Monte Sinai del cantén
Guayaquil durante la pandemia COVID-19.”

Instituciones encargadas del desarrollo del estudio: Escuela Superior Politécnica de Litoral (ESPOL) y
Fundacion YO SIEMBRO

Nombre de las investigadoras principales y patrocinador:
» Ph.D. Diana Gabriela Carvajal Aldaz (Escuela Superior Politécnica del Litoral - ESPOL)
» Patrocinador: Claudia Salem, Fundacién YO SIEMBRO

Este documento consta de dos partes:
1. Informacion detallada sobre el estudio.
2. Formulario de firma del consentimiento informado.

1. Objetivo de la investigacion

Su hijo(a) o representado legal ha sido invitado(a) a participar en un estudio que quiere evaluar el
impacto del programa de desayunos saludables de la fundacién YO SIEMBRO en la prevalencia de
desnutricién en nifios < 5 afios moradores del sector Monte Sinai durante la pandemia COVID-19. Es
decir, esta investigacion busca evaluar si el programa de desayunos saludables y la educacién sobre
temas de practicas alimenticias e higiene relacionada a alimentos sirve de modelo para ayudar a mejorar
el estado nutricional de los nifios (as) en comunidades como las del Monte Sinai o si es necesario realizar
ajustes. Ademas, se busca entender si existe relacion entre el COVID-19 y la desnutricion infantil.

Nota: En caso de no entender alguna de las palabras o conceptos citados en el documento, no dude
en preguntar. De ser asi, se le informa que se tomard todo el tiempo necesario para explicdarselo segun
se avanza. También pueden hacer preguntas ahora, durante o después de haber terminado de leer el
documento, antes de brindar su consentimiento o incluso después si usted lo deseare.

2. Criterios de inclusion y exclusion de los infantes
Criterios de inclusion

- Infantes entre 6 meses a 5 afios
Criterios de exclusion

- Infantes con complicaciones agudas severas (diarrea, vomitos, fiebre, anorexia, neumonia,
estado de consciencia alterado) e infantes con malnutricidn secundaria (historia de enfermedad
cardiaca, hepatica, renal, cancer y enfermedad inflamatoria intestinal)

3. Procedimientos y Protocolos

El desarrollo de la investigacidn se realizara en la comunidad del Monte Sinai ubicada en el cantén
Guayaquil, Guayas — Ecuador. Esta investigacion tendra una duracidn de un aino. El programa nutricional
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de la Fundacion YO SIEMBRO se enfoca en tres acciones concretas: (1) entrega de desayunos nutritivos,
(2) servicio de exdmenes clinicos y (3) educacién nutricional. Los desayunos nutritivos se proveen tres
veces por semana a infantes menores de 5 afios moradores de Monte Sinai. Los desayunos son
disefiados segun sus requerimientos nutricionales. Ademas, cada seis meses los infantes acceden de
forma voluntaria al servicio gratuito de exdmenes bioquimicos de sangre y de heces. Dichos examenes
consisten en un hemograma completo, un examen coproparasitario para evaluar presencia/ausencia de
protozoarios y un coprocultivo para determinar la presencia de bacterias causantes de infecciones
intestinales. Estos servicios son donados por el laboratorio clinico ONELABT. La mitad de las muestras
de heces seran almacenadas y preservadas por el equipo de investigacidn de este proyecto para futuras
investigaciones relacionadas a microbiota intestinal. Adicionalmente, la Fundacion YO SIEMBRO realiza
educacion nutricional a los cuidadores de los infantes y a los encargados del comedor comunitario
gracias a voluntarios. A continuacién, explicamos detalladamente los procedimientos que se seguiran
durante el estudio.

e Encuesta nutricional

La encuesta de nutricidn esta basada en preguntas sobre sus habitos alimenticios, practicas de
lactancia materna, frecuencia de alimentacién, etc. Ademas, se realizan pregunta a los padres
o representantes de infantes sobre el nivel de educacion, nimero de hijos, entre otras. Se
estima que la encuesta dure aproximadamente 10 minutos. Estaran a cargo de estas actividades
Diana Carvajal-Aldaz, Ph. D., Luz Valencia M.Sc, Lic. Carlos Ordoiiez.

e Evaluacién nutricional a infantes.

Esta evaluacién nos permitird determinar el estado nutricional del nifio, es decir si el infante
presenta un crecimiento adecuado para la edad. Se tomaran medidas tales como peso, longitud
o altura y se realizarad una exploracion fisica para ver si existen signos clinicos relevantes. Para
mayor confianza estos procedimientos serdn realizados por nutricionistas y por una médica.
Estaran a cargo de estas actividades Luz Valencia, M.Sc., Gabriela Cucalén, M.Sc., Gabriela
Carvajal, M.Sc., Med. Alexandra Jiménez, Lic. Carlos Orddiiez con la colaboracién de las madres
y/o representantes legales. Se calcula que esta evaluacion dure maximo unos 10 minutos.

e Examenes clinicos de sangre y heces

Como parte del programa nutricional de la fundacién YO SIEMBRO, se ofrecera el servicio de
examenes clinicos gratuitos a los infantes. Para ello, le tomaran muestra de sangre a su hijo(a)
o representado(a) legal para hacer examenes de hemograma completo, esto son exadmenes que
nos permiten saber como estan los gldbulos rojos, blancos, si tiene mucho o pocos. Con esta
informacidn podemos saber, por ejemplo, si el infante presenta anemia. Estos examenes se
realizardn tres veces: al inicio del estudio y cada seis meses. Ademas, le solicitaran que presente
una muestra de heces para ver si hay parasitos o microbios que causen infeccion.

Manejo de las muestras bioldgicas

Sus muestras no van a ser analizadas en el extranjero. Luego de los andlisis bioquimicos de su
sangre, el remanente de esta serd descartada por el Laboratorio Clinico que realiza el andlisis.
El remanente de las muestras de heces si sera almacenada para futuras investigaciones,
relacionadas al estudio propuesto aqui. Sus muestras no serdn compartidas con nadie fuera
de nuestro equipo de investigacion.
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e Prueba rapida de COVID-19

Se realizara una prueba rapida de COVID-19 de anticuerpos a su hijo(a). Para dicha prueba se
realizard una puncion en el dedo de la mano, o en el talén del pie en el caso de tratarse de
bebés, para extraer unas gotitas de sangre.

e Registro de fotos y videos

Es necesario la documentacién de las actividades que se realicen para la investigacién, por lo
gue se tomaran fotos y grabaran videos en el transcurso de las entrevistas semi estructuradas,
evaluacion nutricional y de salud.

4. Riesgos y molestias

e Reconocimiento de informacién clinica: se mantendrd la confidencialidad de los datos
personales. Las muestras seran codificadas para su analisis.

e Evaluacion nutricional: es posible que el/la bebé se sienta un poco inquieto al momento de
realizar las mediciones corporales (peso, longitud o altura). Por esta razén las mediciones seran
realizadas en presencia y con la colaboracion de sus padre o representantes legales.

e Muestras de sangre: durante el procedimiento para obtener la muestra de sangre el/la bebé o
nifio(a) puede sentir dolor e incluso puede llorar. En algunos casos se puede presentar un
moretdn, pero este desaparecerd en algunos dias.

e Toma de muestras de heces: ciertas veces puede ser puede incodmodo recoger las heces por su
olor o aspecto.

e Prueba rapida COVID-19: durante el procedimiento para obtener la muestra de sangre el/la
bebé o nifio(a) puede sentir dolor e incluso puede llorar.

5. Beneficios

Los beneficios de poder acceder a exdmenes preventivos sin costo y que la informacién que entregue
es sumamente valiosa para el estudio de investigacion. Estos andlisis permiten conocer el estado
nutricional y patron alimentario, informacion base para poder dar recomendaciones de salud. En el caso
de encontrar que un infante tenga desnutricidén, anemia, o alguna alteracion en su salud se le avisara
sobre el estado de salud y se le enviard al centro de salud del MSP para que pueda iniciar algun tipo de
tratamiento.

Todos los exdmenes relacionados con su participacién en este estudio seran gratuitos. En cuanto al
potencial beneficio del infante por participar, permite comprender la eficacia de las intervenciones de
desayunos saludables en comunidades como las del Monte Sinai y permitirad servir de modelo para
futuras ayudas comunitarias. Ademas, el conocimiento

6. Participacion Voluntaria
Usted, al igual que los demas participantes seleccionadas, pueden elegir LIBRE y VOLUNTARIAMENTE si
su hijo (a) o representado(a) legal puede participar o no en el estudio.
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7. Incentivos
Ser parte del estudio no implica un incentivo econémico para usted o para alguno miembro de su
familia.

8. Confidencialidad

La informacion de salud, los datos personales y los resultados de los analisis de las muestras bioldgicas,
se mantendran de forma confidencial de acuerdo con la ley del Estado Ecuatoriano. Esta informacién
sélo se utilizarad con propdsitos de investigacion.

Su hijo (a) o representado(a) legal, al igual que todos los participantes seran provistos de un codigo Unico
como identificacién durante el proyecto. Ninguin reporte llevard el nombre del infante a fin de mantener
oculta y confidencial su identidad. Solamente los investigadores involucrados en el proyecto, y a quienes
usted conocerd a lo largo de la ejecucidn del proyecto, conoceran su identidad, pero bajo ninglin motivo
la revelaran.

Los resultados los recibiran las madres en un sobre sellado y con este codigo por la PhD. Diana Carvajal.
Las muestras bioldgicas seran utilizadas exclusivamente para esta investigacion.

9. Derecho a negarse o retirarse del estudio

Esto es una reconfirmacién, no es obligatorio participar en la investigacién. Como se menciond
anteriormente la participacion de su hijo(a) o representado(a) legal en este estudio es voluntaria, es
decir, usted puede decidir NO QUIERO participar. Si usted decide permitir la participacion del infante,
puede retirarse del estudio en cualquier momento. No habra sanciones, ni pérdida de beneficios si usted
decide no participar, o decide retirarse del estudio antes de su conclusién.

En caso de que una madre y/o infante decida retirarse del estudio después de que se hayan tomado las
muestras bioldgicas, estas no seran consideradas para el estudio

10. A quién contactar

Usted puede contactar a la investigadora principal del estudio en caso de que tenga dudas o preguntas
durante el desarrollo del estudio.

PhD. Diana Gabriela Carvajal Aldaz
Correo: dgcarvaj@espol.edu.ec
Celular: 0969069982

11. Datos del Comité de bioética que aprobo el protocolo de investigacion:
Comité de Etica en Investigacién en Seres Humanos

Teléfono: 2560 300 Ext. 3029. Correo electrénico: edaquilema@jbgye.org.ec /
comitedeticahlv@jbgye.org.ec

Direccion (oficina): Hospital Luis Vernaza, Loja 700 y Escobedo, en el Area de Pensionado.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INFANTES

“Impacto del programa de desayunos saludables de la fundaciéon YO SIEMBRO en la prevalencia de
desnutricion en nifios < 5 afios moradores del sector Monte Sinai del cantén Guayaquil durante la
pandemia COVID-19”

He leido o me han explicado de manera detallada el propdsito de este estudio, asi como los riesgos,
beneficios y las opciones de mi hijo(a) o representado(a) como participante. Entiendo que se guardara
absoluta confidencialidad de toda la informacién, los datos recolectados y examenes realizados.
Entiendo que puedo retirar a mi hijo(a) o representado legal del estudio cuando yo asi lo quiera, y no
habra ninguna consecuencia desfavorable para mi.

Yo, , habiendo sido informado sobre Ia
realizacion del estudio, llevado a cabo por la Escuela Superior Politécnica de Litoral (ESPOL) y la
fundacion YO SIEMBRO, bajo la direccién de Diana Gabriela Carvajal Aldaz (ESPOL).

e Acepto que mi hijo(a) o representado(a) participe en el estudio de investigacion. Acepto que se
tomen fotografias, se graben audios y videos siempre y cuando se mantenga la confidencialidad
de todos sus datos.

e Acepto que mi hijo(a) o representado(a) sea evaluado(a) nutricionalmente.

e Acepto que a hijo(a) o representado(a) se le tomen muestras de sangre y heces para los analisis
médicos.

o Acepto que los resultados de los examenes clinicos de mi hijo(a) o representado(a) sean
compartidos a los investigadores para que puedan determinar su estado de salud.

e Acepto que las muestras de heces remanentes de mi hijo(a) o representado(a) sean
almacenadas y utilizadas para futuras investigaciones relacionadas al objetivo del presente
proyecto.

e Reconozco que la informacién que se provea en el curso de esta investigacion es estrictamente
confidencial y no serd usada para ningun otro propdsito fuera de los de este estudio sin mi
consentimiento.

e Entiendo que una copia de esta ficha de consentimiento me sera entregada, y que puedo pedir
informacidn si tengo dudas y que los resultados de los exdmenes médicos y de salud me seran
entregados.

e Entiendo que si hay preguntas durante el estudio puedo contactarme con la investigadora
principal PhD. Diana Carvajal al nUmero 0969069982.

Si considera que no hay dudas, ni preguntas acerca de su participaciéon de la participacién de su
representada puede, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

PARA PADRES O REPRESENTANTES LEGALES DE LOS INFANTES

Nombres y apellidos del padre/madre/representante legal

Nombres y apellidos del infante

Cédula de identidad Firma Lugar y fecha

Direccion de residencia Numero de contacto
del participante del participante
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Yo, el abajo firmante, reconozco haber proporcionado toda la informacién necesaria para la
comprension del proceso de seleccidn para la presente investigacion para la persona mencionada
anteriormente. Yo certifico que, en la medida de mi conocimiento, la persona que firma este
consentimiento comprende la naturaleza, las demandas, los beneficios y riesgos de participar, y que su
firma es valida y dada libremente.

Diana Carvajal Aldaz Cédula de identidad Fecha
Investigadora principal
Firma
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CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

“Impacto del programa de desayunos saludables de la fundaciéon YO SIEMBRO en la prevalencia de
desnutricion en nifios < 5 afios moradores del sector Monte Sinai del cantén Guayaquil durante la
pandemia COVID-19”

Investigadoras principales:

PhD. Diana Gabriela Carvajal Aldaz

Organizacion de la investigadora:

Escuela Superior Politécnica de Litoral (ESPOL)

Por medio del presente documento quiero informar mi decision de retirar a mi hijo(a) o
representado (a) legal como participante del estudio de investigacion por las siguientes razones
(opcional):

Nombres y apellidos de la participante

Cédula de identidad Firma Fecha

Nombres y apellidos del testigo

Cédula de identidad Firma Fecha

*Se elaborara dos ejemplares y se entregara una copia a la madre/padre/representante legal del
participante.



Apéndice C



Formulario de toma de datos - infantes %

* Required

* This form will record your name, please fill your name.

Datos generales y antropometria del infante

Ingresar cédigo del tutor/padre *

Ingresar cédigo de infante *

Fecha de nacimiento del niflo/a (mes-dia-afio) *

Sexo del nifio *

O Hombre
O Mujer



;Se ha enfermado su hijo/a de COVID-19?7 *

O si
ONO

Peso (kg) *

The value must be a number

Talla/longitud (cm) *



Criterios excluyentes

;Ha tenido diarrea en la dltima semana? *

O si
ONO

;Ha tenido vémito en la ultima semana? *

O si
ONo

;Ha tenido fiebre en la Gltima semana? *

O si
ONO

;Ha tenido falta de apetito en la ultima semana? *

O s
ONO

;Ha tenido neumonia en la Ultima semana? *

O si
ONO



;Estado de conciencia alterado? *

O si
ONO

;Sufre el nifio de enfermedades del corazon? *

O si
ONO

;Sufre el nifio de enfermedades del higado? *

O si
ONO

;Sufre el nifio de enfermedades de los rifones? *

O si
ONO

;Sufre el nifo de cancer? *

O i
ONO



;Sufre el nifio de enfermedades intestinales? *

O si
ONO



Exploracion Fisica

Realizar la exploracion fisica y registrar si existen hallazgos anormales.

Estado de hidratacion *

(O saludable
O Anormal

Masa muscular *

(O saludable
O Anormal

Paniculo adiposo *

(O saludable
O Anormal

Piel y faneras *

O Saludable

O Anormal



Ojos *

O Saludable
O Anormal

Nariz *

O Saludable
O Anormal

Cavidad oral *

O Saludable
O Anormal

Cuello *

(O saludable
O Anormal

Torax *

(O saludable
O Anormal



Abdomen *

O Saludable
O Anormal

Extremidades *

O Saludable
O Anormal

Sistema cardiovascular *

O Saludable
O Anormal

Sistema nervioso *

(O saludable
O Anormal

Aparato digestivo *

(O saludable
O Anormal
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