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Not formula-fed, Any formula feeding, Difference in means
n=25 n=21 between groups’
Infant antibiotic treatment 18 12 —
Infant amp + gent treatment 15 1 —
Infant amp + gent + van treatment 3 1 —
Duration of infant antibiotic treatment, days, median (IQR) 2(0-2) 2(0-2) —
Maternal antibiotic treatment 15 10 —
Cesarean delivery 14 15 —
Vaginal delivery 1 6 —
Weight at time of sampling, kg, median (IQR) 1580 (1.360-1.980) 2.25 (2.060-2.400) -
Sex female 9 10 —
Sex male 16 1 —
Infant age, days, median (IQR) 17.00 (14.00-17.00) 17.00 (14.00-17.00) —
Fortifier 20 0 —
Breast milk only 5 0 —
Gestational age, weeks, median (IQR) 31.43 (29.86-32.86) 33.86 (33.43-34.00) —
Infant infection 4 2 —
Necrotizing enterocolitis 0 0 —
Prolonged rupture of membranes 9 3 —
No group B Streptococcus 9 14 —
Group B Streptococcus 6 2 —
Unknown group B Streprococcus 10 5 —
Maternal diabetes 2 2 —
Maternal preeclampsia 3 10 —
Length of stay in hospital, days, median (IQR) 38 (26-61) 21 (18-24) =

I = 46. The table shows the major cl;
gentamy

al parameters. Full

; van, vancomycin.

2The column entitled “Difference between groups” indicates instances where the groups were not balanced (Student’s rtest).
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ical data are shown in Supplemental Data 1. Abbreviati





[image: image2.png]background: Infants are at a mgh risk ol acquiring fatal infections,
and their treatment relies on functioning antibiotics. Antibiotic
resistance genes (ARGs) are present in high numbers in antibiotic-
naive infants’ gut microbiomes, and infant mortality caused by
resistant infections is high. The role of antibiotics in shaping the
infant resistome has been studied, but there is limited knowledge on
other factors that affect the antibiotic resistance burden of the infant
gut.

Objectives: Our objectives were to determine the impact of early
exposure to formula on the ARG load in neonates and infants born
cither preterm or full term. Our hypotheses were that diet causes a
selective pressure that influences the microbial community of the
infant gut, and formula exposure would increase the abundance of
taxa that carry ARGs.

Methods: Cross-sectionally sampled gut metagenomes of
46 neonates were used to build a generalized linear model to
determine the impact of diet on ARG loads in neonates. The model
was cross-validated using neonate metagenomes gathered from
public databases using our custom statistical pipeline for cross-
validation.

Results: Formula-fed neonates had higher relative abundances
of opportunistic pathogens such as Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, and Clostridioides difficile. The relative abundance of
ARGs carried by gut bacteria was 69% higher in the formula-
receiving group (fold change, 1.69; 95% CI: 1.12-2.55: P = 0.013;
n = 180) compared to exclusively human milkfed infants. The
formula-fed infants also had significantly less typical infant bacteria,
such as Bifidobacteria, that have potential health benefits.
Conclusions: The novel finding that formula exposure is correlated
with a higher neonatal ARG burden lays the foundation that
clinicians should consider feeding mode in addition to antibiotic
use during the first months of life to minimize the proliferation
of antibiotic-resistant gut bacteria in infants.  Am J Clin Nutr
2022:115:407—421.
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A alimentação com fórmula no início da vida está associada a alterações na microbiota intestinal infantil e a um aumento da carga de resistência a antibióticos

Early-life formula feeding is associated with infant gut microbiota alterations and an increased antibiotic resistance load.Pärnänen KMM, Hultman J, Markkanen M, Satokari R, Rautava S, Lamendella R, Wright J, McLimans CJ, Kelleher SL, Virta MP.Am J Clin Nutr. 2022 Feb 9;115(2):407-421. doi: 10.1093/ajcn/nqab353.PMID: 34677583 Free PMC article. Artigo Livre!
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Bactérias patogênicas resistentes a antibióticos causam aproximadamente 214.000 mortes neonatais anualmente ( 1 ). Assim, entender os fatores que afetam a carga de resistência desse grupo vulnerável é fundamental. Anteriormente, presumia-se que o uso de antibióticos desempenhava o papel mais significativo no aumento de bactérias resistentes a antibióticos (BRA) em ambientes de saúde. No entanto, sugere-se que a transmissão do BRA em vez do uso de antibióticos desempenha um papel importante na resistência clínica global ( 2 ).

O uso de antibióticos tem um papel bem estabelecido na formação do resistoma dos bebês. O uso de antibióticos afeta o resistoma de maneira antibiótica específica à medida que as bactérias resistentes a um determinado antibiótico aumentam. Consequentemente, a abundância dos genes de resistência a antibióticos (ARGs) transportados pelas cepas resistentes aumenta simultaneamente ( 3 ). Sabe-se que o número e a extensão dos tratamentos com antibióticos na infância afetam a abundância de ARG.

Os bebês têm maiores concentrações de ARGs em sua microbiota intestinal do que os adultos, mesmo sem serem expostos a antibióticos. Portanto, a transmissão de BRA e outros fatores seletivos além do tratamento com antibióticos podem levar ao enriquecimento de ARG em recém-nascidos e lactentes. No entanto, há conhecimento limitado sobre o efeito de agentes causadores de pressão seletiva, além dos antibióticos, nas cargas de resistência em recém-nascidos e lactentes. Elementos genéticos móveis (MGEs) transmitem ARGs entre bactérias, possivelmente espalhando ARGs na microbiota intestinal infantil, e os ARGs podem ser transmitidos verticalmente da mãe ou adquiridos no ambiente hospitalar. Consequentemente, para reduzir a mortalidade infantil causada por bactérias resistentes a antibióticos, é fundamental reduzir as chances de transmissão e encontrar maneiras de modificar o ambiente intestinal para ser menos favorável à colonização por cepas resistentes.
O tipo de alimentação pode ter um efeito substancial na microbiota, e estudos anteriores sugerem que a dieta pode alterar a abundância de ARGs específicos no intestino infantil. No entanto, a magnitude do impacto da dieta infantil na proporção de bactérias resistentes e multirresistentes no intestino, referida aqui como carga de resistência, é atualmente desconhecida.
Portanto, os bebês correm alto risco de adquirir infecções fatais e seu tratamento depende de antibióticos funcionais. Os genes de resistência a antibióticos (ARGs) estão presentes em grande número nos microbiomas intestinais de bebês virgens de antibióticos e a mortalidade infantil causada por infecções resistentes é alta. O papel dos antibióticos na formação do resistoma infantil foi estudado, mas há conhecimento limitado sobre outros fatores que afetam a carga de resistência aos antibióticos do intestino infantil.
                                         HIPÓTESE
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OBJETIVO
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MÉTODOS

Foram coletados dados metagenômicos de amostras fecais transversais colhidas na idade de 7 a 36 dias de 46 bebês nascidos prematuros entre 27 e 37 semanas de gestação. A carga média de resistência foi aproximada, calculando o número relativo de ARGs/cópia do gene 16S RNA. 
Na  Tabela 1 dados clínicos para a população de estudo para lactentes por exposição à fórmula
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21 lactentes foram alimentados com fórmula infantil comercial (Neosure), 20 foram alimentados com leite materno com fortificante de leite humano (Similac) e 5 foram alimentados apenas com leite humano (mãe ou doadora).
Trinta das crianças receberam antibióticos. Nos casos em que a criança recebeu antibióticos, as amostras fecais foram coletadas aproximadamente 2 semanas após o término do tratamento com antibióticos para eliminar o potencial efeito de confusão da antibioticoterapia.
Para obter mais amostras para estudar as variáveis ​​que afetam a carga de ARG no intestino do neonato, os autores realizaram uma metanálise além da coorte original de 46 bebês.

Assim, as coortes de metanálise tiveram 696 recém-nascidos.
A inscrição começou em janeiro de 2014 e foi concluída em julho de 2017.
 Os critérios de inclusão foram bebês prematuros nascidos de 26 a 37 semanas de gestação que foram admitidos na UTIN Penn State Hershey ou transferidos para a UTIN do PSHMC dentro de 72 horas após o nascimento. 
Os critérios de exclusão incluíram o seguinte: bebês nascidos com <26 ou >37 semanas de gestação, bebês nascidos com anomalias congênitas maiores (coração, trato gastrointestinal, renal ou respiratório), mães conhecidas por usar drogas ilícitas ou abuso de álcool ou mães com história de depressão que requer medicação psicotrópica de longo prazo. 
Obtivemos o consentimento por escrito dos pais de todos os indivíduos dentro de 48 horas após a admissão na UTIN do PSHMC.
O material fecal foi coletado em tubos de microcentrífuga estéreis aproximadamente 2 semanas após a descontinuação dos antibióticos profiláticos e a alimentação enteral foi iniciada. As amostras foram congeladas a -80°C até a análise.

Os autores excluíram  todos os bebês alimentados com leite humano fortificado que não receberam fórmula e compararam  dietas exclusivas de leite humano e dietas contendo fórmula, uma vez que assumimos que bebês alimentados com leite humano fortificado podem diferir de bebês que recebem apenas leite humano.

Os autores analisaram  separadamente os efeitos do leite humano suplementado com fortificante em comparação com uma dieta exclusivamente à base de leite humano. Em Bäckhed et al. ( 5), a idade gestacional foi entre 39,3 e 41 semanas
RESULTADOS

A CARGA DE  GÊNESES RESISTENS A ANTIBIÓTICOS  É AFETADA PELA DIETA E IDADE GESTACIONAL
Esse estudo foi desenhado para eliminar o efeito do uso de antibióticos, já que o interesse era estudar outros fatores que não os antibióticos, uma vez que seus efeitos foram estudados detalhadamente antes, por exemplo, em Gasparrini et al. ( 4). 

Ainda assim, bebês alimentados com qualquer fórmula tiveram abundâncias de ARG significativamente em relação aos bebês alimentados apenas com leite materno ou alimentados com leite suplementado com fortificante.

 No entanto, bebês alimentados com fortificante foram mais prematuros do que bebês alimentados com fórmula, conforme protocolo hospitalar, o que causa um fator de confusão.
Em seguida, os autores determinaram  se havia um efeito da suplementação de fortificante na carga de ARG.

Não foram observadas  diferenças entre bebês alimentados com fortificante em comparação com bebês alimentados apenas com leite materno.

 Além disso, não houve diferenças entre fortificantes derivados de leite humano ou derivados de leite bovino.


Nesse  conjunto de dados, os elementos genéticos móveis (MGEs) que transmitem genes de resistência aos antibióticos (ARGs) entre bactérias, possivelmente espalhando ARGs na microbiota intestinal infantil foram significativamente mais abundantes  nos bebês alimentados com qualquer fórmula do que nos bebês alimentados exclusivamente com leite humano
 Altos números de MGEs e ARGs podem sugerir que genes de resistência podem ser transferidos entre cepas bacterianas. 
A transferência horizontal de ARGs também pode causar o surgimento de novas cepas resistentes a antibióticos de patógenos clinicamente relevantes ( 42 ). 
As classes ARG e as famílias bacterianas também variaram com a dieta infantil.

 O resistoma e a composição da comunidade microbiana foram significativamente correlacionados e agrupados pelo gênero dominante na microbiota 
Enterobacteriaceae são conhecidas por abrigar vários ARGs móveis em seus genomas; assim, os autores detrminaram  o efeito da dieta na abundância de Enterobacteriaceae.

Enterobacteriaceae foram mais abundantes em bebês alimentados com qualquer fórmula (3 vezes mais) do que em bebês alimentados com leite humano. Esses dados estão de acordo com um relatório anterior indicando que a fórmula aumenta a abundância de Enterobacteriaceae fecais em bebês nascidos prematuros

A idade gestacional tendeu a ser inversamente correlacionada com a abundância de Enterobacteriaceae (diminuição de 22%/semana de gestação; P  < 0,1).
 Curiosamente, as Enterobacteriaceae têm sido associadas ao aparecimento da enterocolite necrosante (ECN), e tanto a idade gestacional mais baixa quanto a alimentação com fórmula são fatores de risco bem estabelecidos para a ECN.
 A idade gestacional afetou significativamente a carga de ARG. Uma gestação mais longa se traduziu em uma menor abundância de ARG.

Vários ARGs foram significativamente mais abundantes em bebês alimentados com fórmula, incluindo genes SHV, que codificam o fenótipo beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) em Klebsiella.  A abundância relativa de genes SHV correlacionada com abundâncias relativas de Klebsiella. 
Além disso, os genes de todas as classes de MGE estudadas foram mais abundantes em bebês alimentados com fórmula do que em bebês alimentados com leite humano. 
A VALIDAÇÃO CRUZADA CORROBORA QUE A FÓRMULA AUMENTA A CARGA DE ARG EM NEONATOS

Os autores procuraram  corroborar o impacto da dieta na carga de ARG do intestino infantil, testando nosso modelo em indivíduos de outras coortes de metagenoma. Foram incluídas   amostras de 4 estudos metagenômicos.
Nem a suplementação do leite materno da própria criança com fortificante nem a suplementação com leite de doadora tiveram um efeito significativo na carga de ARG. 
Novamente, esses resultados apóiam a ideia de que a suplementação de leite fortificante e de doadoras tem menos impacto do que a alimentação com fórmula na carga de ARG do intestino neonatal. No entanto, as análises carecem do poder estatístico necessário para tirar conclusões definitivas.
A carga mediana de ARG foi maior nos bebês alimentados com fórmula em todas as coortes, sugerindo que os recém-nascidos alimentados com fórmula podem apresentar maiores cargas intestinais de ARG, independentemente do desenho do estudo ou da idade gestacional.
Actinobacteria e Bacteroidia foram significativamente enriquecidos em lactentes alimentados com leite humano e Gammaproteobacteria foi enriquecido em lactentes alimentados com fórmula.

BEBÊS ALIMENTADOS COM FÓRMULA TÊM MAIS PATÓGENOS EM POTENCIAL QUE POSSUEM ARGS
Houve diferenças significativas entre as comunidades microbianas intestinais de lactentes alimentados com qualquer fórmula e lactentes alimentados exclusivamente com leite humano ( n  = 206). 
Gêneros pertencentes às famílias anaeróbicas obrigatórias Bifidobacteriaceae, Veillonellaceae, Clostridiaceae, Lachnospiraceae e Porphyromonadaceae foram esgotados em bebês alimentados com fórmula, e, em contraste, as famílias anaeróbicas facultativas Enterobacteriaceae, Staphyloccoccaceae e Enterococcaceae foram enriquecidas em indivíduos que receberam fórmula.

Além dos gêneros, várias espécies potencialmente patogênicas, incluindo os anaeróbios facultativos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e o anaeróbio estrito Clostridium difficile (atualmente Clostridioides difficile ) foram enriquecidos em lactentes alimentados com fórmula.
Em contraste, espécies típicas associadas a bebês, como Bifidobacterium longum e Bacteroides e Parabacteroides spp, foram esgotadas nos bebês alimentados com fórmula.

DISCUSSÃO
O presente estudo teve como objetivo determinar se a alimentação com fórmula no período neonatal e na primeira infância afeta a microbiota intestinal infantil e a carga de ARG. 
O resultado primário do estudo foi que a alimentação com fórmula está associada a um aumento de 70% na abundância de ARG em recém-nascidos em comparação com bebês alimentados apenas com leite humano. 
O presente achado foi novo e foi validado usando várias coortes independentes, sugerindo que o efeito da fórmula é generalizável na população neonatal. 
A carga de ARG no intestino do bebê prematuro foi quase o dobro em bebês que receberam fórmula em comparação com bebês que receberam apenas leite humano.
Além disso, as variáveis ​​de desfecho secundário idade gestacional e idade infantil afetaram a carga de ARG, sendo que bebês mais jovens e prematuros apresentaram cargas de ARG mais elevadas. A exposição a antibióticos não melhorou nosso modelo para cargas de ARG em recém-nascidos a termo ou prematuros, embora o uso de antibióticos como um todo aumente a prevalência global de genes resistentes a antibióticos ( 49). No entanto, esse estudo não foi desenhado para investigar o papel dos antibióticos.

Recém-nascidos alimentados com fórmula abrigaram maior abundância de Enterobacteriaceae e ARGs clinicamente relevantes que podem conferir resistência à meticilina em fenótipos de Staphylococcus aureus e ESBL em comparação com indivíduos alimentados exclusivamente com leite humano. 
Curiosamente, Enterobacteriaceae são suspeitas de contribuir para a patogênese da ECN, e prematuridade e exposição à fórmula são fatores de risco bem estabelecidos para NEC ( 50-53 ).
Surpreendentemente, a alimentação com fórmula reduziu a diversidade microbiana do intestino neonatal. Normalmente, bebês mais velhos alimentados com fórmula têm menor diversidade do que bebês amamentados. 
Os bebês amamentados exclusivamente geralmente abrigam um alto número de bifidobactérias, resultando em baixa diversidade. No entanto, a dominância bifidobacteriana pode levar mais tempo para se estabelecer do que a dominação por anaeróbios facultativos promovida pela alimentação com fórmula, já que a abundância de bifidobactérias é maior aos 3-6 meses de idade. 
Os presentes resultados sugerem que as mudanças no ambiente intestinal de bebês alimentados com fórmula podem resultar em comunidades microbianas simples enriquecidas com anaeróbios facultativos portadores de ARG, em contraste com as comunidades mais diversificadas e menos resistentes a antibióticos de bebês alimentados apenas com leite humano. 

O presente estudo mostrou que a carga de ARG e o resistoma se relacionam com a estrutura da comunidade microbiana, e os táxons enriquecidos em lactentes alimentados com fórmula correlacionam-se com uma maior abundância de ARG.
LIMITAÇÕES
Não foi realizado  o acompanhamento dos indivíduos para determinar se os bebês que foram alimentados com fórmula ou tiveram maiores abundâncias de ARG tiveram mais infecções causadas por bactérias resistentes a antibióticos ou se sua saúde foi afetada de outra forma.
 Os autores se limitaram  a extrapolar de ARGs identificados a partir de dados de metagenoma, o que significa que não puderam confirmar que os ARGs são funcionais e conferem resistência ou identificam o hospedeiro do ARG com precisão. 
A identificação dos ARGs também depende de leituras curtas, o que limita a resolução da distinção entre variantes. 
Os achados desse estudo podem ser aplicados à prática clínica quando se sabe como o transporte ARG afeta a saúde infantil. O efeito dos fortificantes na carga de ARG também deve ser investigado mais extensivamente para garantir que seu uso seja benéfico em comparação com a fórmula infantil.
                                        CONCLUSÃO

Em conclusão, esses dados sugerem que uma dieta contendo apenas leite humano nos primeiros meses de vida reduz a carga de ARG ao modular a comunidade microbiana para favorecer bactérias não portadoras de ARG.

 Os resultados adicionam ao corpo de conhecimento sobre os benefícios de saúde do aleitamento materno em bebês a termo e prematuros. Os bebês nascidos prematuramente correm um risco particular de adquirir infecções graves e com risco de vida. Assim, o aumento das cargas de ARG em lactentes alimentados com fórmula e o enriquecimento de bactérias potencialmente patogênicas são preocupantes. 
A suplementação de leite humano com fortificante não foi associada a altas abundâncias de ARG, o que é reconfortante à luz das diretrizes nutricionais atuais para bebês nascidos prematuramente.
Os médicos são encorajados a serem prudentes ao usar antibióticos para limitar a disseminação da resistência aos antibióticos. De acordo com esses resultados os autores sugerem que   os médicos devem avaliar os riscos associados à abundância elevada de genes de resistência a antibióticos, juntamente com o aumento da prevalência de patógenos oportunistas na microbiota intestinal infantil ao fazer escolhas sobre os métodos de alimentação, uma vez que a alimentação com fórmula foi associada a aumentos em ambos.
Esses resultados sugerem que, quando necessário para fornecer suporte nutricional adicional, a suplementação de leite humano com fortificante pode ter um impacto menor na carga intestinal de ARG do que a transição para fórmula infantil, reduzindo potencialmente o risco de infecções causadas por bactérias resistentes a antibióticos
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A hipótese dos autores  era que a dieta afeta a microbiota intestinal de bebês prematuros e que bebês alimentados com fórmula teriam uma carga de genes de resistência a antibióticos maior do que bebês alimentados apenas com leite humano, devido às mudanças na composição da comunidade. 





Assim, o objetivo do estudo foi determinar o impacto da exposição precoce à fórmula na carga de ARG em recém-nascidos e bebês nascidos prematuros ou a termo. Nossas hipóteses eram de que a dieta causa uma pressão seletiva que influencia a comunidade microbiana do intestino infantil, e a exposição à fórmula aumentaria a abundância de táxons que carregam os genes de resistência a antibióticos.





Esses resultados sugerem que, nos casos em que os bebês precisam de nutrição suplementar, a adição de fortificante ao leite humano pode ter menos impacto no potencial de resistência a antibióticos do que a mudança para a fórmula 








