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barres d’error indiquen I" interval de confianga del 95%.

Figura 20. Evolucié de la puntuacié Z mitjana de pes en diferents punts
temporals segons la preséncia (B) o abséncia (A) el diagnostic
retras de creixement intrauteri. Les barres d’error indiquen I’
interval de confianca del 95%.

Figura 21. Progressid en la nutricid enteral (volum en ml/kg/dia) i
percentatge de llet materna propia durant el primer mes.
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Figura 22. Integracio de les dades de concentracid de proteines (g/dl)
segons el temps de lactancia després d’un part prematur en
treballs que analitzen la llet per infrarojos i el present estudi. Les
barres d’error mostren I'interval de confianga del 95%.

Figura 23. Integracié de les dades de concentracié de carbohidrats (g/dl)
segons el temps de lactancia després d’un part prematur en
treballs que analitzen la llet per infrarojos i el present estudi. Les
barres d’error mostren I'interval de confianga del 95%.

Figura 24. Integracio de les dades de concentracié de lipids (g/dl) segons el
temps de lactancia després d’un part prematur en treballs que
analitzen la llet per infrarojos i el present estudi. Les barres d’error
mostren l'interval de confianca del 95%.

Figura 25. Integracid de les dades de concentracid d’energia (kcal/dl)
segons el temps de lactancia després d’un part prematur en
treballs que analitzen la llet per infrarojos i el present estudi. Les
barres d’error mostren I'interval de confianga del 95%.
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ABREVIATURES | ACRONIMS

AOAC: Associacio de Quimics Analitics Oficials
APCM: index de pulsatilitat de I’artéria cerebral mitja
AU: Arteria umbilical

Aut: Arteria uterina

BUN: Nitrogen ureic en sang

CV: Coeficient de variacio

DE: Desviacio estandard

EPM: Edat postmenstrual

ESPGHAN: Comite de Nutricid de la Societat Europea de Gastroenterologia Pediatrica,
Hepatologia i Nutricio

FEDER: European Union Regional Development Fund
ICP: index cerebro-placentari

IDF: Federacid International de Lleteria

IMC: index de massa corporal

IP: index de pulsatilitat

LCPUFAs: Acids grassos poliinsaturats de cadena llarga
OMS: Organitzaciéo Mundial de la Salut

PFE: Pes fetal estimat

RCIU: Retras de creixement intrauteri

SPSS: Social Package for Social Sciencies
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RESUM DE LA TESI

Titol

Composici6 macromolecular de la llet materna, influencia de factors materns,

gestacionals i neonatals i impacte en el creixement del nounat prematur.

Introduccio

El fracas del creixement postnatal és un dels problemes més freqlients dels nadons
molt prematurs. S'estima que al voltant del 50% del creixement depén del suport
nutricional que reben. El contingut de macronutrients de la llet humana és caracteristic
pero variable. Aguesta variabilitat depéen del temps de lactancia i de factors tant
materns com neonatals, i pot tenir un paper determinant en el creixement i la salut

dels nadons molt prematurs.

Hipotesi

Certs factors materns, gestacionals i neonatals s'associen a canvis en la composicio de
macronutrients de la llet materna després d'un part prematur, i aguests canvis poden

afectar al creixement i a la salut del nounat molt prematur.

XXIX
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Objectius

Descriure la concentracié de macronutrients i d’energia de la llet materna de nadons
molt prematurs durant les primeres vuit setmanes de vida i analitzar si el temps, certes
caracteristiques maternes, gestacionals i neonatals s'associen a canvis en el seva
composicio; descriure la ingesta enteral proteica i energética de la nostra cohort,
avaluant si s'adhereix a les recomanacions oficials i si hi ha associacions amb el

creixement postnatal.

Metodes

Vam portar a terme un estudi prospectiu de cohorts entre el gener del 2018 i el gener
del 2020. Es van reclutar de forma consecutiva mares i els seus nadons molt prematurs
d'edat gestacional igual o inferior a 32 setmanes i es van determinar les
concentracions de macronutrients de la llet materna a la setmana 1, 2, 4 i 8 mitjancant

I'analitzador de llet materna MIRIS Human Milk Analyzer (Uppsala, Sweden).

Principals resultats

Vam analitzar 625 mostres (de 117 mares i 130 nadons molt prematurs). Les
concentracions mitjanes van ser: proteines 1,3 + 0,3 g/dl, carbohidrats 7,3 + 0,6 g/dlI,
lipids 3,7 = 1,0 g/dl i energia 70,7 + 9,8 kcal/dl. La variabilitat intra/interindividual va
ser elevada. L'edat gestacional va correlacionar negativament amb la concentracié de
proteines (rho: -0,307, p<0.001) i d'energia (r: -0,193, p=0.003). L'edat materna
avancada, |'edat gestacional i la restriccid del creixement intrauteri es van associar de
manera independent amb el contingut de proteina de la llet durant els primers 28 dies
de vida (R2 ajustat: 0,113, p=0,002). El creixement de la cohort va ser coherent amb el
descrit en la literatura. Els pacients afectes de retard del creixement intrauteri van
presentar un comportament diferent a la resta de la cohort. Després d'ajustar pels
factors de confusié que poden influir en el creixement o en I'alimentacid enteral, els
macronutrients provinents de l'alimentacié enteral només s’associaven de manera
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independent, amb una menor rellevancia, amb I'evolucid del pes al 28 dies i, amb més

forca, amb evolucié del perimetre cranial a les 36 setmanes postmenstrual.

Conclusions

La composicio de macronutrients i d’energia de la llet materna del nounat molt
prematur canviava al llarg de les primeres 4 setmanes de lactancia; la concentracié de
proteines, lipids i energia disminuia i la concentracié de carbohidrats augmentava. La
llet produida per les mares més joves, amb indexs de massa corporal més baixos, amb
gestacions multiples i amb creixement intrauteri normal tendien a una menor densitat
proteica. L'edat gestacional es correlacionava negativament amb el contingut de
proteines i d’energia. Més de la meitat dels nounats molt prematurs presentaven un
fracas del creixement ponderal postnatal (d’acord amb la definicié establerta - caiguda
de la puntuacié Z des del naixement major a 1,2). Tot i que I'aportacié energética
semblava seguir les recomanacions nutricionals oficials, en el cas de les aportacions
proteiques, aquestes no s’assolien fins a la tercera setmana. El creixement es veia
afectat tant per factors nutricionals com per factors no nutricionals com l'edat
gestacional, el diagnostic previ de retras de creixement intrauteri i les malalties

relacionades amb la prematuritat.
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INTRODUCCIO

1. LA PREMATURITAT I LES SEVES COMORBIDITATS

La prematuritat segueix sent un important problema de salut a nivell mundial. Es la
primera causa de mortalitat infantil als paisos desenvolupats i una important causa de
discapacitat durant la infancia (1). La incidencia de prematuritat oscil-la entre el 5% i el
18% en funcio del pais (2). A Catalunya, I'any 2020, hi va haver 3.113 (5,5%) parts
prematurs d’un total de 57.203 (3). Durant les ultimes décades, els avencos en
medicina perinatal i neonatal han augmentat la supervivencia dels nounats prematurs.
Malgrat aquests progressos, la prematuritat segueix suposant un risc de sequeles que

es poden manifestar al llarg de tota la vida.

Es defineix com nadé prematur aquell que neix abans de les 37 setmanes de gestacio, i

es classifica en (4):

® Prematur tarda: nascut entre les 34 i 36 setmanes de gestacio
® Prematur moderat: nascut entre les 32 i 33 setmanes de gestacio
® Molt prematur: nascut entre les 28 i 31 setmanes de gestacio

e Extremadament prematur: nascut abans de les 28 setmanes de gestacio

Les principals comorbiditats associades a la prematuritat sén:

e Displasia broncopulmonar
La displasia broncopulmonar es defineix com a necessitat d’oxigen a les 36
setmanes d’edat postmenstrual (EPM), a conseqiiéncia del dany que pateix el
pulmé prematur al desenvolupar-se fora de I'Uter matern i ser exposat a terapies
ventilatories (5). Existeixen diferents classificacions, pero els criteris més utilitzats
en el nostre entorn sén: lleu (necessitat d’oxigen als 28 dies de vida perd no a les
36 setmanes d’edat postmenstrual), moderada (necessitat d’oxigen als 28 dies de

vida i menor al 30% a les 36 setmanes d’edat postmenstrual) i greu (necessitat
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d’oxigen als 28 dies de vida i igual o major al 30% a les 36 setmanes d’edat
postmenstrual) (6). Es calcula que afecta aproximadament un 20% dels nounats

nascuts abans de les 30 setmanes de gestacid i 1500 g de pes (7).

® Enterocolitis necrosant
L’enterocolitis necrosant és una necrosi intestinal d’etiopatogenia complexa i no
del tot coneguda, en la que conflueixen factors com la immaduresa, mecanismes
d’hipoxia-isquemia i d’inflamacio-infeccio (8). Es classifica en funcié de la clinica i la
imatge radiologica en 3 estadis: estadi | (sospita clinica), estadi Il (diagnostic
establert) i estadi lll (malaltia avancada) (9). La incidéncia d’enterocolitis necrosant
entre els nounats molt prematurs és d’aproximadament el 7%, amb una mortalitat
d’entre el 20 i el 30%, major en els casos que requereixen tractament quirdrgic

(10).

e Sepsia nosocomial
La sepsia nosocomial es defineix com la presencia de signes clinics o analitics
d’infeccid juntament amb un hemocultiu positiu més enlla de les 72 hores de vida.
Els nounats prematurs son molt susceptibles a la sepsia nosocomial degut a la seva
immunodeficiéncia relativa i al fet d’estar sotmesos a tecniques invasives (Us de
catéters centrals, necessitat de nutricid parenteral, assistencia respiratoria...). En
una cohort de 5.100 nadons extremadament prematurs, el 34% van patir almenys

un episodi de sépsia nosocomial (que es va associar amb 18 % de mortalitat) (11).

® Ductus arterids persistent
El ductus arterids és una estructura vascular present durant la circulacié fetal, la
constriccié del qual es veu endarrerida en cas de part prematur per un major nivell
de prostaglandines circulants. Les seves conseqiiencies hemodinamiques es
defineixen en funcid de criteris clinics, radiologics i analitics; aixi, el considerem
significatiu quan implica hipotensié sistemica, oliguria, edema pulmonar o
hipoperfusié intestinal (12). Aproximadament el 50% dels nadons nascuts abans de
les 29 setmanes de gestacié poden presentar un ductus arterids persistent, pero

tant sols una minoria requeriran tractament (12).
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e Retinopatia de la prematuritat
La retinopatia del prematur és un trastorn del desenvolupament vascular de la
retina que pot causar una discapacitat visual greu i que afecta aproximadament un
10% dels nounats molt prematurs (13). Es classifica en 5 graus: grau | (creixement
lleugerament anormal dels vasos sanguinis), grau Il (creixement dels vasos
sanguinis moderadament anormal), grau lll (creixement anormal dels vasos
sanguinis [lll plus si presenta vasos hipertrofics i tortuosos]), grau IV (despreniment

parcial de retina) i grau V (despreniment complet de retina) (14).

® Hemorragia intraventricular, lesido de substancia blanca periventricular i alteracio
del neurodesenvolupament
En el nounat prematur la matriu germinal situada entre el nucli caudat i el talem pot
sagnar donant lloc a una hemorragia intraventricular que es classifica en quatre
graus: grau | (sagnat limitat a la matriu germinal o que afecta <10% del volum del
ventricle lateral), grau Il (contaminacid intraventricular entre el 10-50% del volum
del ventricle lateral), grau Ill (contaminacié intraventricular >50% del volum del
ventricle lateral i ventriculomegalia) i grau IV (infart hemorragic periventricular
degut a la obstruccié del drenatge vends de les venes medul-lars de la substancia
blanca, que pot evolucionar a una porencefalia) (15,16). Per lesid de substancia
blanca periventricular s’entén el dany de substancia blanca encefalica en forma o no
de quists (deguts a una afectacio dels oligodendrocits per un procés d’inflamacio-
infeccid), i comporta el risc de desenvolupar posteriorment una paralisi cerebral

infantil, entre altre trastorns del neurodesenvolupament (17).
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2. RECOMANACIONS NUTRICIONALS EN EL NOUNAT MOLT PREMATUR

La nutricid durant les primeres setmanes de vida és un factor determinant per la
supervivencia, el creixement, el neurodesenvolupament i la salut a llarg termini dels
nounats prematurs (18,19). Tot i la seva importancia, el suport nutricional optim
suposa encara un desafiament per als neonatolegs (20,21). L'objectiu més acceptat en
el maneig nutricional dels nounats molt prematurs és el de proporcionar tots els
nutrients necessaris per aconseguir que la seva velocitat de creixement i la seva
composicido corporal siguin similars a la d’un fetus sa de la seva mateixa edat
gestacional (22-24). Tot i aix0, el fracas de creixement postnatal en les Unitats
Neonatals és un problema universal i s’associa a un pitjor neurodesenvolupament
(20,25). Horbar et al. van descriure I’'any 2015 que la meitat dels nounats amb un pes
al néixer entre 500-1500g presentava un fracas de creixement postnatal, i en un 25%
era greu (22). Ehrenkranz et al. van descriure I'any 2006 que la velocitat de creixement
durant I'hospitalitzacido exerceix un efecte significatiu, i possiblement independent,
sobre els resultats del desenvolupament neurologic i del creixement als 18-22 mesos

d’edat corregida (19).

En el moment del naixement, el nounat prematur queda desproveit de forma abrupta
dels nutrients que li aportava la placenta. El part prematur es pot considerar una
urgencia metabolica i és important iniciar el més aviat possible el suport nutricional
adequat. Cal tenir en compte, pero, que el part prematur compromet la capacitat
digestiva i absortiva del tracte gastrointestinal, la motilitat intestinal i la colonitzacio
microbiana (26), augmentant el risc d’intolerancia enteral i enterocolitis necrosant
(27). Per aquest motiu, en els pacients molt prematurs s’inicia I'alimentacié en regim

parenteral i progressivament s’introdueix |’alimentacié enteral segons tolerancia.
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2.1. NUTRICIO PARENTERAL

Les ultimes guies de nutricié parenteral per a prematurs van ser publicades I'lany 2018
pel Comite de Nutricid6 de la Societat Europea de Gastroenterologia Pediatrica,
Hepatologia i Nutrici6 (ESPGHAN) (28) i recullen la millor evidéncia disponible
juntament amb el consens d’experts. La recomanacié és iniciar I'alimentacio parenteral

immediatament després del naixement amb els seglients macronutrients:

® Proteines (en forma d’aminoacids): s’haurien d’iniciar a almenys 1,5 g/kg/dia per
aconseguir un estat anabolic. A partir del segon dia de vida, s’haurien d’administrar
entre 2,5-3,5 g/kg/dia, sense sobrepassar aquest maxim (29).

e Lipids: s’haurien d’iniciar a 1-1,5 g/kg/dia i augmentar fins un a maxim de 4
g/kg/dia (30).

e Carbohidrats: la glucosa s’hauria d’iniciar a 5,8-11,5 g/kg/dia, amb un augment
progressiu cada 2-3 dies fins a una dosis habitual de 14,4 g/kg/dia. Les aportacions
de glucosa minimes haurien de ser 5,8 g/kg/dia, i les maximes de 17,3 g/kg/dia
(32).

e Energia: entre 110-120 kcal/kg/dia (32).

Les quantitats anteriorment mencionades s’han d’augmentar progressivament, en
funcié de les circumstancies cliniques del pacient, tenint en compte les segiients

consideracions (33):

e Nounats en fase de transicié: en el nounat prematur de molt baix pes sembla
adequada una pérdua de pes entre 7-10% respecte al naixement tenint en compte
el un major contingut d’aigua corporal i els efectes deleteris de la sobrecarrega
hidrica.

* Nounats en fase intermedia: el pes al néixer es sol recuperar entre els 7 i 10 dies de
vida.

®* Nounats en la fase de creixement estable: s’"ha de mantenir ’lhomeostasi de liquids

i electrolits.
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2.2. NUTRICION ENTERAL

En el moment de la realitzacié d’aquesta tesi les guies de nutricido enteral per a
prematurs del Comite de Nutricid6 de la Societat Europea de Gastroenterologia
Pediatrica, Hepatologia i Nutricié (ESPGHAN) vigents corresponien a les publicades
I'any 2010 (34). Els requisits per a la majoria de nutrients derivaven de les taxes
d’acrecié de proteines, greixos i minerals obtinguts per I'analisi de la composicio
corporal fetal en diverses etapes de gestacio (25). Les recomanacions eren les segiients

(34):

e Proteines: 4,0 — 4,5 g/kg/dia en nadons de fins a 1000g i 3,5-4,0 en nadons de 1000
a 1800g

e Lipids: 4,8 - 6,6 g/kg/dia

e Hidrats de carboni: 11,6 - 13,2 g/kg/dia

¢ Ingesta energéetica de 110 — 135 kcal/kg/dia

La primera opcidé per a I'alimentacié de qualsevol nounat, i encara més en el nounat
prematur, és la llet materna de la seva propia mare (35). La llet materna és la que
presenta un millor perfil nutricional i metabolic, i conté multiples factors bioactius que
protegeixen al nadd contra la infeccié i la inflamacid, contribueixen a la maduracié
immunologica, al desenvolupament dels organs i a la colonitzacié per flora microbiana
saludable (36). En el camp de la prematuritat, I'alimentacié amb llet materna ha
demostrat disminuir la incidéncia d’enterocolitis necrosant (37), de sépsia nosocomial
(38), de retinopatia del prematur i de displasia broncopulmonar (39—-41), i millorar els

resultats en el neurodesenvolupament (42).

En aquells casos en qué no hi ha suficient quantitat de llet de la propia mare es
recomana l'alimentacido amb llet humana de donant (veure apartat 3.3. Llet de donant)

(43).

En els darrers anys, la tendencia és a una alimentacid enteral precog i progressiva, que
s’inicia dins dels primers 4 dies de vida mitjancant alimentacio trofica amb llet materna

(amb volums inferiors a aproximadament 24 ml/kg/dia) per a estimular la motilitat de

6
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I"aparell gastrointestinal i la secrecié d’hormones gastrointestinals. Aixo ha demostrat
beneficis a nivell de colonitzacio per flora intestinal més saludable, aixi com una millor
maduracié del tracte gastrointestinal i de la tolerancia (27). Si es comprova una
tolerancia adequada, es recomana augmentar progressivament el volum, fet que no
incrementa el risc de mortalitat o d‘enterocolitis necrosant (44-46), fins a assolir

volums d’entre 135 i 200 ml/kg/dia (34).

Malgrat aixo, la llet humana no aporta suficients nutrients per satisfer les elevades
necessitats metaboliques dels nounats molt prematurs, i és necessari fortificar-la,
complementant-la amb macronutrients i minerals (veure apartat 3.4. Fortificacié de la
llet humana). Sembla que un volum de llet materna fortificada d’entre 150 i 180
ml/kg/dia podria aportar els nutrients necessaris (34). Aquestes directrius no s’haurien
de generalitzar a tots els pacients molt prematurs, i la majoria de guies cliniques
proposen individualitzar-ho en cas de nadons de menor edat gestacional, inestables
des del punt de vista respiratori o hemodinamic i en aquells afectes d’una restriccié de
creixement intrauteri amb alteracié dels dopplers prenatals, tot i que existeix poca
evidencia cientifica sobre quin és el millor regim d’alimentacié en aquests subgrups

(47).

Respecte a la manera d’administrar I'alimentacié enteral (infusié continua versus en
bolus), sembla que aquesta darrera és més fisiologica, afavoreix els cicles hormonals
del tracte gastrointestinal i pot ser beneficiosa per a 'lhomeostasi metabolica i el
desenvolupament del tracte gastrointestinal (48), encara que no hi ha evidencia

robusta a favor d’'un métode o de I'altre.
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3. LLET MATERNA

Al llarg del desenvolupament huma, la lactancia ha demostrat tenir una importancia
cabdal en la supervivéncia de I'especie, tan a nivell nutricional com a experiencia de
vinculacié maternofilial. L'embaras, el part i la lactancia sén processos coordinats (49).
La lactancia del nadd molt prematur durant les primeres setmanes de vida presenta

reptes especifics, alguns derivats de la propia fisiologia, que revisarem a continuacio.

3.1. GLANDULA MAMARIA | PRODUCCIO DE LLET

3.1.1. Mamogenesi

La glandula es forma durant la vida fetal a partir de la linia i la fovea mamaria i canvia
de composicio, mida i forma en la pubertat, I'embaras i la lactancia influenciada per la

progesterona i els estrogens.

Durant la pubertat els conductes es ramifiquen, es produeix la diferenciacié lobulillar i
el desenvolupament de la unitat ductolobulillar terminal. El sistema ductal i lobulillar
esta revestit per dos tipus de cél-lules: epitelials (secretores de la llet) i mioepitel-lials
(amb la seva contraccié permetran I'expulsio de la llet). Cada mama té entre 15 i 25
seccions denominades lobuls, i cada lobul té uns 100 lobulets que acaben en alvéols.
Aquestes estructures s’'uneixen mitjangant conductes que condueixen cap a l'areola. A
I'alcada de I'areola els conductes es dilaten de forma fusiforme formant els sinus

galactofors (50).

Quan la dona esta gestant, gracies principalment a la progesterona i al lactogen
placentari huma, es produeix una proliferacid ductal i un desenvolupament lobular
anomenat mamogenesi (51,52). En cas de part prematur, aquest procés queda

interromput (53).

La involucié de les glandules mamaries es produeix amb el cessament de la lactancia i
és conseqiencia d’una combinacio de deprivacié d'hormones lactogeniques i senyals

autocrins locals. No es produeix una regressiéo completa, i un nou embaras provoca un
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nou augment de la mida i del nombre de Iobuls conservant el potencial de produir llet
en resposta a una estimulacié regular. Després de la menopausa, la glandula s’atrofia

definitivament i augmenta la proporcié de teixit fibrés i adipds circumdant.

3.1.2. Lactogénesi

La lactogenesi és el procés mitjangant el qual s’inicia la secrecio de llet i té lloc en dues
etapes (54). La lactogenesi | comenca a la setmana 20 d’embaras i consisteix en la
diferenciacié citologica i enzimatica de les cél-lules epitelials per assolir una capacitat
secretora (lactocits); per aquest motiu, algunes mares refereixen produir calostre
durant la gestacio. La lactogénesi Il (popularment coneguda com “pujada de la llet”)
implica una produccié abundant després de |'expulsio placentaria i es deu a un rapid
descens de la progesterona, i a la preséncia de nivells elevats de prolactina, cortisol i

insulina (55). Normalment té lloc entre 48 i 96 hores post part (52).

La lactogenesis Il tardana, definida com aquella que apareix més enlla del tercer-quart

dia postpart, es pot associar a diferents condicions (56—60):

e Obesitat materna

e Diabetis gestacional
® Primiparitat

® Part per cesaria

e Retencid placentaria

® Part prematur

En el cas de part prematur, no es coneixen del tot els motius pels quals la lactogénesis
Il es veu retardada, pero es postula que podria deure’s a complicacions obstetriques

associades i a I'administracié d’algunes medicacions durant 'embaras i el part (60).
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3.1.3. Galactopoiesi

Amb el terme galactopoesi ens referim al manteniment de la produccié lactia gracies a
I'extraccio repetida de llet i a I'estimulacié del mugrd per la succid que provoquen
Ialliberament combinat de prolactina de I'adenohipofisi i d’oxitocina de la
neurohipofisi. La prolactina estimula el creixement dels conductes de la glandula
mamaria, la proliferaciéo de les cel-lules epitelials i la sintesi proteica. L'oxitocina
participa en la contraccid de les cel-lules mioepitel-lials que ajuden a extreure la llet, té

un efecte plaent per la mare i facilita el vincle maternofilial (52,53).

El volum de llet secretada s’ajusta a les necessitats del nadd. Si no s’extreu llet, la
pressio intramamaria elevada i I'acumulacié de l'inhibidor de retroalimentacié de la
lactancia redueixen la produccié de llet i inicien la involucid mamaria. Si s’extreu llet,

s’elimina lI'inhibidor i es repreén la secrecié (55).

Els components nutricionals de la llet provenen de les reserves maternes, de la dieta
materna i de la sintesis dels lactocits (52). El flux sanguini augmenta durant la lactancia
per proporcionar les grans quantitats de substrats necessaries per a la sintesi de la llet.
La llet es produeix als organuls del citoplasma de les cel-lules epitelials dels alvéols a

partir de la sang mitjangant cinc mecanismes diferents (50):

e Exocitosi. S’inicia al nucli amb la sintesi de molécules d’ARNm especifiques per a
proteines de la llet (caseina, alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina). Les molécules
d’ARNm madures surten del nucli i s’associen als ribosomes del reticle
endoplasmatic, on es sintetitzen les proteines. Aquestes molecules soén
transportades a través de petites vesicules i emmagatzemades al sistema de Golgi.
En el sistema de Golgi també es forma la lactosa a partir de galactosa i glucosa que
entren des del citoplasma. Les vesicules secretores es desplacen a la membrana
plasmatica on descarreguen el seu contingut a la llum alveolar per a I’exocitosi.

® Sintesi i secrecio6 de lipids. Els triacilglicerols, sintetitzats al reticle endoplasmatic llis
a partir de glicerol i acids grassos, es fusionen en gotes que es situen a I'apex de les
cel-lules epitel-lials. Es fusionen amb la membrana plasmatica sortint de la cél-lula

cap a la llum alveolar en forma de globuls.
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e Secrecio d’ions i aigua a través de la membrana apical.

® Transcitosi d'immunoglobulines. Certes molécules com la immunoglobulina A sén
endocitades a la base de les cél-lules epitel-lials, transferides a la membrana apical i
posteriorment secretades a la llum.

e Via paracel-lular. Pas de substancies no a través de les cel-lules epitel-lials, sind

entre elles; pas que durant la lactancia esta tancat per les unions intercel-lulars.

Podriem concloure que les dificultats en la lactancia associades al part prematur serien

(52,53,55):

- Interrupcié prematura de la mamogenesi (en cas de ser el primer embaras)

- lLactogenesis | incompleta i Il retardada

- Alteracio de la galactopoesis per disminucio en la efectivitat i freqiiencia de la
extraccié de llet del pit

- Separacié mare-nado

3.2. COMPOSICIO DE MACRONUTRIENTS DE LA LLET MATERNA

La llet materna és un fluid biologic extremadament complex i variable destinat a nodrir
especificament a cada nadd i protegir-lo mentre el seu sistema immunologic madura
(61). En la llet materna trobem tres grups fonamentals de macronutrients: proteines,

greixos i carbohidrats (36).

Les proteines de la llet son essencials per al creixement del nadd, pero també actuen
com a transportadors d’altres nutrients, promouen el creixement de l'intesti i
I’absorcié de nutrients, i tenen activitat antimicrobiana (62). Les proteines de llet es
poden classificar en caseina, proteines del serum i mucines. La caseina és la proteina
més abundant i inclou alfa-, beta- i kappa-caseina. Les principals proteines del serum
son alfa-lactoalbumina, lactoferrina, lisozima i immunoglobulina A (63). La

concentracio mitjana de proteines de la llet madura de mares amb gestacions a terme

11
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és entre 0,9 i 1,2 g/dl (36). La llet també conté nitrogen no proteic en forma d’urea,

creatinina, nucleodtids i aminoacids lliures (52).

L’energia de la llet procedeix principalment dels lipids. La concentracid mitjana de
lipids de la llet madura de mares amb gestacions a terme és entre 3,2 i 3,6 g/dl i
d’energia entre 65 i 70 kcal/dl (36). S6n, a més, una important font de nutrients
essencials com acids grassos poliinsaturats, vitamines liposolubles i components
bioactius (63). Estan organitzats en forma de globuls amb un nucli de lipids no polars
(sobretot triglicerids) i una doble membrana de glicerofosfolipids, esfingolipids,
esfingomielina, colesterol i proteines glicosilades (64). Els triglicérids representen la
majoria de lipids de la llet, i la seva composicié d’acids grassos defineix les seves
propietats. La llet materna conté més de 200 acids grassos (63), especialment
importants els poliinsaturats de cadena llarga (LCPUFAs), que exerceixen funcions de
membrana i participen en el desenvolupament de la retina i del cortex cerebral, i en la

resposta immunologica (65).

El principal carbohidrat de la llet és el disacarid lactosa, basic per al desenvolupament
del sistema nervids central. La concentracié mitjana de lactosa de la llet madura de
mares amb gestacions a terme és entre 6,7 i 7,8 g/dl (36). També conté altres
disacarids i monosacarids en menor quantitat, i oligosacarids amb funcions
prebiotiques. Els oligosacarids son importants perque nodreixen els bacteris

intestinals, promovent una flora beneficiosa (66).

Segons la literatura medica, tot i els valors de referencia descrits en els paragrafs
anteriors, la concentracié de macronutrients en la llet materna varia en funcié del

temps i de nombrosos factors tant materns com neonatals (61,67-74).
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3.2.1. Analitzadors de llet materna

Per tal de proporcionar la quantitat adequada de nutrients als nadons prematurs que
s’alimenten de llet de les seves propies mares o de donants, hem de poder determinar
el contingut de macronutrients d’aquest fluid (75). Tot i que els metodes de laboratori
classics son els metodes de referéncia per aquesta avaluacid, aquests sén lents,
costosos i requereixen un gran volum de llet. Els analitzadors de llet humana
d'infrarojos permeten obtenir resultats valids amb pocs mil-lilitres de mostra i en poc
temps. Per aquest motiu, sén Utils per mesurar el contingut de macronutrients de la

llet humana en la practica clinica (76).

3.2.1.1. Bases de funcionament dels analitzadors de llet

Els analitzadors de llet es basen en tecnologia espectroscopica d’infrarojos, que és el
metode certificat per a I'analisi de la llet a la indUstria lletera segons 1SO 9622: 1999
per I'Associacié de Quimics Analitics Oficials (AOAC) i la Federacié International de
Lleteria (IDF) (77,78). Funcionen en base al principi d’absorbancia, que es basa en el fet
gue enllagcos quimics especifics de proteines (amida), greixos (carbonil i carboni-
hidrogen) i hidrats de carboni (hidroxil) presenten maxima absorcié de radiacié a
longituds d’ona especifiques (79). La mostra s’exposa a radiacio6 infraroja (72); aquesta
es divideix generalment en tres regions: propera (0,7-2,5 pum), mitjana (2,5-25 pm) i
llunyana (25-1000 um), segons la seva relacido amb |'espectre visible. La quantitat
d'energia absorbida a les longituds d'ona caracteristiques de cada macronutrient és

proporcional a la concentracio d’aquest (llei Beer-Lambert) (80).

3.2.1.2. Caracteristiques de MIRIS Human Milk Analyzer®
L’analisi del contingut de macronutrients del nostre treball es va realitzar mitjangant
I’'analitzador de llet humana MIRIS Human Milk Analyzer® de MIRIS Solutions (Uppsala,
Suécia) seguint un protocol validat (81,82). Aquest analitzador necessita entre 1 i 3 ml
de llet materna per fer I'analisi de macronutrients, exposant una pel-licula molt prima
de llet a radiacid infraroja. L'instrument conté tres filtres per seleccionar les longituds
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d’ona corresponents a proteines, lipids i hidrats de carboni, i un altre filtre com a filtre

de referéncia (75).

El MIRIS Human Milk Analyzer® es calibra amb estandards de llet humana i pot
mesurar els lipids i les proteines totals, i estimar les proteines reals, els hidrats de
carboni i I'energia. Les proteines totals es calculen multiplicant el nitrogen per 6,38, i
les proteines reals es determinen assumint un contingut de nitrogen no proteic del
20% (83). La lectura d’hidrats de carboni inclou la lactosa i els oligosacarids (72), i el
seu valor es calcula restant lipids i proteines dels solids totals. El dispositiu utilitza el
contingut de macronutrients per a calcular I'energia en kcal/dl mitjangant la férmula:
4,4 kcal/g per a proteines, 9,25 kcal/g per a greixos i 4 kcal/g per a hidrats de carboni
(84).

MIRIS Human Milk Analyzer® ha estat utilitzat, validat i reconegut per diferents autors
com un metode precis i fiable per a mesurar macronutrients en llet materna en
comparacio amb els métodes de referéncia, tot i algunes disparitats (69,72,81,85-90).
Ha demostrat una repetibilitat de < 0,05% i una exactitud de < 0,1% (72). En la
determinacié de proteines, la presencia de nitrogen no proteic en la llet materna
(urea, creatinina, nucleotids, aminoacids i peptids lliures), que representa fins a un
25% del nitrogen total, pot generar discrepancies en la lectura (61). Respecte a I'analisi
de greixos, el 95% de lipids de la llet materna s’organitzen en globuls greixosos (91).
L’heterogeneitat en la mida d’aquest globuls pot causar una infraestimacié o una
sobreestimacid del contingut lipidic de la llet (81). La destruccio fisica d’aquestes
estructures mitjangant una bona homogeneitzacid pre-analisis de les mostres és
fonamental per assegurar la fiabilitat del resultats (69,87). L’homogeneitzacidé manual i
ultrasonica estaven acceptades per a la lectura de mostres fresques en el moment en
gue es va iniciar el nostre estudi (69,84). El macronutrient pel que I'analitzador rendeix
pitjor son els carbohidrats. La llet humana és rica en oligosacarids en comparacié amb
la llet vacuna, representant fins a un 10% del total de carbohidrats (percentatge que és
alhora molt variable entre individus) (77,78). Els oligosacarids contenen un terminal de
lactosa, i MIRIS Human Milk Analyzer® pot no diferenciar-los de la lactosa lliure

(89,92). La determinacido de lactosa pot ser alhora inexacte, donat que representa
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entre un 70 i un 83% dels carbohidrats de la llet materna, i s’ha de tenir present que la
llet també conté glucosa i galactosa, entre altres (69,93). El fet que I'energia s’estima a
través de la concentracio dels altres nutrients pot conduir a determinacions inexactes
si s’assumeix que tot el nitrogen és proteic o que I'Unic carbohidrat present és la

lactosa (67).

A fi d’optimitzar les determinacions de macronutrients amb aquest analitzador és
important tenir en compte les instruccions del fabricant: treballar a les temperatures
recomanades, tenir una bona rutina de neteja, homogeneitzar bé les mostres abans de

la lectura, i fer un calibratge acurat de I'aparell (76,94,95).

3.2.1.3. Influéncia de la recollida i el processat de la llet materna en els
resultats dels analisis

La forma en qué es recull i es processa la mostra de llet materna impacta sobre els
resultats de concentracié de macronutrients; aixi I'estandarditzaciéo de la fase pre-
analitica dels estudis és molt important per a la correcta obtencié dels resultats (61).
La llet és una emulsio de greix en aigua que conté components solubles i cel-lulars (87).
Si aquesta emulsié no es processa correctament, els components tendeixen a separar-
se i se n"alteren les seves propietats, fet que influeix sobre les mesures de contingut de

macronutrients a nivell de recerca i també a nivell de practica clinica.

Un aspecte a tenir en compte és quan i com s’extreu la llet materna del pit. Dins d’'una
mateixa toma el contingut de greix és entre 2 i 3 vegades més alt al final (36,96) i
depen de I’ interval de temps des de la ultima presa (61). Els ritmes circadians també
poden afectar a la concentracié de macronutrients de la llet materna, de manera que
al llarg d’un mateix dia la llet vespertina sembla ser més rica en lipids i energia que la
llet matutina (97—100). Respecte al métode d’extraccid, s’ha descrit que les mostres de
llet procedents d’extraccions manuals poden tenir una major proporcié de llet de final
de toma i conseqglientment un major contingut en greix (96,101); pel contrari, també
s’ha descrit que la llet procedent d’extraccid electrica té més greix degut a I'estimul de

succio repetit (52).
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L’'emmagatzematge de la llet materna (tant el material utilitzat, com la temperatura i
temps de conservacié) poden modificar el contingut de macronutrients (36,69,102—
104). Existeixen diferents materials per a emmagatzemar la llet materna: vidre,
polietilé, polipropile, policarbonat o polieter sulfona. El component cel-lular s’adhereix
a les parets de vidre, els components aquds i lipidic s’adhereixen al vidre i al
polipropilé (52). S’ha de tenir present que els macronutrients poden variar també
durant I'emmagatzematge per la persistencia de |'activitat enzimatica o per altres
processos de biodegradacié (87). La llet materna és sensible a la
refrigeracid/congelacid i a I'escalfament. La congelacié de la llet materna provoca una
ruptura de les membranes dels globuls de greix per I'activacié de la lipasa i altera les
proteines inestabilitzant les micel-les de caseina i modificant I'estructura quaternaria
de les proteines del sérum (52,105). Sembla que la ultracongelacié conservaria millor
la integritat respecte la congelacié a -20°2C (87,106), i que a major temps de
conservacid6 més degradacido de proteines (107), de lipids i de contingut caloric
(sobretot més enlla de 2 mesos) (84). La conservacié de la llet refrigerada a 42C fins a
un maxim de 3 o 4 dies sembla que no provoca canvis en el contingut de lipids,
proteines i lactosa (52,107,108). Respecte al reescalfament de la llet que ha estat
previament congelada o refrigerada, s’han descrit com a segurs per al posterior
consum els seglients metodes: deixar el recipient a la nevera durant 24 hores,
posteriorment o directament deixar el recipient a temperatura ambient durant 2 hores

o escalfar-lo a 402C durant 20 minuts (52). Es contraindica I'is de microones.

Un altre aspecte important que cal tenir en compte és el tipus d’homogeneitzacio de
les mostres, ja que la qualitat i la duracié d’aquesta afecta a la mida i a la distribucié
dels globuls de greix i evita que aquests s’adhereixen a les parets dels recipients
(76,87). Per homogeneitzacid entenem processos manuals com I'agitacié dels
recipients i processos eléctrics com un I'Us d’un sonicador o d’un mesclador tipus
vortex. L’homogeneitzacidé és important pels analisis de llet humana amb finalitats
d’investigacid, perd també en la practica clinica. Durant 'emmagatzematge de la llet,
com comentavem previament, els globuls de greix s’adhereixen a les parets d’alguns

recipients i també a les parets de les sondes durant I'alimentacid, sobretot en cas de
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mostres mal homogeneitzades (109) i en especial quan la ratio superficie/volum és alta

(87).

No existeix un protocol universal que descrigui el circuit optim per a obtenir i preparar
aquests tipus de mostres, i les metodologies de treball difereixen molt segons el
proposit de cada investigador (110). Tot i aix0, és probable que la mostra de llet

materna més representativa sigui aquella que:

e Reflecteixi la produccié d’ambdds pits després una extraccié completa (111)
e S'obtingui com a pool de les preses la llarg de tot un dia per evitar la influencia dels
ritmes circadians

¢ Sigui fresca o hagi estat refrigerada a 4 2C menys de 96 hores (112)

3.2.2. Variabilitat al llarg de les setmanes de lactancia.
Caracteristiques del calostre, la llet de transicid i la llet madura

A mesura que passen les setmanes de lactancia, la llet canvia la seva composicio. El
calostre és la primera llet produida, amb un baix contingut en greix, pero un alt
contingut en proteines del serum i factors immunologics. Una de les principals
caracteristiques del calostre és l'alta concentracid de components bioactius com
oligosacarids, immunoglobulines, lactoferrina i leucocits (113). La llet de transicié (a
partir dels 3-5 dies) augmenta gradualment en volum i en concentracié de lipids. Al
voltant del mes, la llet ja és madura i molt més rica en greixos i energia (61,72).
Aquests canvis composicionals es produeixen de forma gradual. Les modificacions en
concentracions de macronutrients de la llet sén més marcades durant el primer mes;

posteriorment la composicié s’assumeix més estable (36,52,67,73).

Diferents treballs han descrit les variacions en el contingut de macronutrients de llet
materna al llarg de les setmanes de lactancia després d'un part prematur (68—

73,88,90,114-119).
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La concentracié de proteines disminueix progressivament durant les primeres 12
setmanes de lactancia. Els estudis que han treballat amb calostre, que sén pocs per la
seva escassa disponibilitat i per motius etics, mostren concentracions aproximades
d’entre 2,0 i 2,5 g/dl| al tercer dia i entre 1,6 i 2,2 g/dl als 7 dies. En termes generals, a
partir del mes la concentracio de proteines oscil-la entre 0,9 i 1,6 g/dl (68—
73,88,90,114-119). La Taula 1 i la Figura 1 mostren la concentracid de proteines en
g/dl segons el temps de lactancia després d’un part prematur en treballs que analitzen

la llet materna per infrarojos.
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Figura 1. Representacio de la concentracio de proteines (g/dl) referenciats en la taula 1

(pagina 19) segons el temps de lactancia després d’un part prematur en treballs que

analitzen la llet per infrarojos (68,70-73,88,90,114-117,119).
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La concentracié de carbohidrats augmenta fins la quarta - cinquena setmana i després
es manté estable. Els estudis mostren concentracions aproximades d’entre 6,2 i 6,6
g/dl entre el tercer i el sete dia, i d’'uns 7 g/dl a partir del mes (68-73,88,90,114—-119).
La Taula 2 i la Figura 2 mostren la concentracié de carbohidrats en g/dl segons el
temps de lactancia després d’un part prematur en treballs que analitzen la llet materna

per infrarojos.
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Figura 2. Representacio de la concentracid de carbohidrats (g/dl) referenciats en la
taula 2 (pagina 22) segons el temps de lactancia després d’un part prematur en treballs

que analitzen la llet per infrarojos (68,70-73,88,90,114-117,119).
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El greix és el macronutrient més variable de la llet (36), la seva concentracié augmenta
progressivament durant les primeres setmanes de lactancia. Els estudis mostren
concentracions aproximades d’entre 2,5 i 3,9 g/dI al tercer dia, entre 2,6 i 3,7 g/dI al
seteé dia, i entre 3,5 i 4 g/dl a partir del mes (68-73,88,90,114-119). La Taula 3 i la
Figura 3 mostren la concentracio de lipids en g/dl segons el temps de lactancia després

d’un part prematur en treballs que analitzen la llet materna per infrarojos.

24



Composicié macromolecular de la llet materna, influéncia de factors materns, gestacionals i neonatals i

impacte en el creixement del nounat prematur

Cristina Borras Novell

(npuenbiaiu SUel) ] BUBIDSIW E LUDD 0 PIEPUBLSS DIZBIAS3P FEURYW B oD sapessaldxa sapeq

i iy

0T FE | 07TF9E | BDEGE R LoEH's L'0zgk ELUE e HESSLITE
0T F0Y LOFLT +T0z 10 33 HE
¥oFoE t¥oFaE ETFTE g7 013 EEE
TT+E 0T+TE 0T+LT JTOE 023 REEE
TTFrFE 0T FFE 0TFoE DTFLE 07T 5TOT 1013 [8yel]
TTFRT 10T 018 Jyasly
VOTTT TO¥6E TO*6' 5T0z 013 SH0SHIET
LOFTY Lo SOFTY S FOFEE FOFTE 6107 ‘o 22 3HHE
I5'F-E) L'E 19-T'e) 8'E ILF-EEl 8 I#r-TEl6'E IS-t'El P lLr-aT) L'E STOT 1013 ERETETIRY
LT v iTy-€Elee | (Zv-0Tlt'e | (2e-g7leT UEUE o 2 TIES
87Tl 0TFEE I'T#0E TT+97 Tz0z Jo1e TEET
ITRs 0T 325 gi=5 9125 5325 F 123 [ ¥T Bl LBI] B

(BTT'LIT-¥1T°06°38'EL—89)

soloseapul Jad 13| 8] uszyljeue anb gjjegal us anjewsad pied un p saadssp elouelde| 3 sdwal @ suodas (p/8) spidl] Sp oloRIUSIUCY) "E BINE]

25



INTRODUCCIO

43
4,6
4,4
4,2

4,0

3,8

3,6

3,4

3,2

3,0

2,8

2,6

2,4

Concentracié de lipids (g/dl)

2,2

2,0

1,8

1,6

1,4

1,2

Thakur et al 2021
Bulut et al 2019
~~~~~~~~~~~~~~ Hascoet et al 2019
Hsu et al 2014

Figura 3. Representacio de la concentracio de lipids (g/dl) referenciats en la taula 3

(pagina 25) segons el temps de lactancia després d’un part prematur en treballs que
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analitzen la llet per infrarojos (68,70-73,88,90,114-117,119).
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El contingut energetic i el contingut en greixos estan directament relacionats (120) i
augmenten progressivament durant les primeres setmanes de lactancia. Els estudis
mostren concentracions entre 59 i 65 kcal/dl al tercer dia, entre 58 i 69 kcal/dl al seté
dia, i en un interval més ampli entre 60 i 75 kcal/dl a partir del mes (68—73,88,90,114—
119). La Taula 4 i la Figura 4 mostren la concentracio d’energia en kcal/dl segons el
temps de lactancia després d’un part prematur en treballs que analitzen la llet materna

per infrarojos.
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Figura 4. Representacié de la concentracié d’energia (kcal/dl) referenciats en la taula 4
(pagina 28) segons el temps de lactancia després d’un part prematur en treballs que

analitzen la llet per infrarojos (68,70-73,88,90,114-117,119).
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3.2.3. Canvis en la composicio de macronutrients en relacio amb
factors materns, gestacionals i neonatals

S’han descrit variacions en el contingut de macronutrients de la llet materna
relacionades amb |'edat de la mare, amb caracteristiques obstétriques,
antropometriques i de salut general, i amb certes caracteristiques neonatals
(36,61,71,72,78,115-117,121-124). Tot i aix0, els estudis en aquesta area son limitats i
transversals, i és dificil extreure conclusions fermes perque les metodologies son prou
dispars (diferents edats gestacionals, mostres Uniques o mostres representatives de
varies hores, diferents técniques per determinar la concentracié de macronutrients,

etc).

3.2.3.1. Associacié de caracteristiques maternes amb la composicié de

macronutrients de la llet

Els estudis suggereixen que les mares d’edat avancada poden tenir dificultats en
aconseguir una bona produccid de llet (125), pero I'efecte de I'edat materna sobre la
composicio de la llet és controvertit i s’ha descrit principalment en el context de parts
a terme. Els canvis deguts al pas del temps en la glandula mamaria, que va perdent
teixit i capacitat biosintetica, i en la secrecid hormonal de prolactina, que disminueix,
podrien resultar en una menor produccié de volum de llet, perd amb un augment
relatiu de la concentracié de greixos (72,126,127). Al mateix temps, I'augment en sang
materna de colesterol, acids grassos saturats i no saturats, que pot ocdrrer amb el pas
dels anys, podrien associar-se a un augment del contingut lipidic de la llet. Alguns
estudis recolzen aquesta hipotesi, trobant una correlacid positiva entre I'edat materna
i el contingut greixds de la llet (72,126,127). Segons Dritsakou et al. el calostre conté
0,25 g/dl més de greix, la llet de transicié 0,31 g/dl i la llet madura 0,17 g/dl en les
mares de més edat (72); i segons el grup de Lubetzky et al. existeix una correlacié
positiva feble entre contingut lipidic i edat materna, descrita primer amb crematocrit i
posteriorment amb espectroscopia d’infrarojos (126,127). No obstant, altres autors
descriuen I'efecte invers (121) o una abséncia de relacié entre aquestes variables

(114,117). Es possible que aquestes discrepancies es deguin a diferents poblacions

30



Composicido macromolecular de la llet materna, influéncia de factors materns, gestacionals i neonatals i
impacte en el creixement del nounat prematur
Cristina Borras Novell

d’estudi, la utilitzacié de diferents métodes de recol-leccié de llet materna i de mesura
del contingut de macronutrients (analitzadors de llet per infrarojos, técnica del
crematocrit) i a diferents definicions de mare d’edat avancada (punt de tall als 25, 30 o

35 anys).

Més estudiada ha estat la influencia del sobrepes o I'obesitat materna en la
composicio de la llet (71-73,82,117,122,128-131). S’especula que aquelles mares
afectes de sobrepés o obesitat podrien presentar un augment de triglicérids i
d’aminoacids de cadena ramificada en sang, una alteracid de la lipogenesis i de la
sintesi de lactosa i/o una exacerbacio de I'estrés oxidatiu i dels estats proinflamatoris
gue modificarien la concentracié de macronutrients de la llet (71,72,117,129,131). Tot
i la possible variacido composicional no quedaria clar si el creixement a mig termini dels

lactants es veuria afectat (129,130).

Es postula que la glandula mamaria de les mares diabetiques presenta un
funcionament diferent que condiciona un augment de [|'activitat lipasa i una
esterificacio anormal que provocaria un augment en la concentracié de lipids i
d’energia (72,132) sense canvis en la concentracid de carbohidrats i proteines (133).
No obstant, hi ha autors que descriuen troballes contraries. Shapira et al. descriuen en
un grup petit de mares diabetiques una menor concentracié de greixos i d’energia en
llet madura i especula que podria tractar-se d’un mecanisme protector enfront futurs
trastorns metabolics d’aquests lactants (134). Quan s’investiga la relacié entre la
composicio de macronutrients de la llet i la diabetis materna, és important descriure si
es parla de diabetis pregestacional o gestacional, i si en aquest cas sén mares
dependents d’insulina, i valorar si hi ha solapament entre mares afectes de diabetis i al

mateix temps de sobrepeés o obesitat.

Aquelles dones que hagin passat per un procés de cirurgia mamaria tipus mamoplastia
d’augment poden tenir dificultats en la lactancia (50), tot i que depén de la técnica
utilitzada. Les técniques que preserven la columna del parénquima subareolar semblen
tenir més probabilitats d’alletar amb éxit (135). No hi ha articles publicats que estudiin

la relacié entre composicio de llet materna i antecedent de cirurgia mamaria
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d’augment. No obstant, és possible que la manipulacié de la glandula mamaria pugui

alterar la lactogénesi.

S’ha descrit en la literatura que I’exposicio al tabac durant la lactancia pot disminuir la
concentracio de macronutrients de la llet materna, pero0 en mides mostrals
relativament petites (71,115,122,136). Els metabolits del tabac, com la nicotina i la
cotinina, es distribueixen per tot I'organisme, amb una correlacié lineal entre el serum
i la llet (137-139). S’hipotetitza que s’emmagatzemarien en el teixit adipds de la
glandula mamaria i alterarien el procés de lactogénesis, causant un descens en els
nivells de prolactina que afectaria la secrecid de proteines i/o greixos en la llet

(71,122).

S’ha demostrat que la cafeina es transmet a la llet materna (140). L’Académia
Americana de Pediatra considera que el consum de fins a 2 tasses de café al dia no
genera efectes nocius en el lactant (141,142). La revisié de Nehlig et al. de I'any 1994
sobre els efectes de la cafeina en la composicio de la llet materna concloia que no hi

havia canvis (143).

3.2.3.2. Associacio de caracteristiques gestacionals amb la composicio
de macronutrients de la llet

Congiu et al. van estudiar la llet materna de prematurs fruit de gestacions multiples,
descrivint un major contingut proteic i un menor contingut lipidic, fet que podria
afavorir i mantenir el creixement i el desenvolupament d'organs en aquesta poblacio
més vulnerable (144). L'estudi es va portar a terme amb només 9 bessons i 28 fills
Unics de 24 a 28 setmanes de gestacio, i el grup de bessons presentava una elevada
proporcié de nadons de baix pes (18,6% vs 3,7%) que podria haver influit en les

troballes.

Pocs estudis han abordat I'efecte de la preeclampsia en la composiciéd de la llet

materna. Alguns autors han descrit recentment una major densitat energetica i
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proteica en les mares afectes d’hipertensid induida per I'embaras (145,146);
tanmateix, altres autors no descriuen diferéncies (147). Peila et al. conclouen en la
seva revisio de I'any 2021 que podria existir una disminucié en la concentracié de
macronutrients en la llet materna de mares primipares afectes de preeclampsia amb
gestacions a terme (148). Aquests resultats discordants es podrien deure a aspectes
metodologics entre els que s’inclouen diferents definicions de la patologia

preeclamptica.

Hascoet et al. van descriure I'any 2019 que I'absencia d’administracio de corticoides
prenatals en parts abans de les 34 setmanes de gestacid tenia una moderada
correlacié negativa amb la concentracié de proteines (115). No hi ha altres estudis que

abordin I'efecte dels corticoides prenatals sobre la produccio de llet materna.

Altres factors com la paritat sembla que també alterarien la composicido de la llet
materna, provocant un augment del contingut lipidic. Aquest increment en el greix de
la llet relacionat amb la paritat es podria atribuir als canvis histologics i anatomics de la
glandula mamaria durant els embarassos successius (122). Aquesta hipotesi pot estar
també recolzada per la correlacié creixent de concentracié de lipids amb I'edat
materna que hem descrit anteriorment. Contrariament, Burianova et al. no van
descriure canvis en el contingut en greixos i energia del calostre per la paritat, pero si

augments en la concentracié de proteines i hidrats de carboni — tot i que discrets (71).

S’ha publicat que la via de part és un altre factor que modifica la composicié de
macronutrients de la llet materna. S’hipotetitza que els factors hormonals associats al
treball de part podrien tenir un efecte sobre els macronutrients de la llet, efecte que es
podria perllongar setmanes després del part (71). Tot i aixi, els diferents treballs
publicats mostren resultats contradictoris. Dizdar et al. van descriure que el contingut
proteic en les mares sotmeses a una cesaria a I'edat de terme era més baix (121) pero
Sahin et al. van determinar que era més alt (114) - treballs amb recollides en diferents
dies de lactancia, en diferents hores del dia i en poblacions de diferents edats
gestacionals. Cap dels dos autors van trobar diferencies en la concentracié d’altres
macronutrients de la llet, com tampoc ho van fer Fumeaux et al. en els seus analisis de

500 mostres (70). Centrant-se especificament en una poblacié de nounats prematurs,
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Burianova et al. van objectivar diferencies en les concentracions de proteines i
carbohidrats entre el calostre i la llet madura de mares amb un part vaginal versus un
part per cesaria, aixi les primeres tindrien entre 0,07 i 0,2 g/dl menys respectivament

(71).

Segons Zachariassen et al. haver lactat previament, fet que podria implicar majors
guantitats de llet de forma més precog, es relaciona amb una menor concentracio de

proteines a les dues setmanes del naixement (117).

No hi ha estudis que descriguin canvis en la composicio de la llet materna en relacié

amb I’Us de tecniques de reproduccio in vitro.

3.2.3.3. Associacio de caracteristiques neonatals amb la composicio de

macronutrients de la llet

Un punt important, i controvertit en la literatura meédica, és com la concentracié de
nutrients de la llet canvia en funcid de I'edat gestacional del nounat
(54,64,147,148,66,71,109, 116,119,132,143,146). Tenint en ment la idea que la llet que
produeix una mare s’adapta a les necessitats particulars del seu nadd, seria plausible
gue en cas de part prematur la llet materna fos més rica en certs macronutrients com
ara en proteines i energia (72), especialment durant les primeres 10-12 setmanes de
vida, ja que sembla que a partir d’aquest punt I'efecte de I'edat gestacional s’atenuaria
(67). Aquesta variacio en la composicié de la llet materna prematura es podria deure a
un menor flux sanguini cap a la glandula, una diferenciacié incompleta de les cel-lules
epitelials i a una abséencia de les unions intercel-lulars donat que no s’han completat
totes les setmanes de gestacié (153,154). La majoria d’autors descriuen un augment de
proteines, lipids i/o energia en les mostres de llet materna de prematurs de menys de
32 setmanes de gestacié (en alguns casos de menys de 37 setmanes) en diferents
punts temporals de les primeres setmanes de lactancia (67,70,72,117,144,151) en
comparacio amb la llet de mares de nens nascuts a terme. No obstant, hi ha varis
autors que no descriuen diferencies composicionals entre la llet de nounat prematurs

de diferents edats gestacionals o entre la llet de nounat prematurs i de nounat a terme
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(88,90,114,149,152). Aquesta troballa es podria deure al fet que I'efecte de I'edat
gestacional pot ser debil i transitori, i que en molts estudis la edat gestacional no és
avaluada com una variable continua sind que estudien cohorts agrupant varies
setmanes (de 24 a 28, de 28 a 32; de 24 a 30, de 31 a 35 setmanes) i aquest efecte es
podria veure atenuat per la heterogeneitat de la mostra. La figura 5 mostra la
concentracié de proteines en g/dl segons el temps de lactancia materna després d’un
part prematur segons estudis que analitzen llet per infrarojos en funcié de |'edat

gestacional.
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Figura 5. Concentracié de proteines (g/dl) segons el temps de lactancia materna
després d’un part prematur segons estudis que analitzen llet per infrarojos en funcié

de I'edat gestacional (70,72,88,114,117,144,151,152).
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Aixi mateix, semblaria plausible que la composicié de la llet materna s’adaptés al pes al
néixer del nounat prematur; aquelles mares de nadons amb menor pes produirien una
llet més rica nutricionalment. Aquest fet s’ha explorat en alguns estudis amb troballes
discordants. Dritsakou et al. descriuen que el pes al néixer té una correlacié negativa
amb el contingut de greix i energia (72), pero en canvi d’altres autors no troben
diferencies rellevants (155,156). Aquest darrers autors, Phattraprayoon et al. i Domany
et al., treballen amb mostres de nounats a terme i és possible que I'associaci6 del pes i

la composicio de la llet no sigui tan notoria.

Recentment s’han publicat treballs que investiguen el possible paper que té el sexe del
nado en la composicié macronutricional de la llet materna. S’ha descrit que la llet de
mares amb lactants masculins és més rica en lipids i/o energia que la llet de mares amb
lactants femenins (70,157,158), perd no en tots els treballs (159). Es pot hipotetitzar
gue les glandules mamaries maternes es poden veure afectades prenatalment per
factors hormonals determinats del sexe fetal, i adaptar-se per a un tedric major

requeriment energetic en cas de nounat masculins (160).

3.3. LLET DE DONANT

En aquelles situacions en qué la produccié de llet materna no arriba a cobrir els
requeriments del nounat molt prematur les societats cientifiques recomanen |'Us de la
llet humana de donant com a primera alternativa (161). La llet de donant ha demostrat
beneficis respecte a I'Gs de llet artificial per prematurs en termes de millor tolerancia
digestiva i en disminucid de la incidéncia d’enterocolitis necrosant, displasia
broncopulmonar, retinopatia del prematur i sepsia nosocomial (40,43,162,163), pero
no en termes de creixement (162). S’ha de tenir en compte que la majoria de llet de
donant correspon a llet madura (164) — probablement amb una concentracié de
proteines més baixa — i esta sotmesa a un procés de pasteuritzacio, que també n’altera
les propietats, sobretot pel que fa a proteines amb funcions immunologiques i

antiinfeccioses (165).
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La llet de donant que s’utilitza en els hospitals on s’ha portat a terme aquesta tesi
prové del Banc de Llet Materna de Catalunya, integrat en el Banc de Sang i Teixits. El
Banc de Llet Materna de Catalunya rep, de manera altruista, llet materna procedent de
mares sanes no consumidores de tabac, alcohol ni drogues amb excedent de

produccio.

3.4. FORTIFICACIO DE LA LLET HUMANA

La llet materna, tot i ser d’eleccié6 en l'alimentacié de qualsevol nounat, no
proporciona, als volums habituals de ingesta, suficients nutrients per al nounat molt
prematur, pel que la fortificacid és una practica habitual a les Unitats Neonatals per
augmentar el contingut de macronutrients i minerals (83,166). La fortificacié s’aplica
en llet materna propia o en llet de donant. Ha demostrat ser segura i condueix a un
major creixement durant I'ingrés hospitalari, pero sembla que no existeix evidencia
suficient respecte als efectes sobre el creixement ni el neurodesenvolupament més

enlla (167).

Hi ha diferents productes disponibles per a fortificacié que difereixen en I'origen de la
llet utilitzada (bovina, humana o d'ase) i en la composici6 de nutrients
(multicomponent o suplements de proteines, lipids o hidrats de carboni per a
fortificacid individualitzada). Els suplements d’hidrats de carboni es componen de

dextrinomaltosa i els de lipids es componen de triglicérids de cadena mitjana (166).

Existeixen tres tipus de fortificacié: estandard, ajustada i individualitzada. En la
fortificacid estandard s’utilitza la quantitat de fortificant necessari per assolir el
percentatge de concentracid recomanat pel fabricant, amb I'inconvenient que
s’assumeix una composicié predefinida de macronutrients de la llet materna
(74,86,119). En la fortificacid ajustada, el fortificant es dosifica segons I'evolucié del
BUN (nitrogen ureic en sang) del pacient. Si el nivell de BUN esta per sota d’un llindar
predefinit, s’afegeix proteina addicional en forma de suplement proteic; si el nivell de
BUN és superior a un valor especificat (fet que suggereix una ingesta proteica

excessiva) es redueix el nivell de fortificaci6 (168). Finalment, la fortificacio
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individualitzada, proposada per primer cop per Polberger et al. I'any 1999 (169),
fortifica la llet amb les proteines i els greixos necessaris en funcié de la composicid
especifica de la llet de cada mare (166). La taula 5 mostra els avantatges i
inconvenients dels diferents tipus de fortificacid i és una adaptacio de Arslanoglu et al.

amb les recomanacions de I’Associacié Europea de Bancs de Llet (166).

Taula 5. Adaptacié de Arslanoglu et al. amb les recomanacions de I’Associacié Europea

de Bancs de Llet dels diferents tipus de fortificacio.

Avantatges Inconvenients
Fortificacio ® Practica ® Persisteix la desnutricid proteica i un
estandard creixement suboptim en els nounats

més prematurs

Fortificacio ® Practica ® Requereix extraccions sanguinies
ajustada e Eficag per optimitzar el seriades
creixement i individualitzar la

ingesta de proteines

Fortificacio ® Espoden complementar tots els ® Son necessaris analitzadors de llet
individualitzada macronutrients e Essegueixen recomanacions
poblacionals, no individualitzades

e Eslaborids

En el nostre medi, es porta generalment a terme una fortificacid estandard amb
fortificants bovins. Amb la variabilitat inherent en els macronutrients de la llet
humana, sobretot pel que fa a greixos i proteines, aixo pot provocar una sobre o una
infrafortificacio (81,86,170). John et al. van trobar que més del 75% de les mostres de
llet madura enriquides amb un fortificant proteic no assolien els 3,5 g/kg diaris de

proteines sense excedir volums de 160 ml/kg/dia (164).

Semblaria que la fortificacio individualitzada seria la més precisa, pero falten encara
estudis que recolzin la seva utilitzacid universal. A més, els recursos economics i

personals necessaris per aquesta fortificacio sén considerables (171,172).
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En els ultims anys, Prolacta Bioscience® ha comercialitzat fortificants derivats de la llet
humana (166). El seu Us podria disminuir la incidencia d’enterocolitis necrosant, pero
es necessiten més assaigs clinics per a recomanar aquesta intervencié (173-175). Es
important avaluar la relacié benefici-risc, perque aquests productes de fortificacié sén
molt cars, i en la seva fabricacié s’utilitzen grans quantitats de llet de donant que es

podrien utilitzar directament per alimentar nadons ingressats.
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4. IMPORTANCIA DE LA NUTRICIO PEL CREIXEMENT DEL NOUNAT MOLT
PREMATUR

Un adequat patré de creixement postnatal tradueix l'adequat funcionament de
multiples processos fisiologics i reflecteix la gravetat de les patologies que ha tingut el
nadd prematur i I'adequacio de les cures administrades durant I’estancia en les Unitats
Neonatals. S’estima que el 50% del creixement del nounat prematur depén del suport
nutricional que rep (176). La quantitat de proteina i d’energia proporcionades a un

pacient prematur sén uns dels determinants del seu creixement (177).

Des de I'any 1977, I’Académia Americana de Pediatria considera que el creixement
d’un nounat prematur hauria de ser comparable al que hagués tingut en ambient
intrauteri en cas de queé la gestacié hagués prosseguit sense incidéncies (178); pero en
els Ultims anys varis autors postulen que el nounat prematur no hauria de ser
considerat ni en sentit nutricional, metabolic ni fisiologic com un fetus, ni tampoc seria

adequat tractar-lo com a tal (20).

Les alteracions del creixement postnatal, tant per un creixement deficient com per un
creixement excessiu, poden resultar perjudicials. Un creixement postnatal deficient
(veure apartat 4.2. Fracas de creixement postnatal) s’ha associat a un augment de la
mortalitat i la mobilitat, i a un pitjor neurodesenvolupament (20,179). Un creixement
postnatal excessiu pot conduir a un augment del risc metabolic i cardiovascular en

etapes ulteriors de la vida (20,180).

El creixement postnatal té també relacié amb el creixement prenatal. Un creixement
prenatal deficient és indicador d’un problema durant la gestacié. Es important
diferenciar aquells fetus que sén constitucionalment petits (és a dir aquells fetus que
estant creixent correctament pero el seu pes es situa en percentils baixos) d’aquells
que estan creixent de forma inadequada durant la gestacidé per problemes materns,
placentaris o del propi fetus (181). Aquests darrers fetus, afectes d’una restriccié de
creixement intrauteri, no hauran assolit tot el seu potencial de creixement al moment
de néixer, fet que tindra multiples conseqliéncies en la seva evolucié (182), incloent el

risc de presentar des d’un retras pondoestatural durant la infancia fins a una tendencia
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a l'obesitat en I'adolescencia (183). Donades les peculiaritats d’aquesta poblacid,
semblaria adequat estudiar de forma separada el creixement dels nounats molt
prematurs amb un retras del creixement intrauteri respecte als que no el van

presentar.

Tot i la importancia del creixement postnatal, no existeix un clar consens entre els

neonatolegs alhora de valorar-lo i categoritzar-lo (18,184).

4.1. CREIXEMENT DEL NOUNAT PREMATUR

4.1.1. Valoracio del creixement del nounat prematur

Fenton et al. van publicar I'any 2017 una revisid sistematica on examinaven la
variabilitat en la valoracio del creixement i la definicié de restriccid del creixement
extrauteri en els pacients prematurs (185). Van concloure que el metode més utilitzat
per valorar el creixement era la velocitat de creixement (definida com a g/kg/dia de
pes, seguit de g/dia de pes) i el canvi de puntuacié Z en relacié a una determinada
corba de creixement. Els dos punts temporals més utilitzats per a determinar la
velocitat de creixement van ser el naixement/ingrés i I'alta hospitalaria. La corba més
utilitzada per a la mesura de la puntuacio Z va ser la de Fenton et al. de I'any 2003
(186). La forma més freqlient de definir fracas de creixement postnatal era un pes per
sota del percentil 10 per a certa edat postmenstrual. Malgrat aquesta heterogeneitat,
les darreres publicacions sobre creixement en prematurs, i d’acord amb las directrius
de I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), suggereixen que el millor metode per a

I'analisi i la presentacié de dades antropométriques és la puntuacié Z (181,187,188).

La puntuacié Z representa la distancia, mesurada com nombre de desviacions
estandard (DE) per sobre o per sota, d'un determinada dada respecte la mitjana en
una poblacié de referencia. Pot tenir valors tant positius com negatius i el valor 0

equival a la mitjana de la poblacié.
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Es calcula mitjangant la segiient férmula:

Puntuacio Z = [dada observada - mitjana de la poblacié de referéncia] / DE del valor en

la poblacid de referencia

La puntuacio Z és una variable continua que permet estadistiques descriptives i calculs
matematics i és Util per a la deteccid de canvis en els extrems de les distribucions. En
canvi, la velocitat de creixement calculada per g/kg/dia de pes pot variar molt en
funcié dels punts temporals que es seleccionen, i pot magnificar falsament el
creixement d’aquells nadons que parteixen de pesos al néixer més baixos, com ara els

nounats amb un retras de creixement intrauteri (189).

La puntuacid Z és un bon substitut dels percentils (ampliament utilitzats en pediatria),
pero també té les seves limitacions, sent molt important especificar sobre quina

referencia es calcula (190).

4.1.2. Corbes de creixement

Les corbes de creixement sén essencials per valorar el creixement postnatal dels
nounats prematurs i serveixen per ubicar un valor antropometric dins de la distribucid
d’una poblacié. S’han utilitzat diferents corbes de referéncia: corbes fetals, corbes

transversals o corbes longitudinals (191).

Les corbes fetals es basen en estimacions de pes obtingudes a través de les mesures de
les ecografies prenatals (longitud femoral, perimetre abdominal, etc.) (191). Tot i que
els nounats prematurs haurien de tenir tedricament una velocitat de creixement i una
composicio corporal similars a la d’un fetus sa de |la seva mateixa edat gestacional (22),
pot ser que aquestes corbes no siguin adequades perque el pes fetal és una estimacid

del pes real i es sap que existeixen errors de mesura (192). A més, aquestes corbes de
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creixement no tenen en compte la perdua de pes fisiologica que es produeix en el

periode neonatal (192).

Les corbes transversals s’obtenen amb mesures antropometriques preses una sola
vegada (al néixer) en nadons nascuts en diferents edats gestacionals i poden no
representar el creixement real que es produeix durant la vida extrauterina (192).
L’'ambient al qué esta sotmeés el nounat fora de I'Uter, on el seu creixement dependra
de les condicions cliniques i de la nutricié rebuda, és molt diferent de I'ambient
intrauteri on depén del suport placentari (193). Segons Villar et al. seria millor

coneixer-les com “Grafics de mida al naixement”.

Les corbes longitudinals s’obtenen a través de les evolucions longitudinals de les
mesures de nounats prematurs. Moltes d’aquestes corbes sén observacions no
estandarditzades de mostres relativament petites d’un sol centre basades en una
datacio gestacional inexacte (192). Inclouen també casos amb patologia materna que

poden alterar els resultats i el seguiment no sol ser molt llarg (192).

A l'arribar a I'’edat de terme, els nounats prematurs poden ser monitoritzats fent servir
les noves corbes prescriptives postnatals de la OMS (194). Tot i aixi, aquestes corbes
s’han construit a partir de nadons sans alimentats amb lactancia materna exclusiva i
pot ser que els nadons prematurs no presentin un creixement equivalent a aquests
nadons de referencia, pel que es postula la creacié de grafiques propies per a ells

(192).

L’any 2014, Villar et al. van desenvolupar uns estandards antropometrics al néixer i
longitudinals internacionals per a fetus i nounats destinats a complementar els
estandards OMS de creixement infantil i permetre les comparacions entre poblacions
dins del projecte Intergrowth-21st (195). La Taula 6 és una adaptacido de Cordova i
Belfora et al. (197) i mostra una comparativa entre les eines disponibles per a la
valoracio del pacient prematur disponibles en el projecte Intergrowth-21st. Pel
projecte es van seleccionar vuit poblacions urbanes dels cinc continents ben definides,
amb les necessitats de salut i nutricio satisfetes, amb una atencié prenatal adequada

(inclosa una correcte datacié de la gestacié) i amb abséencia de factors ambientals que
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poguessin influir negativament sobre el creixement. Aquestes darreres corbes de

creixement tenen una morfologia peculiar.

Per aquells nounats de menor edat gestacional, I'any 2016 Villar et al. van ampliar les
corbes per a nounats entre 24-33 setmanes de gestacié tot i els factors de risc
associats a aquestes gestacions (excepte els casos amb exposicié al tabac i casos amb

obesitat greu) pero amb una n molt menor (196).

Taula 6. Comparacio de les eines disponibles per a la valoracié del pacient prematur

disponibles en el projecte Intergrowth-21st (www.intergrowth21.org.uk). Taula

adaptada de Cordova i Belfort, 2020 (197).

Intergrowth-21 st Intergrowth-21st Intergrowth-21st

Mida al néixer Molt prematur Creixement postnatal del

Mida al néixer prematur

Metode Estudi prospectiu internacional multicentric amb Mesures repetides
seleccié estricta d'embarassos de baix risc sense postnatals
alteracié del creixement fetal (2009-14)
Edat gestacional al 33-43 24-32 27-37
néixer (setmanes)
Mida de la mostra 1022 408 213

Caracteristiques

Exclosos tots els factors
materns i infantils
relacionats amb el retras

de creixement intrauteri

Exclosos alguns factors
materns i infantils
relacionats amb el retras
de creixement intrauteri
(no el tabaquisme o

I'obesitat severa)

Exclosos tots els factors
materns i infantils
relacionats amb el retras

de creixement intrauteri

En neonatologia, és fonamental vigilar que els pacients creixin de forma adequada i
rebin un suport nutricional optim, perd en aquest escenari de falta de directrius
estandarditzades, tant en monitoritzacié com en corbes de referéncia, la valoracié del

creixement del pacient prematur és un desafiament (192).
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4.2. FRACAS DEL CREIXEMENT POSTNATAL

Un dels problemes més freqiient dels nounats preterme és el fracas del creixement
postnatal (22,25,198,199). El Comité de Nutricié de I'Académia Americana de Pediatria
(200) i el Comiteé de Nutricié de la Societat Europea de Gastroenterologia, Hepatologia
i Nutricié Pediatrica (201) recomanen que els nounats prematurs tinguin una velocitat
de creixement i una composicié corporal similars a la de un fetus sa de la seva mateixa
edat gestacional (22), pero a la practica aixo és molt dificil d’aconseguir (20), tal i com

hem comentat préviament.

S’han utilitzat moltes definicions per a fracas de creixement postnatal (202).
Classicament, es defineix com pes per sota del percentil 10 entre les 36 o 40 setmanes
d’edat postmenstrual o bé a l'alta hospitalaria (20,22,203). Aquestes definicions
suggereixen que els nadons prematurs haurien de pesar per sobre d’un percentil 210 a
I’edat aproximada de terme sense tenir en compte en el percentil en el que van néixer
o quin és el seu potencial de creixement genétic (181). Aixi, un nadd que va néixer en
un percentil 90 i en el moment de I'alta de I'hospital esta en un percentil 25, es
consideraria que no esta afecte d’un fracas del creixement postnatal, pero ha caigut
varis percentils de pes. En aquest sentit també, un nadd que va néixer en un percentil
7 i arriba a les 36 setmanes d’edat postmenstrual en el mateix percentil, es
consideraria afecte d’una fracas de creixement postnatal sense presentar caiguda de
percentil de pes. Semblaria, llavors, més apropiat definir fracas de creixement
postnatal com caiguda de la puntuacié Z des del naixement fins al punt temporal
escollit respecte a la grafica de creixement que s’utilitzi de referéncia (202). En aquest

cas és molt important determinar:

1. A partir de quina diferéncia es considera un creixement restringit

2. Entre quins dos punts temporals calculem la diferéncia
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L’Academia Americana de Nutricié i Dietetica ha proposat denominar-ho com a

“malnutricié neonatal postnatal” i classificar-ho en (204):

1. Malnutricid lleu: diferencia de puntuacio Z entre 0,8-1,2
2. Malnutricié moderada: diferéncia de puntuacio Z entre 1,2-2

3. Malnutricié greu: diferencia de puntuacié Z > 2

Respecte als punts temporals, la majoria d’articles parteixen del pes del naixement
pero alguns autors postulen que el més adequat seria calcular-lo un cop finalitzada la

perdua fisiologica de pes (205,206).

Per determinar la incidéncia de fracas de creixement postnatal en prematurs menors
de 1.500 grams al néixer especificament a Espanya, Avila-Alvarez et al. van fer un
estudi observacional longitudinal retrospectiu amb 163 nadons i van descriure una
incidéncia de pes menor al percentil 10 a l'alta de 59,2% i una caiguda mitjana de

puntuacio Z de pes de 0,85 + 0,79 i de longitud de 1,09 + 0,65 (203).

Cal tenir en compte també que limitar-se només al pes és imprecis ja que tant
I'evolucié de la longitud com [I'evolucié del perimetre cranial son igualment
importants. En la poblacié infantil i adulta, I'index de massa corporal o la composicié
corporal sén les eines antropometriques de referéncia, pero donat que no existeixen
estandards de lectura per a prematurs, sembla que I'Us combinat de pes, longitud i
perimetre cranial proporciona una valoracié raonable del creixement, tot i que no
aporten informacié exacte sobre la composicid corporal ni el desenvolupament

cerebral (181).

Les taxes més altes de fracas de creixement postnatal sén al voltant de la setmana 37
d’edat postmenstrual; després d’aquest moment, els nounats prematurs solen
experimentar certa recuperacié del creixement en comparacio amb els seus
equivalents a terme (207). Donat que la identificacio d’aquells nadons realment
afectes d’un fracas de creixement postnatal serveix per optimitzar el seu suport
nutricional, és important intentar ser el més acurats possibles i no infra/sobre

diagnosticar-lo (189).
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4.3. VARIABILITAT EN LA COMPOSICIO DE MACRONUTRIENTS EN LA
LLET MATERNA | AFECTACIO DEL CREIXEMENT DEL NOUNAT MOLT
PREMATUR

El maneig dels requeriments proteics i energétics dels nadons molt prematurs és
essencial per optimitzar el seu creixement i la seva evolucio clinica postnatal (177). Un
cop el seu suport nutricional és completament enteral, la ingesta proteica i energetica
depen basicament de la llet materna. Donada la variabilitat en la concentracié de
macronutrients de la llet materna, és possible que hi hagi pacients que no arriben als
requeriments estandards i el seu creixement es vegi ressentit (197). Una ratio 30-40
kcal per gram de proteina administrada semblaria maximitzar la sintesis proteica (171).
Tot i aix0, els estudis que exploren la influencia de la variabilitat en la concentracio de
macronutrients de la llet materna en el creixement del nounat molt prematur sén
escassos i valoren diferents mesures antropometriques, en diferents punts temporals i
mesclen diferents regims nutricionals (129,208-210). La recent disponibilitat
d’analitzadors de llet humana al peu d’incubadora ha permes profunditzar el

coneixement en aquesta area (208).

Lin et al. van descriure I'any 2020 una correlacio positiva entre ingesta proteica diaria i
velocitat de creixement (coeficient de Pearson 0,47, p<0,001) i van definir un model
pel qué cada g/kg/dia d’ingesta enteral proteica addicional representava una augment
en la velocitat de creixement de pes de 3,63 g/kg/dia. No van descriure correlacions
amb altres macronutrients (hidrats de carboni, greix). Els autors postulen que una de
les principals causes de la ingesta insuficient de proteines per part d’alguns pacients és
la variabilitat en la concentracié de macronutrients de la llet materna, i recomana I'Us
periodic d’'una analitzador de llet per proporcionar informacid atil i guiar la nutricid

enteral (209).

En l'estudi de Belfort et al. de I'any 2020, una major ingesta proteica enteral
s’associava a una major longitud (0,99 puntuacié Z de longitud per cada g/kg/dia de
proteina, IC 95% 0,10 - 1,87), i una major ingesta lipidica i energética enteral
s’associava a un major pes (0,62 puntuacio Z de pes per cada g/kg/dia de greix, IC 95%
0,30 - 0,94; 0,62 puntuacid Z de pes per 10 kcal/kg/dia d’energia, IC 95% 0,22 - 1,02) a
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I'edat a terme. Els seus resultats suggereixen que les diferéncies d’ingesta proteica i
energeética entre els nadons es deuen principalment al contingut de macronutrients de

la llet, més que al volum que n’ingereixen (208).

En conjunt, aquests dos treballs apunten que les diferencies en la ingesta de
macronutrients de la llet materna sén clinicament importants, fins i tot en un entorn

en que s’utilitzen guies cliniques de nutricid i fortificacio estandard de forma rutinaria.

Asbury et al. 'any 2018 van explorar les associacions existents entre diferents
morbiditats, nutricid i creixement. La ingesta diaria de proteines en g/kg/dia (tant
parenteral com enteral) s’associa amb un augment de pes durant tot el curs hospitalari
i amb un augment de longitud i perimetre cranial durant el primer mes. Les ingestes
diaries de lipids, hidrats de carboni en g/kg/dia i energia en kcal/kg/dia es van associar
amb un augment de pes durant tot el curs hospitalari, i de longitud i perimetre cranial

durant la primera setmana (210).
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5. IMPORTANCIA DE LA NUTRICIO | EL CORRECTE CREIXEMENT DEL
NOUNAT MOLT PREMATUR EN LES COMORBIDITATS | EL
NEURODESENVOLUPAMENT

La nutricio que rep un nounat molt prematur durant la seva estada hospitalaria influeix
en la seva evolucié a curt i llarg termini, tant a nivell de creixement (com hem
comentat préviament) com a nivell de comorbiditats propies de la prematuritat (211).
Sabem que, després del periode inicial de nutricié parenteral, la millor font nutricional
és la llet humana, especialment de la propia mare. L'evidéncia disponible suggereix
que la llet humana és superior a la llet de férmula en I'alimentacié dels nounat
prematur en quant a disminucié de la mortalitat global (212) i en les seglients

comorbiditats:

e Displasia broncopulmonar (41)

Enterocolitis necrosant (40,41,162,213,214)
e Sépsia nosocomial (38,41)

e Retinopatia de la prematuritat (39,41)

Neurodesenvolupament ulterior (42,215)

Pocs estudis relacionen la composicié en macronutrients de la llet materna amb el risc
de comorbiditats en els nounats molt prematurs. Es dificil discernir si una aportacié
insuficient d’un macronutrient es relaciona amb |'aparicié o I'empitjorament de
complicacions o si I'adequacio del suport nutricional en el pacient prematur implica

una millor evolucié global (216,217).

Diferents estudis han treballat amb la hipotesi que, a part del paper clau que tenen els
oligosacarids de cadena curta, tant la quantitat com la qualitat de greix que ingereix un
nadod, tant a terme com preterme, pot modificar la seva microbiota intestinal
(218,219). Hi ha un interés creixent en estudiar la relacid entre el microbioma

intestinal i la enterocolitis necrosant (220,221). Aixi, es podria suposar que la ingesta

50



Composicido macromolecular de la llet materna, influéncia de factors materns, gestacionals i neonatals i
impacte en el creixement del nounat prematur
Cristina Borras Novell

lipidica, la disbiosis intestinal i la enterocolits necrosant poden estar relacionades entre

elles (222), pero encara no hi ha evidencia suficient.

L’associacié entre nutricid, creixement i retinopatia de la prematuritat és més
coneguda (14). Sembla que una ingesta insuficient de macronutrients i sobretot
d’energia durant les primeres setmanes de vida augmentaria el risc de retinopatia
(217,223), no només pel seu efecte perjudicial sobre el creixement, sind que també es
postula que aquesta ingesta nutricional insuficient podria conduir a una disminucié de
I'lGF-1 i/o d’altres factors angiogénics o un subministrament deficient de nutrients per
als vasos. Sjostrom et al. van presentar un model pel que un augment de 10
kcal/kg/dia durant les primeres 4 setmanes de vida s’associava amb una disminucié del

24% del risc de desenvolupar una retinopatia de la prematuritat greu (223).

L’associacié entre nutricid, creixement i displasia broncopulmonar també és una area
més estudiada. Un subministrament caloric i proteic insuficient desencadena un estat
catabolic que pot conduir a un desenvolupament alveolar i una produccié de
surfactant inadequats, a la fatiga del diafragma i a una major susceptibilitat davant
d’infeccions nosocomials (216,224,225). Es possible que els pacients afectes de
displasia broncopulmonar requereixin una ingesta energetica entre un 20 i un 30%
major (226) pero falta evidencia al respecte (224). El paper dels lipids és controvertit
pero també podria ser important, tant en quantitat com en perfil d’acids grassos
essencials, ja que augmentarien la ingesta calorica i limitarien la conversio de

carbohidrats a lipids, disminuint la produccio de CO, (227).

Els nadons prematurs neixen en un moment de desenvolupament cerebral rapid i
complex (228). Varis d’estudis coincideixen en que existeix una relacid positiva entre la
ingesta precog (primeres setmanes) acumulada de greixos/energia i el creixement
cerebral i el desenvolupament psicomotor ulterior. Aquesta relacié no és tan potent
amb la ingesta proteica acumulada (229-231). Confirmant la importancia a llarg
termini de l'alimentacié enteral precog, Isaacs et al. van descriure que els nadons
prematurs alimentats amb una dieta rica en nutrients presentaven puntuacions

significativament més altes de coeficient intel-lectual a I'adolescéncia (232).
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction: There is growing interest in the possibility of measuring the macronutrient cantent of Received 21 May 2019
human milk. Several studies that intend to validate commercially available human milk analyzers have ~ Accepted 26 August 2020
been published with inconsistent results. This review will focus on currently available, verified meth- KEYWORDS

odologies for analyzing macronutrients in human milk. Human milk macronutrients;
Areas covered: A literature search was conducted in the PubMed database. Five milk analyzers were human milk analyzer;

chosen to be included in this review: MIRIS (Uppsala, Sweden) (seven articles found), Calais (Cleveland, infrared spectroscopy; MIRIS;
United States) (four articles), SpectraStar (Brookfield, United States) (four articles), MilkoScan (Hillerdo, Calais; Spectrastar;
Denmark) (two articles), and Delta LactoScope (Stockholm, Sweden) (one article). The following infor- Milkoscan; Delta LactoScope

mation was extracted from published manuscripts: measuring device, sample preparation, purpose of
the study, type of macronutrients studied, results, and conclusions.

Expert opinion: Infrared spectroscopy can be an accurate and reliable technology for assessing the
macronutrient content of human milk, specifically crude protein, and total fat. However, an optimal
handling of samples, the development of standardized quality-control protocols, and an improvement in
calibration procedures are required before the full implementation of infrared technology in neonatal units.

1. Introduction Because of the increasing role of human milk banks [5] and
the routine use of fortification, it is becoming essential to be
able to determine the nutritional content of the human milk
that preterm infants are being fed [9]. This has led to an
increasing demand for reliable methods to quantify macronu-
trients in a large number of milk samples.

However, the study of milk composition is difficult due to
the intricacy of the macromolecular organization [10]. Milk is
a lipid emulsion organized in fat globules surrounded by
a membrane of phospholipids and mucins, and also contains
casein micelles, different soluble proteins (including functional
ones as immunoglobulins, lactoferrin, or lysozyme), and car-
bohydrates, including lactose (the most abundant) and com-
plex oligosaccharides, particularly represented in the human
species and genetically determined [10]. Further complication
for drawing clinically meaningful conclusions arises from the
fact that human milk shows a large variation in macronutrient
content depending on mother’s physiology, length of gesta-
tion and across lactation (colostrum, transitional milk, mature
milk), during a single feeding (foremilk and hindmilk) and
throughout the day [7,11].

Although classical laboratory methods are the gold stan-
dard to assess human milk composition, they are time-
consuming, expensive, and involve high starting volumes.
Moreover, they require a wet lab and occasionally the use of

Human milk is a complex and highly variable fluid with
a primordial role in infant nutrition and development. It pro-
vides all nutrients required for an infant for the first six months
of postnatal growth [1]. While human milk is sufficient to
ensure growth of term infants, it may be inadeguate to meet
the needs of preterm infants regarding protein, energy, and
other components [2,3]. At the time of discharge, most very
premature infants are substantially growth-restricted in com-
parison to their term-born peers [4]. In the last decades,
human milk banks have been developed with the objective
of providing human milk to neonates whose mothers are not
able to breastfeed. When compared to formula feeding, donor
human milk reduces the incidence and severity of several
diseases, particularly necrotizing enterocolitis [5] but due to
lower nutritional density when compared to formula and own
mother’s milk, it might adversely impact growth outcomes [6].

To achieve the high nutritional demands of preterm newborns,
fortifiers are added to breast milk in order to increase nutritional
density [7]. Currently, fortification is mostly carried out according to
manufacturers’ instructions, based on an assumed macronutrient
composition of human milk [8]; with the inherent macronutrient
variability, particularly in terms of fat and protein, this can result in
either over- or under-fortification [3,8].
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hazardous chemicals, so that they are not available for bedside
testing. Human milk analyzers use infrared spectroscopy to
determine the content of macronutrients (carbohydrates, fat,
and protein) from which energy and total solids can be calcu-
lated [12]. These devices use smaller milk samples, can be
used within the neonatal unit and are able to provide results
almost in real time, being particularly useful when using donor
breast milk or for individualized fortification [11]. Most infrared
analyzers are derived from the dairy industry and have been
adapted for human milk, which explains the lack of consensus
on how to use them appropriately [13].

Several studies that compare methodologies and validate
commercially available human milk analyzers have been pub-
lished with inconsistent results regarding performance, accu-
racy, and reproducibility [14,15].

The main purpose of this review is to summarize the evi-
dence of interest to milk banks and neonatal clinicians regard-
ing the accuracy of infrared analyzers for measuring
macronutrients in human milk when compared to reference
methods, including how this might be influenced by sample
handling, storage, and preparation.

2. Methodology

A literature search was conducted using the PubMed database,
including articles from January 2009 to March 2019. The following
keywords were used: ‘human milk analyzer OR ‘MIRIS" OR
‘SpectraStar’ OR 'Calais’ OR ‘MilkoScan’ OR ‘LactoScope’ OR ‘breast
milk macronutrients’ OR ‘breast milk composition’ OR ‘donor milk
macronutrients’ OR ‘donor milk composition’ OR ‘mid-infrared
spectroscopy’ OR ‘near-infrared-reflectance-analysis'. Article titles
and abstracts were screened for full-text review. Only studies in
English and Spanish, and only those referring to human milk, were
included. Te be included in the review, manuscripts should con-
tain the following information: measuring device, sample prepara-
tion, purpose of the study, type of macronutrients studied, results,
and conclusions. The following milk analyzers were selected to be
included in this review: MIRIS (Uppsala, Sweden) (seven articles
found), Calais (Cleveland, United States) (four articles), SpectraStar
(Brookfield, United States) (four articles), MilkoScan (Hillerdo,
Denmark) (two articles), and Delta LactoScope (Stockholm,
Sweden) (one article), Reviewer C. Borras reviewed full-text articles
regarding Classic Laboratory Methods; V. Aldecoa reviewed those
regarding Human Milk Analyzers; G. Feixas reviewed those invol-
ving samples preparation; and A. Herranz, and C. Balcells reviewed
those comparing macronutrients analysis. In case of discrepancies
between A. Herranz and C. Balcells, discuss and agreement were
selected as a solving method. Figure 1 Review flow chart.

3. Classic laboratory methods for the analysis of
milk macronutrient content

3.1. Proteins

The internationally approved reference method for measuring
protein content in dairy is the Kjeldahl method [16]. We have
also reviewed the modified Bradford method, and elemental
analysis because they have been used as wet laboratory meth-
ods for the study of human milk [3,5,8,11,17,18].

The Kjeldahl method is a wet oxidation to determine total
nitrogen, which can then be used to calculate total protein
(crude protein) by a conversion factor of 6.38 [19] (volume
needed 5-10 ml) [14,20]. This approach does not take into
consideration the presence of non-protein nitrogen (urea,
amino acids like taurine and glutamine, nucleotides), which
accounts for 20-25% of total nitrogen in human milk, so it will
overestimate protein content. A corrected Kjeldahl measures
the total nitrogen first, and then nonprotein nitrogen after
precipitating protein by trichloroacetic acid. Total nitrogen
minus nonprotein nitrogen equals true protein [21], after
applying a conversion factor of 6.25 in this case, based on
the fact that proteins contain approximately 16% of nitrogen
[19]. The Bradford method is a spectrophotometric technique
that involves the binding of Coomassie Brilliant Blue G-250. It
measures protein content or ‘true protein’, rather than total
nitrogen. Upon protein binding, the dye acquires a blue color
and its absorbance maximum shifts from 465 to 595 nm, and
absorbance at this wavelength is read by the device. For
quantification, the absorbance is compared to a standard cali-
bration curve previously constructed from dilutions of
a protein solution of known concentration. This procedure is
completed in approximately 2 min and requires 1 ml of start-
ing sample [5,22]. It is less susceptible than other assays to
interference by compounds such as salts or reducing sub-
stances like some carbohydrates, but it is affected by the
presence of detergents. Also, the degree of protein-to-
protein variation is high, which means the result will be influ-
enced by the selection of standard, most frequently bovine
serum albumin [5]. Some authors have proposed to use dilu-
tions of mature human milk or milk proteins as a standard,
after previously determining their concentration by another
reference method like Kjeldhal [23,24]. Elemental analysis is
a technique that uses pure oxygen at a high temperature to
achieve complete oxidation of a sample, with ulterior mea-
surement of the combustion products (mainly carbon, hydro-
gen, nitrogen, and sulfur for organic compounds) present in
the sample (volume needed 0.5 ml) [17,2526,27]. To deter-
mine the total protein content in milk, the protein nitrogen
content is multiplied by a conversion factor.

3.2. Carbohydrate

The reference method for assessing carbohydrate content of milk
in the dairy industry is liquid chromatography (High-
Performance Liquid Chromatography- HPLC-, although Ultra
Pressure Liquid Chromatography -UPLC- and high-performance
anion exchange chromatography with pulsed amperometric
detection -HPAEC-PAD- have also been used). Other laboratory
methods that have been applied to human milk are lactose IK-
Chloramine-T reaction and automated orcinol,

Liquid chromatography is used to separate, identify, and
quantify each component of a mixture based on their mass
(HPLC, UPLQ) or electric charge (HPAEC-PAD) (volume needed
0.1 ml) [25,282930]. The mixture is dissolved in a fluid called
the mobile phase, which carries it through a structure hold-
ing another material called the stationary phase. The various
constituents of the mixture, in this case lactose, travel at
different speeds, causing them to separate and this is applied
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Figure 1. Review flow chart.

to their identification. It can discriminate between lactose
and the oligosaccharides that are abundantly present in
human milk [31]. In the lactose IK-Chloramine-T reaction,
lactose is quantified according to its reducing properties,
which are used to produce iodine from 0.04 M thiosulfate
[5]. This procedure is completed in approximately 120 min
and requires 10 ml [32]. The automated orcinol method
analyzes the degradation products obtained during enzy-
matic hydrolysis of sugars in deproteinized samples. These
two last methods will react with both lactose and oligosac-
charides [3,5].

3.3. Fat

The fat content of animal milk samples is measured by the
Roese-Gottlieb and the Mojonnier methods. Human milk fat
has also been assessed using the Folch and the Bligh and Dyer
methods, the creamatocrit, and the Gerber methods.

The Roese-Gottlieb and Mojonnier methods are based on
the extraction of fat with a mixture of ethylic ether in the
presence of ammonia and ethanol (volume needed 300 pl and
1 ml, respectively) [17,25,27,28,33]. The Folch and Bligh and
Dyer methods use a mixture of chloroform, methanol, and
water for the extraction and separation of lipids from biologi-
cal tissues [4,34]. Measuring the creamatocrit involves placing
a few drops of milk in a capillary tube, and centrifuging it so
that the lipid separates from the aqueous part of the milk [35].

Avrticle included in the evaluation of methods for

macrenutrient analysis of human milk
n=37

The creamatocrit is then the percentage of the column’s
height occupied by fat. This procedure is completed in
approximately 15-20 min and requires 75 ul [35]. In the
Gerber method, fat is separated from proteins by adding
sulfuric acid, with the help of amyl alcohol and centrifugation
[36]. This procedure is completed in approximately 30 min and
requires 10 ml [36].

3.4, Total energy

Bomb calorimetry is the gold standard for measuring the total
energy content of milk, but a large volume of sample is usually
required for combustion [1]. However, the energy content of
breast milk reported in the different studies has been usually
estimated from the concentrations of macronutrients, rather
than directly measured.

4. Human milk analyzers

Milk analyzers are based on infrared spectroscopic technology
that works on the principle of absorbance at wavelengths that
are most sensitive to specific chemical bonds in protein
(amide), fat (carbonyl and carbon-hydrogen) and carbohydrate
(hydroxyl) [27]. The sample is exposed to infrared radiation
[37]; the infrared radiation is generally divided into three
regions; near (0.7-2.5 pm), mid (2.5-25 pum), and far (25—
1000 pm) infrared, named for their relation to the visible
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spectrum. The amount of energy absorbed at the macronu-
trients specific wavelengths is proportional to the concentra-
tion of the macronutrients (Beer-Lambert Law) [31]. The main
characteristics of the five human milk analyzer models
included in this review are summarized in Table 1 [27,38-45].

4.1. MIRIS human milk analyzer (Uppsala, Sweden)

The MIRIS Human Milk Analyzer from MIRIS Solutions (Uppsala,
Sweden) is based on mid-infrared spectroscopic technology.
The instrument contains three filters to select the wavelengths
that correspond to each macronutrient, and another filter as
a reference filter [9,42].

It can measure total fat and crude protein, and it can
estimate true protein, carbohydrates, and energy. Crude pro-
tein, sometimes called total protein, is calculated multiplying
nitrogen by 6.38, while true protein is reported assuming
a standard nonprotein nitrogen content of 20% [7,13]. The
carbohydrate reading includes lactose and oligosaccharides
[37], and its value is calculated by total solids minus lipids,
proteins, and minerals [42]. The MIRIS analyzer is specifically
developed for human milk [13] and is calibrated by the man-
ufacturer to human milk values on a set of human milk sam-
ples [71. The composition of the factory calibrants was
determined by the Roese-Gottlieb method (fat), by the
Kjeldahl method (total nitrogen multiplied by 6.38; crude
protein), by HPLC (lactose) (ISO 22,662/IDF 128:2007), and by
oven drying to constant weight (total solids) (IDF 021B:1987).
A commercial kit is available for calibration since 2018 to
improve accuracy and quality control [46]. Gross energy values
are calculated using the conversion factors of 9.25, 44, and 4.0
kcal per 100 ml for fat, protein, and lactose respectively
(included in the factory settings of the HMA) [8]. True and
crude protein, fat, and carbohydrates are measured in grams
per 100 ml of milk, while energy values are measured in keals
per 100ml. All components can be determined simulta-
neously, it works using 1-3 ml of milk and the reading takes
less than a minute, The pre-analytical phase needs to be care-
fully considered. Frozen breast milk should be thawed at room
temperature (20-30°C) or left overnight at 4°C. To achieve
optimal homogenization, milk should be preheated to 40°C
and homogenized at 1.5 s/ml using the MIRIS Ultrasonic

Processor. Thawed or fresh milk must be maintained heated
in a water bath at 40°C while doing the analysis [35]. Two
quality control procedures are required: the check procedure
with zero-level adjustment, and a daily validation of the inter-
nal calibration using the MIRIS Calibration Control Kit. The
check procedure must be performed at start-up and after
cleaning the instrument every set of 10 analyzes [42]. Its
advantages are its small size and portability, the availability
of calibration standards, and the use of small volumes of milk
[38,42].

4.2. Calais (Cleveland, United States)

Calais Human Milk Analyzer from Metron Instruments
(Cleveland, United States) has been adapted from the dairy
industry. Is a filtered based spectroscope that allows quantita-
tion of fat, protein, and carbohydrates [31]. Calculation of total
protein from total nitrogen is performed by multiplying by
a factor of 6.25, and true protein concentrations are given with
an assumption of a 24% of nonprotein nitrogen [7]. The
energy is calculated from these values at 9 kcal/g for fat,
4 kcal/g for protein, and 4 kcal/g for lactose [7]. The composi-
tion of the factory calibrants was determined on human milk
samples using the Mojonnier method for fat analysis, Kjeldahl
for protein, and high-pressure liquid chromatography (HPLC)
for lactose. It requires a milk aliquot of 8-15 ml and it has an
internal ‘ball and seat’ high-pressure (3500 psi) mechanism
that homogenizes the sample before analysis. Its main advan-
tages are the calibration through a human milk matrix, the
provision of an auto-rinse cycle for easy cleaning [38,40], the
availability of a control solution to check instrument perfor-
mance, and its speed [40].

4.3. SpectraStar (Brookfield, United States)

The SpectraStar Milk Analyzer from Unity Scientific (Brookfield,
United States) is based on near-infrared spectroscopy. As with
mid-infrared, near-infrared light affects the C-H, N-H, and
0-H molecular bonds from the components of interest and the
measurements allow for the determination of fat, protein, and
carbohydrate content. The calibration algorithm can be generated
to enable the NIR milk analyzer to perform nutrient analysis of

Table 1. Overview of the main characteristics of the five human milk analyzers selected for the present review.

Sample
Technology volume Sonication Analysis time Availability of calibration standards

MIRIS Filtered mid-Infrared spectroscopy 1-3 ml  Not integrated. 60 secands two_quality control pro(edlﬂes:

Human The MIRIS Ultrasonic Processor can - the check procedure with zero-level

Milk be purchased separately adjustment ) _ .

Analyzer - validation of the internal calibration with
MIRIS Calibration Control Kit

Calais Mid-Infrared spectroscopy 8-15ml Integrated 60 seconds control solution is available to check
instrument performance

SpectroStar Near-infrared spectroscopy 1 mi 10-60 seconds certified calibration IDF
calibration development and support
for a year

MilkoScan  Fourier-transformed full-spectra 10 mi Integrated 30 seconds certified calibration 150

mid-infrared spectroscopy possible to transfer calibrations

between instruments

Delta Fourier-transformed full-spectra 10 ml 45 seconds certified calibration AOAC

LactoScope mid-infrared spectroscopy
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human milk [47]. Its key features are: small sample required (1 ml),
one-button operation, results in 30 seconds, automatic calculation
reports for nutritional supplementation, and universal calibration
[38,39,43].

4.4. MilkoScan (Hillerdo, Denmark)

MilkoScan FT2 from MilkoScan HMA (Hillerdo, Denmark) is
a Fourier-transformed full-spectra mid-infrared spectrometer
that simultaneously collects high-spectral-resolution data
over a wide spectral range. The instrument includes calibra-
tions for fat, protein, lactose, total solids, non-fatty solids,
freezing point depression, total acidity, density, free fatty
acids, citric acids, urea, casein, glucose, and galactose [44]. It
has been calibrated for human milk measurements using the
Roese-Gottlieb method for fat, Kjeldahl for protein, HPCL for
lactose, and oven method for total solids. It requires 11 ml of
milk and provides results in 30 seconds [38,44,48]. An advan-
tage is that MilkoScan has a system that makes it possible to
transfer calibrations between instruments [44].

4.5. Delta LactoScope (Stockholm, Sweden)

LactoScope FT from Perten Instruments (Stockholm, Sweden)
is a Fourier-transformed full-spectra mid-infrared instrument
and uses approved methodology for the analysis of fat, pro-
tein, lactose, total solids, and non-fatty solids in milk and milk
derivatives. It has been calibrated for human milk measure-
ments using the Roese-Gottlieb method to determine fat, the
Kjeldahl method for protein, HPCL for lactose, and oven
method for total solids. It also requires 10 ml per sample and
provides results in 45 seconds [41,4549]. It is designed to
analyze milk samples with up to 40% of fat.

SpectraStar, MilkoScan, and Delta LactoScope Milk
Analyzers have a certified calibration (IDF, 1SO, and AOAC)
for the analysis of fat, protein, lactose, and total solids in
milk [39,41,50].

5. Evaluation of methods for macronutrient analysis
of human milk in the literature

5.1. Considerations regarding sample preparation

Due to inherent variability in milk compaosition and the com-
plex macronutrient structural organization [10], standardiza-
tion of the pre-analytical phase is key for interpretation of
published results. Despite this fact, there is no universal pro-
tocol that describes an optimal circuit to obtain and prepare
milk samples before analysis [1]. Work methodologies depend
largely on the aim, whether the purpose is for research or for
daily clinical practice.

We selected seventeen studies that describe pooling, extrac-
tion and storage of human milk and the use of sonication, which
are shown in Table 2 [3,5,12,15,37,51-62]. Table 3 provides
a summarized overview about the methodology used by inves-
tigators in sample preparation [3,5,12,37,51-55,57-62].

Different researchers select different times of the day for milk
collection. Most of them use morning hours likely because there
is higher milk production [12,52,55,58,61]. Others use pools
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collected over 24 hours to account for circadian biorhythms
[37,51,62]; pooling is usually built up from milk extracted after
a full expression of the breast every 3 hours.

Regarding methods of expression, the most widely used is
single or double electric pumping of either one or both
breasts at the same time [5,12,37,51,57], and is usually com-
bined with manual expression [7,53,54,59]. Electric pump
expression while feeding the newborn from the other breast
[60], hand expression after a feed [53], or pooled donor milk
from a biobank [3] are other examples of milk collection. There
is some evidence suggesting that all these different conditions
may impact milk macronutrient composition and can affect
milk synthesis during the subsequent feed [63,64].

Storage is another source of potential variability. Most milk
samples are frozen [3,5,58] or ultrafrozen at —80°C [52,55,60]
immediately or after a period at —20°C [57]. Some authors
allowed fresh milk to be refrigerated for a period of 24 hours
before freezing [5,59]. Five of the seventeen articles used fresh
milk samples, usually stored in the refrigerator [37,51,53,54,61),
and this is the usual situation within the neonatal unit.

The amount of human milk used for analysis is also
a critical point, especially when dealing with limited produc-
tion and with the feeding needs in the care of preterm infants,
and will mostly be determined by the requirements of the
measuring device [37,54,59].

Before analysis, frozen milk needs to be slowly heated to
room temperature and then homogenized, whether with ultra-
sonic vibrators [3,5,11,51,60] or by vortexing [62] to avoid agglu-
tination of fats. In spite of using frozen samples, some authors do
not specify any pretreatment of samples before performing
measurements [52,55,57,58]. Fresh and refrigerated milk can be
directly analyzed, after mixing well by manually shaking the
tubes [37,53,54,61], although some authors use homogenization
by an ultrasonic vibrator [51]. Fusch et al. have shown a major
impact of homogenization protocols and time from preparation
to reading in the measured results from frozen milk. No similar
studies have been performed on fresh milk [15]. In the case of
MIRIS HMA, and since the calibration control kit is only applicable
to the validation of the internal calibration for homogenized
milk, it is now recommended that all samples are homogenized
before measurements, irrespective of previous mode of storage.

Following manufacturer’s instructions, the majority of
researchers warmed the samples up to 40°C or 50°C [3] in
water baths, to optimize solubility of fats. Others did not specify
if they had performed any heat treatment [57,58,60,61,65].

In summary, many preanalytical conditions can affect the
final results. It is recommended to follow manufacturer’s
instructions and establish standard operating procedures
within each site to minimize inter-operator variability.

5.2. Comparison of macronutrient measurement
between analyzers and reference methods

The results of reviewed reports that compare macronutrient
quantification between human milk analyzers and classical
methods are summarized in Table 4. Accuracy (how close
a measured value is to the true value), precision (how close
the measured values are to each other under unchanged
conditions), reproducibility (agreement between
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Table 3. Overview of methodologies used by investigators in sample preparation.

Item evaluated

Option founded

Ne of articles

Time pooling

07:00-16:00 h

09:00-11:00 h

24 h pooled milk
12:00-15:00 h

48-72 h after bird
06:00-09:00 h/18:00-21:00 h

Expression Manually expression
Electric pump expression
Manual and electric expression
Electric pump while breastfeeding
Taken from bio bank

Storage Frozen —18°C

-20°C
-80°C
Refrigerator

Fresh milk in Eppendorf tubes

Fresh milk

Frozen (not specified)
Frozen at —20°C for 48 h
Refrigerated for 24 h, after frozen —200C

mi for analysis 2-3ml
1x2ml
25 ml
5 mi
2ml
3ml
Sample thawing 40°C
50°C
Not specified
Homogenization technique

Vortexed

VCX130 (Sonics & Material, Connecticut, USA)
VX500 (Sonics & Material, Connecticut, USA)

Not specified

Sonicator not specified
Bioruptor sonicator

Fresh milk Manually shaken
Not sonicated

Lt ot i R ] 0 N B RN LD e et R R R W G s e OV S b L S

measurements performed by different individuals in indepen-
dent locations) and repeatability (variation in result of two
experiments performed by the same operator under same
conditions) have been collected for each analyzer if available.

5.2.1. MIRIS human milk analyzer

Protein measurements have been compared to the Bradford
[3,5,8] and Kjeldahl [3,9,12,14] methods and to elemental analysis
[11). Most of the studies report a correlation coefficient (R?) near
or over 0.9 and a concentration difference of around 0.2 /100 ml
(or an error between 13% and 20%) when measuring milk sam-
ples [3,8,9,12,15]. Some researchers report that the difference
increases with increasing concentration [8]. Two investigations,
one using the Bradford method [5] and the other a combination
of Kjeldahl, BCA, and amino acid analysis [14] found the MIRIS-
HMA to be unreliable for the measurement of protein.
Differences in conclusions might arise from the use of different
protein standards (human milk protein [8] or bovine seroalbumin
[3,5]) in colorimetric methods that are sensitive to protein-to-
protein variation. More fundamentally, the conversion of mea-
sured nitrogen values into calculated protein implies multiplica-
tion by a constant factor that in reality depends on the particular
compaosition of the specific protein. Also, human milk is rich in
non-protein nitrogen, which for the purpose of calculation of
‘true protein’ is assumed to be 20% in the MIRIS HMA software,
but the actual value will be variable from sample to sample.

Because correlation coefficients between methods are good,
most authors suggest that accuracy could be improved by per-
forming a recalibration [5,14]. This is supported by the results of
Billard et al. [3], who reported differences in measurements
smaller than 15% after recalibrating the MIRIS analyzer, based
on coefficients obtained by regression of RM values from sam-
ples artificially produced by concentrating and re-mixing differ-
ent milk components to span a wide range of concentrations.
Giuffrida et al. suggest the use of the bicinchoninic acid (BCA)
method for recalibration [14], but interference of different sub-
stances present in milk that can act as surfactants (like phospho-
lipids) or have reducing capacity (like lactose) could be a cause
for concern when using Bradford and BCA assays in milk [66].

Four studies reported inter-assay (reproducibility) and intra-
assay (repeatability) variation coefficients lower than 7% for
protein quantification with the MIRIS HMA [3,8,15,67].

Fat measurements with the MIRIS HMA have been com-
pared to the Folch, Roese-Gottlieb, Gerber, Monjonnier, and
Bligh-Dyer methods [3,5,8,9,12,14,15]. Using the same method
employed for factory calibration (Roese-Gottlieb), as is the
case in the two most recent studies [12,14] seems to improve
agreement between HMA and RM: both described differences
smaller than 15%, although one found that the analyzer over-
estimated fat content [12], while the other reported the oppo-
site [12,14]. Compared to the Mojonnier [15] and to an
esterified fatty acid (EFA) method, MIRIS HMA was also

60



(panupuod)

“Payd uoneiqied £jieq ‘paziuabowoy Humas uonelgied SiHIW
‘paziuabowioy pue paleay aiam A3yl siskjeue o1 Joud

Cristina Borras Novell

‘w ooL/b
7°0 AQ 1U31U0D UIR10Jd 3] SAIBWINSAIIPUN AJIEINBWSISAS SIYIW

SYIUOW | 10§ (ANISIWBYD 19M yum painseaw D,08— Yl
Y1IM painseaw ),07-) Uazol) pue paziuabowoy aam sajdules

te en el creixement del nounat prematur

ia de factors materns, gestacionals i neonatals
EXPERT REVIEW OF MOLECULAR DIAGNOSTICS @ 875

impac

enc

lecular de la llet materna, influ

ICIO macromo

Compos

‘Jw 0oL/6 810 F uospaid ueayy uonewe|
‘|w 00L/B +0'0 AujIgeIeadaYy 3|6uls & BuUNp YjIW pUIY pue ‘d|ppIW ‘310) e JO |W §
EL0 =T S00 + X80 = K SIIW Jazhjeue |pyuawa|3 8gLL=u [L1] *[e 32 yosng
sazk|eue pide oulwy
Aesse (piae duIuoLYdURI) Y2g ‘Kianijep Jaue skep ozl A 09 ‘05 18
"91eIn3de 10U S[Y|W ‘%S L < Jusiajip ZEMU_&: ?.N.O ipasn ioiey pa3133]j03 _m:_on.,)m_._ wis} Jo siatylow >_t_mwz 05 wody ;Dm— =u

SO0 > d w0t/ LO'D F 9L°L WY SA JW 00L/6 60°0 F 89°0 1SIHIW U0ISI3AU0D UIRjoid-03-uaboll)

Uepjafy WY Yum Uonepiien Joj sajdwes yiw g = U [4L] '[e 13 epuyniy
‘WY >n U.UNEN_._M 08— U_._m 07— 18 v__ W u3azoi4
*paziuabowoyun :6uinas uoneiqley SIYIW

"9€ | punoJe ‘paziuabowoy 10N “SIYIW Aq pazijeue sjiw ysaig
SPOYI3W US3MI3Y 3DU3I3YIP [e10) ING ‘31RIMIE 10U SIHIW (579 “JW PS-0€ ‘We | |- UoNIex] ‘suoilelsab ajbuis jo AealRp
(Loo'o > d) 880 = M 0138} UOISIIAUO3 uld)old-0)-uaboiiu) 181JB SYIUOW || UBL) 10w ‘siaylow Ay)eay |G| wody sajdwes

"100°0 > d ‘Jw 00L/B £0 F T'1 WY SA W 001D +0 F 0L SIHIW |yepjafy 66 =U [zL] e 33 nyz

"uoileIqIed [PUIBIUL SIHIW A1 Jo ,Seiq, pue ,adols,

1snlpe 01 5)UaNIYJB0I 3Y) 3sn 0] pue sucnenba uoissaibal
31€|MIeY 01 Pasn a/am sajdwes Uclelqied pajean Ajlenyy
“yliw paziusbowoH :buinas uonelqied SiHIW

“sish|eue
oz ANNIqPNnpoiday ‘%00 Aujigeieaday u@ieid apni) 0} snoiaaid pajesiuos pue pamey) Apusnbasqns 1,0z — 18 palols
“(0¥00— = ¢ PUB EE0’L = B) UBWISNIPE UoNEIq|eD (860 = ,4) LuR1oid apnn, pue pajonbije ‘paziuabowoy pue ‘pajood ‘panesy :s3jduies
P00 + WY £6°0 = SIYIW 3U1 UoIssiBa1 ujzioid (3pnid) 1oL YIWH 4oy WY "(8€'9 wioid oy 101y ssjpuensed ,,08-0z usamiaq bujbues 1uzuod ueinuoDEW B
‘9%6°'9 ANgRnpoiday ‘969 Aljigeleadey :uleloid eni) uolsiaau0d) usboau [e10) Joj [yepahy Ym swH Juadapip g buljood Ag pe1oniisuod sem sjdwes joiiuo)
9570~ = (selq) Juelodd ani, yWH Ajjenp v "aso1de| pue 1e} 'uiayoud Jo suojeljuaduod jo sbues
g pue |11'L = (adojs) D usWIsN(pe uoneiqie) o) WY "UILNG[eOI3S JUIACG Yum paredaid apim e yum sajdwes uopeiqiied paieasd Ajjepyie aanposd

(86°0 = ,H) €20 + WY 60 = SIYIW 3ul] uolssi631 ul0ad anu|  pIepUEls UIRI0)d “UIR101d BMU) J0j PIOJPRIG O3 PASN RUBUM (WIRIId pUB WIS SIOUOP G—E WD H[IW JO 5|00d [€] e 38 pieng
77860 = 4 MW paziuabowol Buimas uoneiqie SiHIW
‘%80'€ UoIsa)d Isal-usamlaq e pap|siA paziuabowoy pue .0 0
‘Lo > d ‘UILNG[BOIAS JUIAGY  PaLLIem ‘2N1RIadWal Wooi Je pameyl .07 — 1e uazou) sajdwes

‘W 00L/B £T0 F 61°L (WY SA |W 001/6 6270 F 650 ‘SIHIN yum pasedaud spiepuels ugRiold ‘piojpesg 6e=U [S] |8 32 3nsaApS

“sajdwes painpp ainseaw o) paubisap uoneigie payipow e
pey pasn yWH ayL Hjjiw paziuabowoy :Bumas ucnesqies iy
pazjuabolioy .0 01 PalLIeM ‘Pameyl ‘Uazoly sajduies

(96500 @S) %% uoNeLeA ABSSe-aul SIHIW “(1lonbije pawwps
‘sajdwes pa1enuaduod 3yl ug 1s31eaib sem 3duasAYIQ (poyiaw (yeppafy 0 [eAOW= J3)4e) patenuadud 1) dnoig ‘pawwpys g dnoig
“f3eino0e 3|qeidadde Ing quaIL0d uRIoId PAIRWISIIBA0 Aq pauiwiziap) uonenuuod uRlold  ‘ploj-z paInpip :g dnoio painjipun 1y dneio Buissadod 3jdwes
Aybis SIYIW "L00°0 > d ‘i 00L/B £0 F 70— :0ulalIp Ueaw UMOLY JO I uewny yym pasedaid “(witad
W OOL/B €0 F Z'L WY A [W 00L/B §°0 F §'L SIIW iy dnoio SPIBPURIS L1014 "PIOJpRIg PAIPOW £/WIRY €1) SIAULOW 07 Woly Hjiw pajood jo sajduwes of = u [8] |2 12 olpese)
60 =1
“(Roeindde (579 S paziuabowoyun Bunias uoneigied Sy
a|qerdande Ing ‘%01 Apiewxoidde Aq w21uod uioid 110128} UOISIaAUOY UlR104d-01-uaboniu) .07 01 PAWIBM ‘PIMEL ‘D07~ 18 U204 s3|dwes
pa1ewInsaIano SIYIW) W 00L/6 (90°0 + 3njeA SIIW X 68'0) = WY yepaly lE=u [6] "|2 13 ofuapy u10id
uaunu
synsay (WY) poulaw 33ualajay SUOIIPUDY Juawainseaw pue uoneedaid ‘azis ajdwes leaj Joyiny opep

(521815 P3UUN ‘PleI00Ig) JeIseIIRdS

(531015 palun ‘puejan’|d) siejed

(uepams ‘ejesddn) Jozk|euy 3w UewnH SIYIW

"SPOUIAL [e2/558]) PU $I3ZK|PUB I UBWNY U3IMIAG UONBUILUIAIAP SIUSLANUOIIEW 21edLuod 18yl S3IPNIS PaMaIA3Y v 3|qel

61



z

INTRODUCCIO

876 (=) C. BORRAS-NOVELL ET AL.

(panuiuod)

%Es Agpnpoiday ‘%Sz Aljgereadsy
500 > d’jw 00L/B 61°0 F E9'E WY SA |w 00L/B 220 F #E'E SIHIW
(1000 > d) £60 = M
“(YwWH
SIHIW UM paunseaw uaym 1aybiy osi) Al21ewixoidde sem je4)
1000 > d (w 00L/6 'L F TE) Wy sA (Jw 00L/6 'L F £°€) SIHIW
‘%L T Agrnpoiday "% Anigeieaday
(#S€0— = ¢ pue L97'L = 1) Judwisn(pe uoneiq)ed & Jaly
(260 = ;4) 8T'0 + WH 6£'0 = SIIIN Sem dul uoissaibai ayL
‘(€60
adajs) Adeindze ‘jw poL/b 50 F (uoisaidwi) Joua Wopuey
1w 00L/B zv0F
uojspaid Uealy e} 10j [ 00L/6 £0°0 AulIGeleA JsaI-1Sa )
980 = M ‘810 + X£6'0 = A SIHIN
86660 =
“361°C JO UOISDRId 1591-UDMIB] € PIPIRLA
lpo>d
‘W 00L/B €11 F 65°€) WY SA (Iw 00L/B KL F 62°%) SIHIW
(36500 @S) 9L uopeLeA Aesse-enul
*poob Adeindde 1nq ‘1) palewnsaiaao Apybis Sl “1o00 > d
(lw 00L/6 €0 F ¥'0— DUIAYIP uedw) |w 0oL/B 60 F 7€
WY SA [W 00L/6 L'L F 9°€ SIYIW :(iw painjipun) v dnoub Jo4
€60 =1
‘(18} JO JUNOWE By}
91BWI15343pUn 01 papual SIHIW) ££°0 — aN|eA SIHIW X 80'L = WY

Q81N09-3530Y

q3/}09-3530Y

1akagubiig

Jauuofopy

JELTEDY

poylaw (y43) pPy Aned paylas3

Yaj04

[¥L] 718 18 epuymo

68 =U [zi] e 38 nyz
‘Jw 0oL
/B 8-0 siey abues adnposd o} aseyd u@10.d yum papuadsnsal [€
pue pajesedas wean pue O B 0009 ‘saanuiw §1) ucnebnynua) ‘|2 39 puejig
[SL]
‘[ 12 yasny

]
‘|e 12 1ISBA|IS

pT=u [6] '|® 1 ofuaw 184

(521815 PaYUN ‘PlAY00Ig) JeIGRIdAdS

(sa1e15 paun ‘puejaAI|d) Siefed

(uapams ‘ejesddn) 19zk|euy YIW UBWINK SIYIW

“(panunuod) p sqeL

62



Cristina Borras Novell

te en el creixement del nounat prematur

ia de factors materns, gestacionals i neonatals
EXPERT REVIEW OF MOLECULAR DIAGNOSTICS @ 877

impac

enc

lecular de la llet materna, influ

ICIO macromo

Compos

(panuiiod)

UOIIBUILIAISP 3XEIUI JLIO[EY [E]0] 1I31I0T

1000 > d {|W QOL/IB '€ F 8’7~ :3DUBI3YIP UEBW) W pOL
1B '8 F T'T9 WY SA W 00L/EM FOL F 0'S9 SIHIW =¥ dnouo
9%9'¢ Aujignpoiday 'sg e Ajiqereadsy
*3S012€| JO JUIWIBINSEAW Y] JOJ DIBINIIE SEeM SIHIW
SO0 < d ‘lw 00L/B ¥5'9 WY SA |w 00L/D 859 SINIW
(500 < d) 010 = 4
‘abues uoneu=du0d
550108 mwm:m:u WY 03 uoie4 ‘2124NI2E J0U SIHIW
‘500 < dwooL/B £0F £9 WY s W 00L/B ¥0 F 99 SHIW
%5’ Aupgqianpoiday
%t L Aujigeeaday
(este- =14
pue 69| = E uoneiqied SiHIW =Y1 jo wmr_m_.—u o)y
(560 = ,H) 98°L + WY 650 = SIHIW
‘w0016 £-5'G abuel
__m—r_a eu >_r_D uoljenua=su0d MADuuv_ wc u PA mr_u Sainseay
‘Jw 00L/B OL'0 AupgRIRA 153194-159 ]
700 = Y 799 + X600— = K
8660 = .U
*3S01IB| 10} Gp0F | LOISIAId 153)-UdamIAq B PIPIIIA
1000 > d
‘Jw 00L/B 160 F 68°9) WY SA (W 00L/B £1°0 F 6%) SIHIW
(%F0°0 QS) 9%8°0 UOJIELBA >mmwm‘m.=:_
.w.u_n_EMm pajesjuaduod ul hwﬂm.&@ AIaM sadu3lAYIg
“YIAH SIMIW auy £q pajewnsaiapun Kjubis
SeM 3501287 °100°0" > d ‘Jw 00L/B 0 F S0 3P uedw
‘Jw 00L/6 £0 F 6'9 WY SA Jw 00L/6 90 F +'9 SIIW 1y dnoo

o=
€L - BN[eA SIMIW X SO'E = WY
WNsas Y1dH

3 WO 1UBIBYIP SeM SIYIW YUM PaINseall 1Uajucy 3s013eT

§9°5 + (UIB10id) 56°€ + (1ed) ST'6 = eInuLiog
‘1) Jo} |W Q0L Jad [ 0% PUE ‘¥ 'ST°6 JO

SID]IE} UOISISAUDD ‘WY UM UOIEIUSIU0D
JUILINUCIIBW JO S)NS3I WOJy PaIe|nd[e)

350128] = (A¥d-DIVdH)

UONIBAI [-3UILBIONYD-H| 3501987

pouaw 31do3sonrads Hyewhzug

Aydeiborewoiy> pinby) sueunopad-ybiy

[N LRERETI]

[8] "[e 13 oIpese) TN

[7L] '1e 19 epuymin

0oL =u [z1] e 12 nyz

W 001/6 -5 abues aso1de] [£] "|e 19 puefig

[S1] "e 1@ yasn4

[6] '|e 12 22153A|IS

[8] | 12 oipese)

sazk|pue 350178] 0] 7 = U [6] "2 12 ofuayy  a1=iphyoqie)

(591815 PaUUN ‘PRLYO0IE) JeIGRIDAAS

(s31€1S p33IUN ‘puefzAs])) sieje)

(uapams ‘eesddn) s9zkjeuy YW uBWNY SIHIW

“(panunuod)  21qeL

63



z

INTRODUCCIO

878 (=) C. BORRAS-NOVELL ET AL.

(panuiuod)

“9¢S0 UOIBLIA 4O JUBDIE0D SIeje)

(1000 > d) #1970 -4

S1'0— selq jo aaubag

W 00L/B 1'0 SuBSW JO AIUBIBYIQ

L1000 > d*{916'0-9/1°0) 924 0 1UIIDIYR0I UCIBRLI0D SSEIAIU|

500 > d ‘jw gol/6 25010e| - (31dH)
(S0°£-09) €0 F §'0 WY A |W Q0L/B (18'9-68'S) 0 F §'0 iSleje) Kydesborewoiyd pinby| dduewopad-ybiy
* siejed yum 1aybiy 960| aso1de] 250138] — (J1dH)

%01 < 0l:1 Pue G| sadualagiq Aydesborewoiyd pinby @ueunopad-ybiy
(94270 78 1) 950128 (3do|s 1dadJa1ul) SIUIDIYI0I UOISsIIBAY
'L00°0 > d *aso1de|
10} (096°0-H05°0) B¥E'0 SIUIID|HP0D LO(ILFLIOD SSEDRU|

'860°0 = d Jw 001/ (29'9-11'S) 950138 — (J1dH)

SED F 7' WY SA |W 00L/B (6£°:9-8£) ZED F €26 SIE[RD AydesBorewoiyd pinby suewiopad-ybiy
"940%"L UOJIBIIEA JO 1UBIDI30D Sleje)
(1000 > d) 660 = 4
600 seiq Jo aaubag
‘Jw goL/B LoD SueaW Jo AU
*100°0 > d “(666'0-766'0) £66'0 U303 UOIE[SLIOD SSB|2I3M|
‘500 > d ‘jw ool /b

(Z08-9L'L) 'L F L't "W SA W 00L/B (¥5°8-2€L) &L F T 'Sieje) ol
‘%0L < 0LiL pUe §:| sadualayig

‘96 £ puUB Zi| saduaisyiq Js1uuofopy
*(866'0 ‘9£0°0) 184 10§ (adojs “wdadszul) sluaPIYa0d UoIss2IBaY
'L00°0 > d

(£66'0—556°0) 686'0 SIUBIDIJJB0D LOIIRBII0D SSE|DRIU|
'129°0 = d 'Jw 00L/b (£2%—9¥'L)
680 F EL'E WY SA | 00L/D (86'€-bT'L) £80 F OL'E SlejeD sauuolopy

*(L00°0 > d ‘jwi 00L/B 'L F 8'S SA Jw 0oL/ 1L F TE)
‘WY UBY) (%S+) 1amO] Apueipubis a1am sjuawainseaw sieje) Judcleweal)y
"0 8°0 UOIIRLIEA JO 1UIDL30D SIe[e)
(1000 > d) €810 = 4
"€0°0 - seiq jo 3aubag
W 00L/B £0°0 SUBBW JO 3UIAPQ “(fliw UBWNY 10§ JOIIBS UOISIBAUCD)
1000 > d “(0T6'0-€£9°0) HES'0 JUSIIYI0I UOIIRJSII0D SSB|2UBIU| 579 X usbouyu [e10) wouy usbomu
'60'0 > d ‘Jw ooL/B (Z1'1-50) u@oiduou ayy Bundengns = uploud anig
FL'0F L0 WY Sh W 00L/6 (16°0-65°0) 800 F L0 SIElED uepialy
“PAINIP PUB DAIBU 10J WY UBLY SIB[ED UIM JIMO| %01 UII0ld
‘SUGHNIP OL:L PUB Si1 YUM (9401 <) JUBARIR) 2Jam S3DURIaYIQ
“(965) JeAD[R)
Al[e1UI2 YoU 313m LORNYIP €1 pue Z:L ul uilosd Joj $adualagig |yepiafy
(1880 '9z1°0) uwi0sd (adojs 1danisiul) s)UaPYR0) UoISsaIBaY

'Lo00 > d “uaboayu uioiducu
(£66°0-8b60) /860 SIUBIDIJR00 UONE[RLIOD SSEPDENU|  J0J b7 SnUIW UI10Jd [e101 51 uiztoad anif
'860°0 = d ‘W 00L/B (Fb'L-£0'L) *57'9 % uaboiu (2101 = waroud [ero]

PLO F LTL WY SA W 00L/6 (#'1-10'L) T1°0 + 8L'L SIe[e) [yepialy

*SUMOL{UN LM Uni
Os|e PUB p3Mey} 2i9m s3jdWes Jjiw [0, paAesse A|snoinald
Ja0f 18 pawuemald ‘buimeyl

Ja)e H|iw passesdxa uazoly A|snojald Jo paxiw-[am LS = u

o0t

Yieg-saiem-Jolesebuel e ul ybIuIBAC PaMBY) JeGT — USZOI4
“uonewe|

1eak 7 01 Y9am | WO Y|IW Ysauy [w 00| 40 3jdwes awp-auQ

SWIOQM3U WIA) pue wuNid-alel ‘s1aylow g¢

o0t PaLLIEM pUE pamey) ‘|NH uazoy sajdwes |z
(OLEL UGEL €L ZEL) J31eMm PaINsIp yum panjia

Dol (Ypeq Ja1em)
paLuem *Jo1e1aB]44a) Ul IYBIUIBAC PaMeYR ‘(s07—) 9Z331) 3R L
“uop23)|od jood Y b7

by 7> sa19eq Jo sIYIOW 0L

[1€] “[e 12 Jesed

[69] e 12 yywis

[£] '[e 13 oBiep-yosn  aneipAyoqied

[1€] "|e 13 Jeied

[69] “|e 18 ynws

[£] e 19 obiep-yosn

[oz] e 3R 18y
[LE] "|e 12 Jesey
[69] ‘|e 12 yuws

[£] ‘|e ¥ obiep-yoin uR1oIg

(s21e15 Pauun 'plRIY00Ig) Jelsesdads

(531815 PailuN ‘puejaA3|d) slefed

(uapams “elesddn) Jazh|euy I uRWNY SIHIW

(panuuod) v 3|qeL

64



Cristina Borras Novell

te en el creixement del nounat prematur

ia de factors materns, gestacionals i neonatals
EXPERT REVIEW OF MOLECULAR DIAGNOSTICS @ 879

impac

enc

lecular de la llet materna, influ

ICIO macromo

Compos

(panuiuod)

‘%9 3dusaIp abesane (1000 > d
W 001/6 £1°0-£0°0 YOI W 00L/B 0L'0 22u3layp UBSW
‘W 00L/B 0S'0 F 'L AW WS W 00L/6 $E0 F 4G°L AW
aAIleU Jusjuod ualod ‘(wioble uoneiqiied §107) Jelsedads
“JueaniuBis Ajjeatuip ‘op0z 2ulayip aBesaae (Log0 > d
‘w 00L/6 7y'0-61'0 YOI [W 00L/B £Z'0 23u213yp uesw
‘W 00L/D 2H0 F £1°L W wiys ‘|w 00L/B 8Y0 F L W
BAIBU JUSU0) uiBloJd :(Wioble uoneiqied Go7) JeISeIDBdS
"%k a3udIaYp abeiare (1000 > d Jw 00L/B L1 03 LO0-
4DI) W 00L/6 500 dudIaYIp UBSW ‘W 00L/6 80 F 6E'L
MW WIS ‘LGS0 F SFL I aaneu uaju0d uisjoid ty3
%G'E = AD JeISeIRdS
Jw 0oL
/B 1’07 uoneujwiaiap uload oy uoispaud ueaw (E46'0 = )
sajdwes pazunajsed pue (550 = ,4) pazunasedun
“wipuobe uoipRa40d 3yi buimojjoy seisesads
“046Z g w0 usiosd Bybly
yum sajdwes ss1ewnsasspun pue (jw ooL/b 1> AjjeadAa)
Jualu0d uRlold Mo| yum sajdwes alewlsalano o) Aduspus)
%G| JO (uoisialdwi) Jou@ wopuey
1w 00L/B +1°0F uoispaid ueapy
‘u0ad 1oy jw 00L/D 800 Sem Aljigeliea 153194153
90 = 4 P50 + X550 = A
660 = .Y ‘sish|eue uojssaibal Jnsibo| “Jeigendadg
YIIM Uol1e34i0] 98’ 01 96°0 26Ukl 3yl 135 UonEP|leA -
'96'0 = L4 ‘sish|eue uolssaibal boj

“eigenRads yiim uonejanod ‘6’| 01 g6'Q :abues ‘1as uoneigies
s pll i L m%_uoﬁa Jo siskjeug _Bn,.r__._Eu-

(8/6'0 ‘2€°1) ABiaua (adojs daniajul) syuapiya0d uoissaibay
(1000 > d)
(9660~ LE6'0) Z86'0 PUB SIUBIDIYP03 UOKBIBII0D SSEIRIU]
"L80°0 = d ‘jw poL/b

(8'29-1'2) T8 F §°LS WY SA JW 00L/D (£9-90F) 28 F 946 slejed
R A4CRICIENT]

‘L00°0 > d \w p0L/B '€ F 817 WY SA [W 00L/D 67 F L'ZL Siele)

Jazh[RuE [RJUBWB

sf|eue |elUBWIB

Jazhjeue [eluBWB

yepjal

D0JeWeR.)

‘paniejap Ajai9|dwod (uw o1 X 5 000'slL
arebnyuiuad) yjiw upjs pue sajdwes auaseq (0z = u) y dnoy
‘paziuabowoy

pue “J,0F 18 Yleq JSIem B Ul PaMBY) 07— 18 PRI0IS ‘S =

*paziuabowoy ‘Ui § 10} Jo/E paLLIEM
‘pamel] 07— palols ‘sajdwes pazunajsedun pue pazinaysed

9bJeYISIP UIOGM3U 1B yJIW USZOI4 JO JUBP3IX3 JO [ood 05 =

paziuabowoy 1

“(uonele|

318] pue AlIe3 'SI3YI0W S5UI0q-M3U Wi pue w1 £9
WOy SYIUOW {1 Jo peliad e J3n0 (ANSIWBYD 13M LIM paInseaw

0:08- "Wl Yum painsealt J,07—) HIW Iseauq paiols 'BRLL =

"uoiiepijea o3 gL ‘uoneiqies o} sajdwes gy

“f3nfap 150d yaam

wau sajdwes z pue yaam 151y buunp ssjdwes ¢ ‘sisylow g|
C=u

<

[81] "

e 13 uemy

[£1] e 33 Loy

[s1]1e 32 yasng

[£¥] '|e 1 1anes uloId

[£] 1e 19 obiep-yosn

[02] "I2 33 [IIeN Abizug

(s21e)5 pauun ‘plawyooig) selseinads

(S91R1S pRiun ‘puelans|d) Seed

(uapams “ejesddp) sazkjeuy iy uewny SiHIW

“(panunuod) 'y ajqeL

65



z

INTRODUCCIO

880 (=) C. BORRAS-NOVELL ET AL.

(panupuod)

‘uopeziuabowoy

aaibap ay1 Aq paidaye Ajpsiaaur 1ey pue aso1ae]

‘lw 0oL/B §'9-6's abues

LS B Ul AJUO UOJ1BAUSDUOD 3S0108| JO LONRLIRA ) S3INSEaly

9000 = 4

*$3ajeIpAyoqed 10§ |w gOL/B 910 Sem ANjIgRLIRA 153131153 |

100 = Y ‘(69°S + X200 = A) Aps2a1d Jou Ap1esndde Jayisu
2i0§2J9} P2INSEIL PUE S[3A3] UOMRIILIIUOD 1IUISIP OMI PIMOYS

‘16°0 = Y ‘sishjeue uoissaibay dnsibo| ‘reigendads
L1Im uoIe|aLo) Jw 0oL/B 9579 01 85 :abukl ay) 13s UoHEpIeA ®
180 = H “sishjeue uoissaibal Jnsibo| ueigeidads

Yum uoneauod ‘jw 0oL/b 71’z 01 f'6 3bues 1as uonelgied e
‘saleipAyoqued jo sishjeue |edlway)

'BZLO'0 = zd Panasqo sem diysuong|as Jeauy| ou uaiuuofow

LSOE'0 = 7y Iuedyubis Ajeaiuld 10U OS|e pue JINEIM SEM

diysuonejas Jeaul) siyp (wyioble uonesqied c1oz) Jeiseadads

“Z0ES0 = 7Y WA

101d UL U| 2522103 129UI| B MM PIILIDLI0D SBM JUDILOD 18y

up aseasnap (enpesb e (wiyiuoble uoneigled 600z) Jelsesdads
YE'Z S11R) 10} A iEIsRIDadg

‘woool

/B 70T uoneulws1ap 184 Joj uolspaid ueaw ‘(1260 = H)

sajdwes pazunaised pue (156'0 = Y) pazunaisedun
‘wiyuoble uonda13 ay) buimol|oy 1eisendads

“uoieziuabowoy
3316ap ay1 Aq pa1daye AjasiaAul 18} pue 3501387
(§50

adoys) Ap1einade ‘jw oL/b §'0 F (uoisaidu) Joua wopuey
‘Jw 00L/6 570 F uoispaid ueay
18} 10} Jw 00L/B 01'0 sem Aujigeliea 153191-1531

G680 =4 ST+ %550 = £
'S6'0 = Y ‘sishjeue uoissaibay dnsibo) ‘rejseipdads

Y1M uoHE[B0) W 001/B 79°6 01 11| :3DUBl BU1 “13s UONEpIeA e
960 = 4 ‘sishjeue ucissaibai dnsibo| ueigeIEdS

ucneaLe) W goL/b $9'9 01 £9'0 8bues 1as uoneigyes e
:s1ej Jo sishjeue [edlway)

yu

(Aydesborewoip> pinbi) SW/SW-1dN

AydesBorewonp pinby aunssaud-ybiy

sa1uuolopy

uondRING sRuUofop 13y1a paypow

suuolopy

Ja1uuofopy

sajdwes
0€ JO [E10) « 18} JO %001 PUE %S %05 ‘%5T '%0 AlRlew|xoidde
Bujuieiuod sajdwes buppeww ‘ajdwes ydea 1oy 1o uaxel Ajjenpesd
uay} sem 1e4 — uiw g 10) b ooz 18 pabnyuiuad — (g = u) g dnoig

(yewuaq ‘opas|iH) ueISONIN

[S1] "2 33 yasng

[¢¥] "|e 32 s2nes ajeipAyogqie)

81l

‘e 12 uemy

[£1] e 13 nioy

[S1] 1e 33 yasny

[£F) '|e 12 Janes 184

(s21835 P3AUN 'PRIP00IG) JelSesIdRdS

(sa1e1S paluN ‘puelaAa|d) slejed)

(uapamg ‘eesddn) JazAjeuy YW uBWINY SIYIW

{panupuod) ¥ 21qe)

66



‘Jw QoL/e Aq passaidxa s AB1aua pue abejuadiad Aq passaidxa ale pijos [e101 ‘Ju poL/b Ag passaidxa aie sjusuInucnep
*] sjuspnis sa|dwes pailed g paledwod aiam SPoYISLW 8dUBI3Ja1 pue Y|l adodsore Aq pazdjeue ssjdwes

*(abues) SuOIEIABP PIBPUR]S F URAL O SUOIBIAIP PIEpUE]S F ueaw Aq passaidxa ale sanjep

Cristina Borras Novell

te en el creixement del nounat prematur

ia de factors materns, gestacionals i neonatals
EXPERT REVIEW OF MOLECULAR DIAGNOSTICS @ 881

impac

enc

%60 AD Aesse-eiu| 3d0d5012e]
S000" > d 60 =1
(9€'FL) TR/IEDY '8 SPOYIILU AU} UMDY ADUIIHIP uedly
S000 > d '(1'eg-gee)
90L F T'£S WY sA (1'06-T'EF) 86 F TP/IB 59 adodsone]
%91 AD Aesse-enu|
5000 > d 60 =1
(8L 1) /6 11 SpoylaL UaamlIag adUIaYIP ueay
5000 > d
(€L-0°S) LF0 ¥ T9 WY A (78-69) S0 T ££ adodgone]
W7 AD Aesse-eiiul 2d0dso12e]
5000 > d '86'0 =1
(969'F) TPp/B 0 SPOUIBL U3AMIDG 3OUIBYIP UL
5000 > d
(€°0-5£0) TL F TE WY SA (9'9-1'1) L'L F 9 adoagone]
%57 AD Aesse-enu|
5000 > d 460 =1
(956) TP/B 80’0 'SPOY1AW U3IMIG 3OUIIAYIP UBAY
5000 > d
6'L-1¥'0) 8€'0 F 96'0 WY SA (U'7-67°0) 6E'0 F 88'0 2doasone]

860
W 0oL/eN (7'96-6'Z5)
049 WH 54 W 0DL/B (£'16-E'GH) L9\, UBISONI
%L0 A |, UBISO:

*sapueLdIesobijo sapnul Y| ‘BIuelsgns

Swes ayl m:__jwmmE Jou 8ie spoylaw yiog "l6/'0 = mz

Jw 0oL/b

(BL'2-5¥'5) 6+'9 WH SA JW DOL/B (98 L~¥8'0) 9E'L ,,,UEISONIN
%T0 AD |y, UEISOHIN

£660 = 4

W oL

/6 (b9'9-2 L) O'E Y SA W 00L/D (86'S-920) b5 ,,, URISOHIIN
960 Ay UBISONIN

166'0 = o4

‘w00l

/6 (£2-98'0) vk L WY SA 1W 00L/D (92'2-960) €71 ,,, URISOHIN
U0 AD |, UEISO:

(v x a1esphyoqued) + (6 X 1e4) + (¥ X 10id)

JdH

Jaiuolopy

yrepiahy

(56°€ X

a1e1pAyogeD) + (SZ'6 X 184) + (S5 X 10id)

sis[eue |eIuawa|3

GaIpIoD) -3530Y

Iyepfafy

Abiauz
g9 =u aeiphyoqied
99 =u 184
i UBISOAINN Aq pazfjeue pue ol:L pay ™4
Wy Aq pazdjeue pue painjipun s
PaXaL0A-I68E L1BG 191EM-c] WOOY-Dob
Aianap Jaye seak | Buunp pars|jod sajdues
suI0gMaU (§) wJ1a1d pue (69) WU JO SIBYIOW #/ WOM G| = U [6¥] °|e 12 ZUMO|IWS SUIB104d

(uapams ‘wjoyypoys) adodsoyde] eyRq

Ab1auz
Ieiplyoqie)
14
‘paienbe pue Jo0F 01 PR1esy Ju07— U3Z0J) 3jdwes
“AISAIPP JOLR SYIUOW 1SI1) DU} O H23M 1SIl) DU1 WIOJ)
0 =u  [1£] '|e 1@ uasjaeydiw SUIRl0Id

lecular de la llet materna, influ

(S21835 P3UUN 'PRIY00IG) JEISEIIDRdS

(salelg pajun ‘puejaas|d) siejed

(uapams “elesddp) 1azhjeuy Yy uewny SIHIW

ICIO macromo

Compos

“(panupuod) v a[qeL

67



INTRODUCCIO

882 (=) C.BORRAS-NOVELL ET AL.

accurate and reliable, with higher differences in more concen-
trated samples [8]. Other studies find the MIRIS HMA inaccu-
rate when comparing fat measurements with the Folch [9] or
the Gerber [5] or the Bligh and Dyer [3] methods. In all cases,
correlation between methods was still good, so adequate
recalibration is suggested as a way to improve accuracy, as
shown again by Billard et al. [3]. Sample processing seems to
have a particular influence on the determination of fat con-
tent. Fat aggregation in casein micelles can occur in frozen
samples [68]. Different sizes of fat droplets interfere with
radiation readings, so poor or too short homogenization can
have a major impact on reliability of the results [15].

Five of the seven studies evaluated inter-assay (reproduci-
bility) and intra-assay (repeatability) variation coefficients from
the MIRIS HMA, with results lower than 5.3%. They concluded
that it was an accurate and reliable method to quantify fat in
mother’s milk [3,5,8,14,15].

Carbohydrate measurements from MIRIS HMA have been
compared to high-performance liquid chromatography (HPLC),
Chloramine-T reaction, UPLC-MS/MS (ultra-performance liquid
chromatography), automated orcinol, and high-performance
anion exchange chromatography with pulsed amperometric
detection (HPAEC-PAD). Results are inconsistent when using
HPLC as the gold standard. Some authors reported an overesti-
mation of carbohydrate content of up to 27% [9], deeming it
unreliable, while Casadio et al. found the MIRIS HMA to be
accurate, with differences around 7% [8,9]. The accuracy of the
results seems to be greatly influenced by the concentration of
the sample [8,9]. Studies using laboratory techniques that are
different from the one used for factory calibration of the analyzer
(like Chloramine-T reaction, UPLC-MS/MS (liquid chromatogra-
phy) or automated orcinol) reported good correlation coeffi-
cients (up to 0.95) but low accuracy, with differences higher
than 20% [3,5,15]. Zhu et al. and Giuffrida et al. used HPAEC-
PAD as a reference method. Zhu et al. emphasized that there was
no correlation between both methods since HPAEC-PAD system-
atically reports more extreme values in both high and low lactose
concentrations [10]. Researchers using both the UPLC-MS/MS
[15] and the HPAEC-PAD methed [12] explained these findings
because of the chemical differences between human and cow’s
milk, for which they were initially developed. Human milk has
a high concentration of oligosaccharides, while the presence of
these in cow’s milk is minimal. Oligosaccharides always contain
a terminal lactose residue, which the MIRIS HMA cannot differ-
entiate from free lactose [12]. In the hands of Giuffrida et al.,
however, the MIRIS HMA was accurate and reliable for the mea-
surement of carbohydrates when compared to HPAEC-PAD [14].

Five of the seven studies evaluated the MIRIS HMA as
having good reproducibility and repeatability after obtain-
ing coefficients under 6% for inter-assay and intra-assay
variation.

The measurement of total solids has only been compared to
freeze-drying in three studies. The authors concluded that there
were no significant differences between the MIRIS and the RM
[3,8,12]. Casadio et al. found that the MIRIS HMA reported slightly
higher values, with greater differences in skimmed samples and

smaller differences in concentrated or diluted samples [8]. The
correlation coefficients were 0.78 and 0.94 [3,12].

Two studies evaluated the coefficient of variation inter-
assay (reproducibility) and intra-assay (repeatability) of the
MIRIS HMA, rendering values lower than 7%, and concluding
that it had good reproducibility and repeatability in the mea-
surement of total solids in breast milk [3,8].

Only one study has assessed the estimation of the caloric
content in breast milk by an RM [8]. They found MIRIS HMA to
be reliable, displaying small but significant differences, with
a tendency toward overestimation in the most concentrated
samples [8]. The more general approach is to calculate energy
from macronutrient content. It should be noted that studies
do not always use the same coefficients to calculate kcal per
gram of each macronutrient [8].

5.2.2. Calais human milk analyzer

Performance of the Calais Milk Analyzer for the measurement
of proteins, fats, and carbohydrates has been assessed against
Kjeldahl, Monjonnier, and HPLC, respectively. The measure-
ment of fat and the calculation of caloric content have also
been compared to the creamatocrit method. In general, the
results were found to be reliable for the measurement of
macronutrients [7,31,69], and any statistically significant differ-
ences described lacked clinical relevance, with an underesti-
mation of proteins and carbohydrates by 4% and 2%, and an
overestimation of fats by 2% [31]. Consequently, the calcula-
tion of energy content was alse accurate [7]. As one require-
ment of the device is an 8 m| sample, Smith et al. assessed the
possibility of working with diluted samples. They concluded
that, with dilution ratios of 1:5 or higher, accuracy was com-
promised, with readings for the three macronutrients that
were more than 10% below those reference methods [69].
Regarding correlation coefficients between Calais MA and
classical methods, reported values are higher than 0.83, 0.98,
0.78, and 0.98 in the measurement of proteins, fats, carbohy-
drates, and energy respectively [7,31]. Precision has also been
shown to be good in the measurement of proteins (CV 0.81%),
fats (CV 1.46%) and carbohydrates (CV 0.52%) [31]. O'Neill
et al. compared Calais HMA to creamatocrit for fat measure-
ment and for caloric content; however, they rejected the use
of creamatocrit as they referred that it overestimated fat mea-
surement [70].

5.2.3. SpectraStar human milk analyzer

Kjeldahl and elemental analysis have been used to compare
protein quantification with the SpectraStar Milk Analyzer, and
with Monjonnier and UPLC-MS/MS to analyze fat and carbo-
hydrate quantification, respectively. Fusch et al. questioned
the reliability of the SpectraStar MA for the quantification of
proteins and fats even though the differences between meth-
ods were lower than 15%. Measurements were greatly influ-
enced by the characteristics of the sample: the device
overestimated proteins when the concentration of the sample
was low and underestimated proteins when the concentration
was high. It also underestimated fat content depending on the
degree of homogenization of the milk [15]. Kotrri et al. found
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different results, concluding that the SpectraStar MA was
accurate and reliable for the measurement of proteins (corre-
lation coefficients higher than 0.94) and fat (correlation coeffi-
cient higher than 0.95) in both pasteurized and unpasteurized
milk [17].

Both the version of the algorithm used and the sample fat
content of the sample can have an impact on protein mea-
surement with the SpectraStar MA [18]. The 2009 calibration
algorithm gave a significant difference of 20% in protein
measurement between whole and skimmed milk; however,
with the 2015 calibration algorithm the difference was 6%.
To evaluate the linearity of protein measurements in different
fat environments, Kwan et al. removed fat by centrifugation,
obtaining samples with different fat concentrations. There was
no correlation between fat and protein concentration by ele-
mental analysis (R? = 0.073). SpectraStar MA protein measure-
ments positively correlated with fat content, but this was only
of both statistical and clinical significance when using the
2009 algorithm (R? = 0.53).

Levels of carbohydrates obtained with the SpectraStar MA
have been shown to be inaccurate [15,17], a fact that was
again attributed to the high content of oligosaccharides in
human milk and to the validation of calibration solutions with
cow’s milk [15].

Sauer et al. reported good correlation of SpectraStar MA
with classical metheds in a validation set when using calibra-
tion algorithms generated with a previous calibration set. They
reported correlation coefficients greater than 0.81 for the
three macronutrients. Unfortunately, accuracy or precision of
the method was not evaluated [47].

5.2.4. MilkoScan human milk analyzer

Only one study has compared the MilkoScan Milk Analyzer
with a laboratory reference, using the Kjeldahl and Roese-
Gottlieb methods and elemental analyses for protein, fat,
and carbohydrate measurement, respectively [71]. The results
suggest that the MilkoScan MA is reliable for measuring pro-
tein content. Correlation with chemical methods was high
(R* > 0.97) and although there was a statistically significant
difference, it was not clinically relevant. Precision was also
good with a coefficient of variation under 1%.

There was a good correlation of fat quantification between
MilkoScan MA and classical methods (R? > 0.98). Coefficient of
variation was also small (<1%) [71].

As with other devices, the correlation coefficient for carbo-
hydrates was lower than those obtained with elemental ana-
lysis (R> = 0.79). Repeatability was good, with variation
coefficients within 1%.

Regarding total calories, MilkoScan MA had good correla-
tion with numerical estimation (R’ > 0.98) and was precise,
with variation coefficient less than 1%. There were small dif-
ferences that the authors suggest could be improved with
calibration adjustments.

5.2.5. Delta LactoScope human milk analyzer

There is one report on the analysis of breastmilk with the
LactoScope Milk Analyzer as compared to the Kjeldahl method
for protein measurement, Mojonnier method for fat measure-
ment, and UPLC - MS/MS for carbohydrate measurement.
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Results suggested that LactoScope MA was reliable for measur-
ing protein content. The correlation with chemical methods was
high for the measurement of proteins and fats {both R? > 0.97),
nevertheless there was a significant underestimation of protein
concentration (about 9%) and an overestimation of fat content
(around 5%). Precision was good with both coefficient of varia-
tion under 3% [49].

As with other devices, the correlation coefficient for carbo-
hydrate readings compared with HPLC was low (R? = 0.49),
with an overestimation by 15%. Repeatability was good, with
variation coefficient within 2% [49].

Regarding total calories, LactoScope MA had good correla-
tion with numerical estimation (R’ > 0.97) and was precise
with variation coefficient less than 1% [49].

5.3. Considerations regarding quality control

It transpires from the above information that the reliability of
macronutrient measurements using infrared technology and,
consequently, their safe use for the purpose of clinical nutri-
tion of preterm infants will be impacted at several steps of the
process.

Good Clinical Laboratory Practices are the norm in the dairy
industry and if the technology is going to be applied in the
field of neonatal feeding, so should be the governing guide-
lines. Standard Operating Procedures for the collection, hand-
ling, storage, and preparation should be defined, with the
necessary adaptations to the constraints of the clinical setting.
The devices in use should be provided with appropriate fac-
tory calibrations to be used with human milk and quality
control samples or solutions should be available as reference
for startup and ongoing calibration and adjustment is neces-
sary. This indeed seems to have permeated the field in later
years, as most commercial analyzers offer solutions or manu-
facturer support to maintain calibration standards [40,72].
Because the establishment and maintenance of calibration
protocols can be time-consuming and requires a high degree
of expertise, monitoring networks have been created within
the dairy industry for the surveillance of groups of spectro-
meters in different locations [73]. A similar model was recently
applied in a clinical setting offering promising results [46).

6. Discussion

We have reviewed the relevant literature assessing the perfor-
mance of human milk analyzers against classical laboratory
methods and other information that could be relevant toward
clinical applicability. Overall, most authors conclude that infra-
red milk analyzers are accurate and reliable for measuring
macronutrients, specifically crude protein, and total fat, when
compared to reference methods, despite some differences. For
measuring protein with the MIRIS HMA, correlation and preci-
sion were good [3,58,15], but the difference with reference
methods oscillated between small [3,8] and very high [5,12]. It
is important to note that infrared technology was originally
developed for the dairy industry. It measures crude protein
and it does not differentiate nonprotein nitrogen (i.e. urea,
small peptides, amino acids, or nuclectides). In bovine milk,
the amount of nonprotein nitrogen is less than 5%, but in
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human milk is usually between 20% and 30% and can be up to
50% [13]. Therefore, the mentioned discrepancies might be
due to the presence of high percentage of nonprotein nitro-
gen in human milk (74]. Moreover, the use of different con-
version factors can result in variability because the true value
will depend on the particular amino acid sequence of the
protein. The concentration of samples can also have an influ-
ence on the accuracy of the measurements [8].

More than 95% of the lipids contained in milk are organized in
milk fat globules, spherical structures with specific characteristics
[75]. The heterogeneity derived from the different sizes of these
fat droplets can lead to over or underestimation of fat content 3]
and their physical destruction allows for a more accurate quanti-
fication of fat in the analyzers. Because of this, correct homo-
genization is fundamental to obtain reliable results [15],
especially after freezing. Homogenization also helps reducing
fat loss due to its adherence to sample vials [46]. However,
authors differ in the use of homogenization conditions, which
might explain some of the reported differences. Another matter
would be if the measurement of fat in unhomogenized milk
could somehow reflect information about its higher organization
in milk fat globules, which is known to influence how this fat can
be digested and absorbed [75].

Carbohydrates seem to be the component for which the
analyzers show the worst performance. According to
a recently published study (Perrin et al) only the Fourier-
transformed full spectra mid-infrared instruments like
MilkoScan HMA and Delta LactoScope reported accurate car-
bohydrates values; filtered mid-infrared and near infrared
instruments like MIRIS HMA and SpectraStar reported carbo-
hydrates values that were 20-50% higher than reference lac-
tose values [13]. it must be taken into account that infrared
technology measures total carbohydrates and does not differ-
entiate between lactose and human milk oligosaccharides
[13]. In human milk, oligosaccharides can account for
10-25% of carbohydrates [13]. Oligosaccharides contain
a lactose terminal, and the MIRIS HMA cannot differentiate
free lactose from a lactose moiety in oligosaccharides [12,14].
It seems that MIRIS HMA struggles with extreme lactose con-
centrations: Zhu et al. found no correlation in carbohydrate
measurement with HPAEC-PAD in the case of low or high
lactose concentrations [12], and Menjo et al. reported that
the MIRIS HMA overestimated carbohydrate measurement in
27%, concluding that it was not reliable if lactose content was
low [9]. However, carbohydrate content might be of relative
importance in clinical practice, given that it has a small impact
on caloric content when compared to fat. Even though pre-
mature infants need a correct glucidic intake and the main-
tenance of a correct protein/non-protein energy ratio, most
fortification practices pivot around increasing the amino acid
or lipid content, rather than targeting carbohydrates.

Other milk analyzers, like the Calais and the MilkoScan, are
also accurate and reliable, but they need a higher sample
volume. This makes them suitable in situations where the
amount of milk is not a limiting factor (i.e. milk banks), but
they might not be as useful for small volumes in case of
individualized feeding plans in neonatal units. They also entail
a bigger economic investment. There is little published

evidence with regards to SpectraStar. Authors who studied
LactoScope concluded that it produces measurements with
good correlation, but that accuracy could be improved with
proper calibration.

7. Expert opinion

An optimal nutritional support is the cornerstone of newborns’
health, especially in the case of preterms, and constitutes
a key factor for appropriate neurodevelopment. Human milk
is the preferred source of nutrition, but it introduces variability
in enteral nutrient supply due to its changing composition. For
this reason, there is an increasing need for technology that
readily allows the measurement of macronutrient content of
this biological fluid. In research, this will allow for the defini-
tion of relevant differences in human milk composition in
different populations, or according to maternal characteristics,
maternal life habits or duration, and peculiarities of gestation.
In clinical practice, it is essential for the implementation of
universal individualized fortification of human milk, both own
maternal or donor milk, and to calculate the exact macronu-
trient and energetic supply to premature infants. In general,
infrared analysis is a useful tool for assessing milk composition.

Sample selection and preparation will influence the concen-
tration and structure of macronutrients. When planning
a systematic approach to individualized nutrition in the neonatal
unit, and due to the heterogeneity in milk composition and the
effects of freezing, a sample from fresh or refrigerated milk from
a 24-hour pool is probably most representative, if available.
Freezing increases the content of free fatty acids in milk, which
might affect the results depending on the method. However,
freezing milk samples is sometimes required due to logistical
needs and is the norm in milk banking. For research purposes,
the use of fresh milk entails added logistic problems, so most
milk samples in the studies assessing human milk analyzers have
been frozen and thawed. It has traditionally been recommended
that, after freezing, samples should slowly be taken to room
temperature and properly homogenized before measurement.
Recent studies have beautifully illustrated how differences in
homogenization can impact the final structure of milk and,
hence, interfere in the reading, so that extensive homogeniza-
tion should probably precede infrared analysis of fresh or
thawed milk [15]. Standardized guidelines as to the best meth-
ods for collecting, pooling, storing, and homogenizing breast
milk samples for macronutritional analysis are scarce, but essen-
tial in order to obtain reliable results. Some of the above-
mentioned differences between macronutrient contents might
be caused not only by the device itself but also by the proce-
dures to which the milk is subjected. It is crucial to introduce
standard operating protocols and good clinical laboratory prac-
tice into the milk analysis in neonatal units, with training of the
operators, standardized and approved protocols for testing the
calibration of equipment, and periodical quality controls to
check the performance of the device.

At present, mid-infrared analyzers show the better potential
to aid preterm individualized nutrition in the neonatal unit. The
technology has been found to be accurate and reliable by most
studies regarding protein and fat, the two most determinant
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factors for targeted or adjusted fortification [76). Most of the
evidence concerns the MIRIS HMA. Also MIRIS HMA might pre-
sent some advantages in a clinical setting, like the requirement
of small volumes to perform the analyses, the economical afford-
ability, the small size, and the ease of use. Even so, there is room
for improvement in the calibration of the analyzer to ensure
accuracy of the results, especially concerning carbohydrate con-
tent. When the limitation of sample volume is less of a problem,
as is the case in milk banks, Fourier-transformed infrared devices
might offer more accurate carbohydrate readings, although
there are very few studies comparing performance against refer-
ence methods. Future progress in the area should mainly focus
on the improvement of specific human milk matrices for calibra-
tion of human milk analyzers and in the development of com-
mon protocols for testing the performance of devices.

In our view, the use of human milk analyzers as a point of
care technique will become widespread in neonatal units.
Human milk analyzers may hugely contribute to the current
trend of offering a more tailored nutrition; with the possibility
to take into account, on the one hand, the macronutrient con-
tent in a mother's milk and, on the other hand, the specific
nutritional needs of her child. In the near future, a thorough
understanding of human milk compaosition should allow neona-
tologists to cover the specific nutritional needs of each preterm
infant, in an attempt to allow for an extrauterine growth that is
as comparable as possible to the optimal intrauterine growth,
Further studies are needed to investigate the performance of
current human milk analyzers and practices in order to promote
the use of infrared technology in routine clinical practice.
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Composiciéo macromolecular de la llet materna, influéncia de factors materns, gestacionals i neonatals i
impacte en el creixement del nounat prematur
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HIPOTESI

Després d'un periode inicial de nutricié parenteral, I'alimentacié enteral del nounat
molt prematur s’ofereix en forma de llet, sent la llet de la propia mare la millor opcid
(35), per la seva forta associacié en la reduccié d’algunes malalties relacionades amb la
prematuritat (com |’enterocolitis necrosant) i amb un millor resultat a nivell de
neurodesenvolupament (37,42,233). Malgrat tots els beneficis reconeguts de la llet
materna, el seu contingut nutricional és insuficient per satisfer les altes demandes dels
pacients prematurs estimades per la Societat Europea de Gastroenterologia,
Hepatologia i Nutricié Pediatrica (ESPGHAN) (34), i cal fortificar-la per augmentar la

concentracio de proteines, calci i fosfor (166).

El contingut de macronutrients de la llet humana és caracteristic pero variable.
Aquesta variabilitat depén del temps de lactancia (68) i de factors tant materns com
neonatals (71,72,78,115,157). La major part de la informacié disponible sobre aquest
tema prové de parts a terme; només alguns estudis recents exploren la relacié entre la
composicid de la llet prematura i els factors materns, gestacionals i neonatals
(72,73,88,90,115,152). Tot i aixi, la disparitat metodologica i de resultats dificulta

I'extraccié de conclusions fermes (74).

La variabilitat en la composicié de macronutrients de la llet materna pot causar,
malgrat la fortificacid, deficits acumulats al llarg del temps en nadons molt prematurs i
pot tenir un paper determinant en el creixement i la salut d’aquests nadons (208,234).
El fracas del creixement postnatal és un dels problemes més freqlients dels nadons
molt prematurs (22) i s'estima que al voltant del 50% del creixement depén del suport
nutricional (176). Tot i que es postula que la fortificacié individualitzada (basada en la
guantificacié de macronutrients de la llet materna) podria atenuar aquest problema,
requereix recursos economics i humans molt considerables (171). Disposar

d’informacié sobre l'impacte de les caracteristiques maternes, gestacionals o
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neonatals en la composicié de macronutrients de la llet podria ajudar a identificar

aquelles parelles mare-nadé amb major risc de fracas del creixement postnatal (24).

La nostra hipotesi és que certs factors materns, gestacionals i neonatals s’associen a
canvis en la composicié de macronutrients de la llet materna despres d’un part

prematur, i aquest canvis poden afectar al creixement i a la salut del nounat.
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OBJECTIUS

Els objectius primaris d’aquesta tesi doctoral son (corresponents a I'article publicat):

1.

Descriure la composicio de macronutrients (proteines, carbohidrats, greixos) i

energia de la llet materna de nounats molt prematurs durant les primeres vuit

setmanes de vida

Analitzar I'associacid entre diferents factors i els canvis en la composicié de

macronutrients (proteines, carbohidrats, greixos) i energia de la llet materna de

nounats molt prematurs. Concretament, s’estudiaran:

2.1. El temps des de l'inici de la lactancia

2.2. Caracteristiques demografiques i de salut de les mares

2.3. Caracteristiques gestacionals com ara la multiplicitat de la gestacié i la
presencia de complicacions a més a més de la prematuritat

2.4. Caracteristiques neonatals, incloent la edat gestacional i el sexe del nadd

Els objectius secundaris d’aquesta tesi doctoral sén:

5.

6.

Descriure les trajectories de creixement postnatal durant I'ingrés de una cohort de
nounats molt prematurs alimentats fonamentalment amb llet de la seva mare
Descriure en detall la nutricié rebuda, i en particular la ingesta enteral de proteina i
energia procedent de la llet, en la cohort de nounats molt prematurs

Avaluar si la ingesta proteica i energetica de la nostra cohort compleix amb les
recomanacions de la Societat Europea de Gastroenterologia, Hepatologia i Nutricio
Pediatrica (ESPGHAN)

Analitzar les associacions que existeixen entre la ingesta enteral de macronutrients
i energia de la llet materna dels nounats molt prematurs i el seu creixement

postnatal
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MATERIAL | METODES

1. DISSENY DE L’ESTUDI

Es va plantejar un estudi observacional de cohorts prospectiu bicentric. El reclutament

de participants i mostres va tenir lloc entre el gener del 2018 i gener del 2020.
Els diferents objectius es van estructurar en quatre dissenys:

e Estudi descriptiu transversal de concentracié de macronutrients (globals i
en cada setmana)

e Estudi descriptiu longitudinal de I'efecte del temps de lactancia sobre la
concentracié de macronutrients

e Estudi analitic observacional cas-control comparant la concentracido de
macronutrients entre grups definits per la preséncia/abséncia d’un
determinat factor perinatal

e FEstudi longitudinal de cohorts per analitzar I'impacte de la ingesta de
macronutrients calculada a partir de les mesures obtingudes en el

creixement de nounats molt prematurs
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2. POBLACIO D’ESTUDI

Es van reclutar de forma consecutiva mares i els seus nadons molt prematurs d’edat
gestacional igual o inferior a 32° setmanes, si aquests ingressaven al naixement o
durant les primeres 24 hores de vida en les Unitats Neonatals dels centres Hospital

Clinic-Seu Maternitat i Hospital Sant Joan de Déu.

L Hospital Clinic-Seu Maternitat i Hospital Sant Joan de Déu son dos centres de tercer
nivell amb un nimero d’ingressos anuals en la Unitat Neonatal (mitjana dels ultims 4
anys) de 470 i 540 respectivament, i un numero de pacients molt prematurs (mitjana
dels ultims 4 anys) de 60/any i 80/any respectivament. Els dos centres formen part de
BCNatal (Centre de Medicina Maternofetal i Neonatal de Barcelona) i comparteixen la

majoria de protocols i guies cliniques, aixi com part del personal assistencial.

e Criteris d’inclusid:
o Mares i els seus nounats molt prematurs d’edat gestacional igual o inferior
a 32° setmanes que ingressessin abans de les 24 hores de vida en les
Unitats Neonatals dels centres Hospital Clinic-Seu Maternitat i Hospital Sant
Joan de Déu
o Produccié de llet materna superior a les necessitats de nutricié enteral del/s
nounat/s
e Criteris d’exclusio:
o Nounats amb malformacions majors, malalties cromosomiques, genetiques
o metaboliques
o Nounats amb baixa probabilitat de supervivéncia més enlla de la primera

setmana segons criteri clinic.
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3. CALCUL DE LA MIDA DE LA MOSTRA

El calcul de mida de la mostra es va basar en 'objectiu primari de detectar diferencies
de composicid en la llet en associaci6 amb diferents caracteristiques maternes i
neonatals. Tenint en compte dades prévies publicades referent a la composicio de llet
materna prematura i acceptant un risc alfa del 0,05 i un poder estadistic del 80%, vam
calcular que necessitariem una mostra minima de 33 pacients per grup (en funcié de
les condicions maternes/perinatals) per detectar una diferéncia de 7 kcal/dl i de 0,15
g/dl de proteina (ambdues anteriorment demostrades que tenen un impacte en el

creixement prematur (235)).

81



MATERIAL | METODES

4. RECOLLIDA | ANALISI DE MOSTRES DE LLET MATERNA

Es van analitzar mostres representatives de llet materna produida al llarg de 24 hores i

mostres d’extraccions Uniques matinals.

La mostra representativa es generava a partir d’'un o dos ml de llet de cada una de les
extraccions dutes a terme per la mare entre les 10 a.m. d’un dia i les 10 a.m. del dia
seglient, recomanant-se un minim de 8 extraccions al dia repartides cada 3 hores tant
de dia com de nit. Les extraccions es podien dur a terme mitjangant extraccié manual o
mitjancant I'Us d’un extractor manual o electric. Havien de ser extraccions completes
dels dos pits i de minim 15 minuts de durada. La llet extreta era homogeneitzada
manualment abans de separar la quantitat sol-licitada (1-2 ml) en una xeringa
(etiqguetada amb data i hora). Les xeringues es conservaven refrigerades a 42C (no
congelades) un maxim de 24 hores. Després d’unificar el contingut de les 8 xeringues

s’aconseguia un pool representatiu d’entre 8 i 16 ml de llet materna.

Les mares eren instruides per a |'extraccid, la recol-leccid i la conservacio de les
mostres representatives de llet materna de forma que podien fer les recollides de
forma autonoma. Van rebre informacié escrita amb les d’instruccions d’extraccié i el

calendari personalitzat dels dies que devien fer les recollides.

Per a I'analisi dels macronutrients de la llet materna, aquesta s’atemperava lentament
a temperatura ambient, posteriorment s’escalfava a 402C mitjancant plaques

termiques i s’homogeneitzava manualment.
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L’analisi es va realitzar mitjangant I'analitzador MIRIS Human Milk Analyzer® (Uppsala,

Sweden) que mesura les seglients dades:

® Proteines totals en g/dI

e Lipids en g/dl

| estima les seglients dades:

e Proteines reals en g/dl
e Carbohidrats en g/dl

e Energia calculada en kcal/dI

Per a aquest estudi, la proteina real (reflecteix el nitrogen associat a proteina) es va
estimar restant un teoric 20% de nitrogen no proteic de la proteina total mesurada
(83), i I'energia es va calcular mitjancant la formula: 4,4 kcal x g de proteina + 9,25 kcal

x g de greix + 4 kcal x g d'hidrats de carboni (84), tal i com té estipulat I'analitzador.

Durant el decurs d’aquesta tesi, la doctoranda va fer una revisié bibliografica sobre la
precisio per mesurar macronutrients en llet humana de diferents analitzadors
d'infrarojos en comparacié amb els metodes classics. Es conclou que I'espectroscopia
infraroja pot ser una tecnologia precisa i fiable per avaluar el contingut de
macronutrients de la llet humana, especialment per a proteina total i greix total (236).
La revisid (Borras-Novell et al. 2020 titulada Infrared analyzers for the measurement of
breastmilk macronutrient content in the clinical setting) esta inclosa al final de I'apartat
Introducciod (pagina 52). Atés que algunes de les limitacions en la lectura sorgeixen en
relacio amb la manipulacido de les mostres, en I'estudi que es presenta es van fer
esforgos per estandarditzar la recollida i el tractament preanalitic tant com fos possible
i les mesures es van limitar a dos operadores formades (Cristina Borras Novell i Miriam

Lépez Abad), una per a cada centre.
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4.1. Punts temporals de recollida i analisi de llet materna

Es van recollir mostres representatives de la produccié diaria de llet en quatre punts

temporals, sempre i quan el nadd prosseguis ingressat:

e alfinal de la primera setmana: entre el 7¢ i el 10e dia de vida del nounat
¢ alfinal de la segona setmana: entre el 14¢ i 17¢ dia de vida del nounat
e g3l final de la quarta setmana: entre el 28¢ i 31r dia de vida del nounat

e 3l final de la vuitena setmana: entre el 56¢e i 59¢é dia de vida del nounat

Les dues primeres mostres representatives equivaldrien a llet de transicio, i les dues
darreres equivaldrien a llet més madura. La Figura 6 mostra el calendari de recollida de

mostres per una nounats de 28 setmanes de gestacidé, a mode d’exemple.

Naix Setl Set2 Setd Setd

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Setmanes de gestacio

Figura 6. Punts temporals de recollida de llet materna exemplificat en un nado de 28
setmanes. L'area ombrejada ressalta el periode d’inclusid i les fletxes mostren el
naixement i les recollides de mostres setmanals per a un nado de 28 setmanes de

gestacio.

En les setmanes 3, 5, 6, 7 i posteriors (mentre es mantingués |'ingrés del nadd) es va

recollir una mostra de llet d’extraccid unica matinal.
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5. VARIABLES ESTUDIADES REFERENTS A LA MARE

Les dades demografiques, antropomeétriques, cliniques, obstetriques i de salut general
de les mares es van obtenir de les histories cliniques i de I’entrevista que es realitzava

a la mare en el moment del reclutament. Particularment, es van recollir:

e Edat materna en anys.

¢ index de Massa Corporal (IMC) a I'inici de la gestacid, calculat com la relacié
entre el pes corporal i I'altura al quadrat (kg/m?). Es va classificar segons
criteris de I’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS): per sota de 18,5 kg/mz,
baix pes; 18,5-24,9 kg/m?, pes normal; 25,0-29,9 kg/m?, sobrepés; 230 kg/m?,
obesitat (237).

® Fecundacié espontania o obtinguda a través de tecniques de fecundacio in
vitro.

e Diabetis pregestacional i diabetis gestacional (independentment de
tractament amb dieta o insulina). Diagnostic obstetric segons protocol propi
(238): determinacié en plasma vends de la glucémia en deju i després de
I’administracié de 100 g de glucosa, als 60, 120 y 180 minuts amb troballa de
dos o més valors alterats: Basal: 2105 mg/dl (5,8mmol/l), 1h: 2190 mg/dl (10,6
mmol/l), 2h: 2165 mg/dl (9,2mmol/l), 3h: 2145 mg/dl (8,1mmol/I).

® Preeclampsia i eclampsia. Diagnostic obstetric segons protocol propi (239):
Hipertensid arterial major a 140/90 mmHg i alteracié dels factors angiogénics
o signes/simptomes d’afectacié d’organ diana no atribuibles a un altre
diagnostic més probable.

* Antecedent de cirurgia mamaria i tecnica utilitzada.

e Consum de substancies durant la gestacid i la lactancia:

o Tabac (numero de cigarrets al dia)
o Alcohol (si/no)

o Cafeina (niumero de tasses de café no descafeinat al dia)
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e Numero de lactancies previes, duracio de la lactancia exclusiva i duracio total
en mesos.

® Gestacio simple o multiple (2 o més fetus).

e Paritat segons TPAL (terme- prematurs- avortaments- nens vius).

e Via de part (vaginal versus cesaria), incloent presencia de treball de part previ

al naixement per cesaria definit com a presencia de dinamica uterina regular.
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6. VARIABLES ESTUDIADES REFERENTS AL NOUNAT MOLT PREMATUR

Les parelles mare-nounat molt prematur van ser seguits per I'equip investigador

durant I'ingrés al Servei de Neonatologia. Les dades antropometriques i cliniques dels

nounats es van obtenir de les histories cliniques. Per a la mesura del creixement es van

recollir:

Edat gestacional en setmanes. Per a la datacio de la gestacié es va prendre
com a referéncia la data de la ultima menstruacio. En el cas de discordanca
entre la data de la ultima menstruacid i I'edat obtinguda a partir de la
longitud craneocaudal del fetus en I'ecografia del primer trimestre, es va
atorgar més fiabilitat a la darrera i es va corregir la datacié de la gestacid
(240).

Sexe (masculi versus femeni).

Antropometria: pes en grams, longitud i perimetre cranial en cm.
Classificacio com a nounats amb retras de creixement intrauteri (RCIU).
Diagnostic segons protocol propi (241), com mostra la taula 7: preséncia de
un pes fetal estimat (PFE) inferior al percentil 3 o inferior al percentil 10 amb

disfuncié placentaria a la ecografia Doppler.

Taula 7. Classificacio prenatal de la gravetat del retras de creixement intrauteri.

Categoria

Caracteristiques

Baix pes per a la edat gestacional | PFE entre P3i10 amb Doppler normal

RCIU tipus | PFE <P3 0 ICP <5 o IPACM <5 o IP mitja AUt>P95
RCIU tipus Il PFE <P10 + flux diastolic absent a AU
RCIU tipus Il PFE <P10 + flux revers a AU o IP ductus vends >P95 o

flux diastolic absent a ductus vends

RCIU tipus IV PFE <P10 + registre cardiotocografic patologic o flux

diastolic revers en ductus vends

ICP: index cerebro-placentari, APCM: index de pulsatilitat de I’artéria cerebral mitja, Aut: artéria uterina,

AU: artéria umbilical, IP: index de pulsatilitat
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7. PROTOCOLS DE NUTRICIO PARENTERAL | ENTERAL DELS NOUNATS
MOLT PREMATURS DELS NOSTRES CENTRES

En els nostres centres, s’indica nutricié parenteral en tots els nounats prematurs de
32° setmanes de gestaci6 o menys amb una composicié inicial de 2,5 g/kg de
proteines, 2 g/kg de lipids i 8,6 g/kg de carbohidrats que s"augmenta progressivament
durant la primera setmana de vida, segons les circumstancies cliniques del pacient, fins
a un maxim de 3,5 g/kg de proteines (fins a 4 g/kg en el menors a 28 setmanes de
gestacid), 3 g/kg de lipids (fins a 3,5 g/kg en el menors a 28 setmanes de gestacid) i 17

g/kg de carbohidrats.

La nutricio enteral s’inicia tan aviat com el pacient estigui estable amb calostre de la
propia mare o amb llet de donant si no hi ha llet materna disponible i la familia ho
autoritza. El pacient es considera estable si: no precisa suport respiratori agressiu
(ventilaci6 mecanica amb parametres elevats), no presenta necessitats d’oxigen
majors a FiO, del 40% i no requereix més d’un farmac inotropic o amb dosis majors a 7
mcg/kg/min. Segons el nostre protocol i durant el periode de realitzacié de I'estudi, els
candidats a llet de donant son els nounats molt prematurs, durant un mes si sén
menors de 28 setmanes de gestacid, i durant una setmana si son menors de 32
setmanes, prévia firma del consentiment informat. Després d’aquest temps, o bé si els
pares no desitgen lactancia humana, els pacient son alimentats amb férmula artificial
especifica per a nadons prematurs. La nutricid enteral s’augmenta entre 20-30
ml/kg/dia fins a un maxim de 160-180 ml/kg/dia. En el cas de necessitar una restriccid
hidrica per patologia respiratoria o hemodinamica, la nutricié enteral s"augmenta fins a
un maxim de 145-160 ml/kg/dia. A partir d’una ingesta de 80-100 ml/kg/dia, la llet
materna o de donant es fortifica amb PreNAN FM85® (Nestlé) a una concentracid de
4% (4 grams de fortificant per cada 100 ml de llet materna). Cada gram de PreNAN
FM85® afegeix 0,4 g de proteines, 0,3 g d’hidrats de carboni, 0,2 g de lipids i 4,4 kcal. Si
el nadd no presenta un bon guany ponderal, s'incrementa eventualment el fortificant

PreNAN FM85® al 5% i/o s’afegeix Duocal MCT® (Nutricia) a concentracié d’1 o 2%.
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7.1. Variables estudiades referents a la nutricio del nounat molt

prematur

Es va registrar si el pacient va rebre nutricié parenteral o no i la duracié d’aquesta. Es
van recollir les ingestes enterals diaries en termes de volum, tipus de llet ingerida,
tipus i percentatge de fortificant durant els primers 14 dies de vida; i posteriorment, es
van recollir aquestes mateixes dades respecte a la ingesta enteral setmanal mitjana

fins a I'alta.

La ingesta enteral de macronutrients (proteines i energia) de cada pacient es va
calcular per a la setmana 1, setmana 2, setmana 4 i la mitjana durant els primers 28
dies de vida. En cas de rebre llet materna, es van utilitzar les mesures de concentracid
de proteines i energia obtingudes amb |'analitzador MIRIS a la setmana 1, 2 i 4
especifiques per a cada parella mare-nadé. Si en algun cas no hi havia mostra de llet
materna en un punt temporal, la ingesta es va estimar utilitzant els valors de
referéncia de Mimouni et al. (68), on la concentracié de proteines és 2,34 g/dl a la
primera setmana, 1,98 g/dl a la segona setmana i 1,60 g/dl a la tercera/quarta setmana
i la d’energia és 63,4 kcal/dl a la primera setmana, 69,1 kcal/dl a la segona setmana i

70,9 kcal/dl a la tercera/quarta setmana.

En cas de rebre llet de banc, la ingesta es va estimar utilitzant els valors de referéncia
de Perrin et al. (242), on la concentracié de proteines és 1,2 g/dl i la d’energia és 65
kcal/dl. En aquests calculs es van incloure les proteines i I'energia procedents del
fortificant PreNAN FM85® de Nestlé que complementa I'alimentaciéo amb llet humana
segons la concentracio rebuda (si la concentracié és del 4%, 1,6 g/dl de proteinesi 17,6
kcal/dl d’energia), i també es va incloure la suplementacié puntual d’algun pacient

amb Duocal MCT® de Nutricia incorporant 4,92 kcal/g.
En el cas de rebre férmula artificial es van estimar:

e Perlafdormula Nidina 1® de Nestlé ©: proteines 1,2 g/dl, energia 67 kcal/dI
e Perlafdormula Alprem® de Nestlé: proteines 2 g/dl, energia 73 kcal/dl

e Perlaformula Alprem Clinic® de Nestlé: proteines 2,9 g/dl, energia 81 kcal/dI
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8. VALORACIO DEL CREIXEMENT DEL NOUNAT MOLT PREMATUR

Es van mesurar pes, longitud i perimetre cranial al naixement (longitud i perimetre
cranial dins les primeres 72 hores de vida en cas de nounat extremadament prematur),
pes diari fins a la recuperacid de pes al néixer, i posteriorment pes, longitud i
perimetre cranial setmanal (excepte en cas d’inestabilitat respiratoria o hemodinamica
gue ho desaconsellés) fins a I'alta hospitalaria. Els nadons es van pesar sense roba,
aproximadament a la mateixa hora del dia, mitjangant bascules electroniques amb una
precisio de 5g. Es van utilitzar tallimetres rigids per mesurar la longitud dels
participants. El perimetre cranial es mesurava mitjangant cinta metrica, col-locant-la en
els ossos frontals, per sobre de les celles, i sobre la prominéncia occipital de la part
posterior del cap. Les dades antropometriques dels nadons que van ser donats d’alta
de I'hospital abans de les 36 setmanes d’edat postmenstrual es van recollir gracies al
programa d’atencid domiciliaria quan participaven en ell. Es va transformar cada una
de les variables antropometriques en la seva corresponen puntuacié Z segons les
corbes de referencia longitudinals de The International Fetal and Newborn Growth
Standards for the 21st Century (INTERGROWTH-21st) (243). Els valors clarament
erronis (dada incongruent respecte a la mesura previa i posterior) van ser exclosos de

I’analisi.

Es va determinar la perdua inicial de pes (percentatge de pérdua maxima respecte pes
al néixer), dies de vida a la que succeia, i dia de vida de recuperacié del pes al néixer

(primer dia de tres consecutius amb pes major de pes al néixer).

Segons la definicié de I’Academia Americana de Nutricié i Dietetica, la incidéncia de
fracas de creixement postnatal (en el seu cas, anomenat “malnutrici6 neonatal”)
segons pes o longitud es defineix com lleu (descens de 0,8 — 1,2 DE), moderada

(descens de >1,2 — 2 DE) o greu (>2 DE) (204).
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Prenent com a referéncia la mencionada classificacid, vam considerar fracas del
creixement postnatal aquells nadons amb una caiguda de la puntuacido Z des del

naixement major a 1,2 i la vam classificar segons els segiients criteris de gravetat per a

cada mida antropometrica:

e No present o lleu: caiguda de puntuacio Z des del naixement menor a 1,2
® Moderada: caiguda de puntuacid Z des del naixement entre 1,2 i 2

® Greu: caiguda de puntuacié Z des del naixement major a 2
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9. VALORACIO DE LES COMPLICACIONS | COMORBIDITATS ASSOCIADES
A LA PREMATURITAT

Es van considerar les seglient comorbiditats associades a la prematuritat que s’utilitzen

a nivell mundial (Red Nacional SEN1500 a Espanya i Vermont-Oxford Network):

® Enterocolitis necrosant estadi IIA o major segons Bell et al. (9)

e Sepsia nosocomial definida com a presencia de signes clinics o analitics
compatibles juntament amb hemocultiu positiu més enlla de les 72 hores de
vida

e Displasia broncopulmonar definida com a necessitat d’oxigen a les 36 setmanes
d’edat postmenstrual (6)

e Retinopatia del prematur segons la classificacié internacional (244)

® Ductus arteriés persistent amb criteris clinics i ecografics de ductus
hemodinamicament significatiu segons protocol propi (245)

e Hemorragia intraventricular classificada segons Volpe et al. (15)

® Leucomalacia periventricular definida segons de Vries et al. (17)

Es van tenir en compte dades referents a maduresa intestinal com: dies per arribar a la
nutricio enteral total, dies totals de nutricio parenteral, dies de vida en que es produeix
la primera deposicid, setmana en que s’arriba al ritme deposicional normal (2

deposicions al dia sense estimulacié durant 3 dies seguits) (246).
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10. GESTIO DE LES DADES | ANALISI ESTADISTIC

Les dades es van recollir i gestionar en una base creada especificament per a aquest
objectiu mitjancant |'eina electronica REDCap allotjada a I'Hospital Sant Joan de Déu
(247). La REDCap és una aplicacié segura, que funciona en xarxa. Es va utilitzar per
emmagatzemar la informacié referent a les variables principals i secundaries de
I’estudi. Per tal de qué les dades fossin tractades de forma anonima, es va exportar la
base amb la utilitat de codificacié de dades, sense la inclusié d’identificadors com nom

del pacient o niumero d’historia clinica.

Les dades generades es van analitzar amb el programa SPSS (Social Package for Social
Sciencies) v25. La normalitat es va testar mitjancant el test de Kolmogorov-Smirnov i la
inspeccid visual dels histogrames. La significacié estadistica es va establir en 0,05. Es
van utilitzar les correlacions de Pearson i Spearman per explorar les relacions entre les
variables quantitatives. Les diferéncies entre grups es van analitzar mitjangant tests de
chi quadrat per variables categoriques, T de Student o ANOVA per variables continues
amb distribucid normal o tests no parametrics per a variables amb distribucid no

normal.

Les diferéncies al llarg del temps en les concentracions de macronutrients es van
avaluar mitjangant un model mixt lineal per tenir en compte les mesures repetides i les
dades que faltaven, utilitzant una estructura de covariancia heterogenia
autoregressiva, i el temps com a efecte fix (on els efectes fixos del temps en setmanes

eren categorics).

Per tal d'avaluar I'associacié de les condicions maternes o perinatals sobre el contingut
de macronutrients tot considerant els possibles efectes de confusid, es van utilitzar
models de regressio lineal amb la concentracié de macronutrients en un moment
especific com a variable dependent i les condicions que van assolir significacid en
I'analisi univariant com a variables independents. En quan a, I'associacié de la ingesta
enteral de proteines i energia sobre el creixement, es van utilitzar models de regressio

lineal amb el canvi de puntuacid Z de pes, longitud i perimetre cranial com a variable

93



MATERIAL | METODES

dependent i I'edat gestacional, I'antecedent de retras de creixement intrauteri, el
volum i la concentracié mitjana de macronutrients del primer mer i el diagnostic de

ductus arterios persistent i displasia broncopulmonar com a variables independents.

En ambdds casos es va utilitzar regressio lineal amb el métode de seleccié de variables

per eliminacié “cap enrere”, amb un criteri de tall de valor p de 0,100.
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11. CONSIDERACIONS ETIQUES

L’estudi va ser acceptat pel Comité d’Etica en Investigacié Clinica de I'Hospital Sant
Joan de Déu (PIC-122-16 / PIC-147-17) i de I'Hospital Clinic (HBC/2019/0959), d’acord
amb la legislacié vigent i es va portar a terme respectant als principis anunciats en la
declaracié de Helsinki i les guies per a estudis observacionals STROBE (Strengthening

the Reporting of Observational Studies in Epidemiology) (248).

Es va obtenir consentiment informat de totes les parelles mare-nounat/s participants a
I’estudi en el moment de reclutament. El tractament, la comunicacié o la cessi6 de les
dades de caracter personal de tots els subjectes participants s’ajusta al disposat en la
Llei Organica Llei Organica de Proteccié de Caracter Personal 15/1999, del 13 de
desembre, de proteccid de dades de caracter personal, i en el seu reglament de
desenvolupament. A partir del 25 de maig de 2018 es va aplicar la nova legislacio
europea sobre dades personals, en concret el Reglamento (UE) 2016/679 del
Parlament Europeu i del Consell del 27 de abril de 2016 de Proteccié de Dades (RGPD)
(Annexes 6 i 7. Consentiment informat i complement del consentiment informat

respecte al maneig de la informacioé confidencial).

Per motius etics, si la produccié de llet materna no superava les necessitats
alimentaries del nounats, no es recollia mostra en el dia especific. Aixi mateix, donada
la seva importancia biologica no es va considerar eticament correcte recollir calostre;

la primera mostra de llet materna es va recollir entre el 7¢ i el 10e dia de vida.
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12. FINANCAMENT

Aquest treball forma part del projecte d’Investigacié en Salut “Instituto Nacional Carlos
Il (Ministerio de Ciencia e Innovacion, Gobierno de Espafa)” titulat Leche humana:
nutrientes y factores bioactivos. Relacion con el desarrollo de la microbiota intestinal,
el crecimento y la salud del recién nacido prematuro de la Dra. Isabel Iglesias Platas
amb el suport del “Plan Nacional en R+D+l (Pl 17/00107) de ISClll (Subdireccidon
General de Evaluacion y Fomento de la Investigacion Sanitaria)”, finangat pel Fons de

Desenvolupament Regional de la Unié Europea (FEDER).
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RESULTATS

1. DESCRIPCIO DE LA POBLACIO D’ESTUDI

Durant el periode d'estudi es van reclutar 172 mares i es va fer seguiment de totes les
parelles/triplets mare-nadd/ns fins a I’éxitus o I'alta de la Unitat. Seixanta-vuit mares i
75 recents nascuts van ser reclutats a Hospital Clinic - Seu Maternitat (58,1% de mares
i 57,7% de nounats), i 49 mares i 55 recents nascuts van ser reclutats a Hospital Sant
Joan de Déu (41,9% de mares i 42,3% de nounats). La Figura 7 mostra el flux de

pacients.

El reclutament inicial de I'estudi va ser major, 123 mares i 135 nounats molt prematurs
de I'Hospital Clinic — Seu Maternitat. No obstant, en I'analisi de les dades de les 1151
mostres de llet materna procedents d’aquestes parelles es va evidenciar un error de
lectura de I'analitzador de llet del centre Hospital Clinic — Seu Maternitat que va
invalidar 503 mostres (43,7%). Es va sol-licitar una valoracié de I'analitzador per part
de la casa comercial, i es va detectar que la cubeta s’havia trencat. Totes aquelles
mostres de llet materna del centre Hospital Clinic — Seu Maternitat posteriors al 31 de
gener del 2019, i les corresponents mares i recents nascuts, van ser excloses pel fet

gue no es podia assegurar la fiabilitat dels resultats.

Les mostres de llet materna incloses finalment en I'analisi estadistic provenien de 117

mares i 130 nounats d’ambdds centres.
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hizres i els seus nounats molt prematurs d'edat gestacional igual o inferior a 32 sstmanes ingressats en
&ls centres participants des del 01/18 al 01720

n nounats Hospital Clinic — Sew Maternitat = 130
n mares Haspital Clinic — Seu Maternitat = 166

n nounats Hospital Sant Joan de Déu =90
n mares Hospital Sant loan de Déu =81

Exclosos
Clinic — Seu Maternitat Sant loan de Déu
n Nounats n mares n nounats n mares
hizlformacons majors, malalties
. ) 1 1 3 3
cromasomiques o metaboligues
Baia probabilitat de supervivénca
] . ik 18 4 4
mes enlla de |z 1a zetmana
—
Desig de lactancia artificial o produccio
3 3 17 15
insuficient de llet matemsa
Trasllat a um altre centre 1 1 1 1
Dificultats de caire social 5 4 2 2
Denegacio de participacia & & 2 2z
¥ Impaossibilitat de reclutament 11 10 & 5

Inclasos 3 I"estudi

n nounats Hospital Clinic — Seu Maternitat = 135
n mares Hospital Clinic — Seu Maternitat = 123

n nounats Hospital Sant Joan de Déu =55
n mares Hospital Sant Joan de Déu =49

n maostres representatives de llet materna = 1151

Pérdues durant I"estudi (Hospital Clinic — Seu Maternitat]

Lectures erranies del MIRIS/ mostres no valides
N nounats molt prematurs = 60
M mares =55

-

¥ M mostres representatives de llet materna = 503

Analisis

n nounats Hospital Clinic — Seu Maternitat = 75 n mares Hospital Clinic — Seu Maternitat = 68
n nounats Hospital Sant Joan de Déu =55 n mares Hospital Sant loan de Déu = 49

nnounats =130  nmares = 117
n mostres representatives de llet materna = 648 (valors extrems 23) = 625

Figura 7. Flux de pacients durant el periode d’estudi.
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1.1. CARACTERISTIQUES MATERNES
1.1.1. Caracteristiques demografiques, socioeconomiques i de

salut

L’edat mitjana de les mares participants era 32,5 + 5,7 anys, amb un rang de 17 a 45

anys. Quaranta-cinc mares tenien més de 35 anys (45/117, 38,5%).

index de massa corporal (IMC) mitja de les mares participants era 24,5 + 5,5 kg/m?,
amb un rang de 15,8 a 44,9 kg/mz. Quaranta mares patien d’excés de pes (IMC>25)
(40/110, 36,4%). La Figura 8 mostra les categories d’'IMC matern segons I'Organitzacié

Mundial de la Salut.

Obesitat; 17; 15% Baix pes; 11;10%

Sobrepés; 23; 21%

Pes normal; 59; 54%

Figura 8. Categories d'IMC de les mares participants segons I’Organitzacié Mundial de
la Salut: per sota de 18,5 kg/mz, baix pes; 18,5-24,9 kg/mz, pes normal; 25,0-29,9

kg/m?, sobrepés; 230 kg/m?, obesitat (n; %).
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Les mares eren dels seglients origens étnics:
e Caucasica 66/116 (56,4%)
e Hispanica 27/116 (23,3%)
e Arabica 11/116 (9,5%)
e Asia-india 4/116 (3,4%)
e Africana 3/116 (2,6%)
e Asia-Xina/Japd 3/116 (2,6%)
e Australasia 2/116 (1,7%)

La figura 9 mostra els nivells académics de cada progenitor. El 67,8% (59/87) de les

mares i el 89,2% (74/83) dels pares dels nounats participants eren laboralment actius.

60
B Mares = Pares

50
40
30
20
) .

0

Estudis superiors Estudis secundaris Estudis primaris

Numero de participants

Figura 9. Nivell academic dels progenitors.

Un quart de les mares participants van declarar en la entrevista de reclutament els
seglients consums de substancies.

e Tabac:32/117 (27,4%)

e Alcohol: 6/117 (5,1%)

e Cafe:56/117 (52,1%) i te: 35/117 (29,9%)

e Cap dels anteriors: 27/117 (23,1%)
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El consum mitja de cafeina (procedent de café i te) era de 86,7 + 71 mg/dia. Divuit
mares tenien un consum de cafeina major a 150 mg/dia (que equivaldria a 2 0 més

tasses de café /dia) i només 2 excedien un consum de 300 mg/dia.

Pel que fa a la preséncia de patologies de base, 51 mares (51/116, 43,9%) presentaven
problemes previs de salut. No hem recollit cap mare afecte de diabetis pregestacional
tipus I. Hem recollit una mare (1/117, 0,9%) amb diabetis pregestacional tipus Il. Set
mares (7/117, 6%) patien de malaltia tiroidal prévia a I'embaras; en el moment
d’inclusio totes elles estaven eutiroidees; dues rebien tractament amb levotiroxina.
Respecte a la resta de mares participants, cap grup era suficientment gran per avaluar

I'impacte en la composicio de la llet de cadascuna de les condicions prévies.

1.1.2. Caracteristiques obstetriques

Cinquanta-i-una (51/117, 43,6%) eren primigestes. La figura 10 mostra la paritat de les
mares participants. En la nostra cohort un total de 32 gestacions (32/112, 28,6%) van
ser fruit de tecniques de reproduccio assistida, eminentment per fecundacio in vitro.

5 0 més gestacions;

- 20,
4a gestacio; 5; 4% 34)_\

3a gestacid; 17; 15%

la gestacio; 51; 44%

2a gestacio; 40; 34%

Figura 10. Paritat de les mares participants a I'estudi (n; %).
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Respecte a la via de part, 46,2% (54/117) eren parts vaginals (7,4% dels parts vaginals
van ser instrumentats amb forceps o vacuum), 53,0% (62/117) eren cesaries (40,3% de
les cesaries eren electives). Noranta-una mares (91/117, 77,8%) van presentar treball

de part.

Les 20 (20/117, 17,1%) gestacions multiples incloses en I'estudi tenien la seglient

corialitat:

e Bicorials: 8/20 (40%)
® Monocorial monoamniotica: 1/20 (5%)
® Monocorial biamniotica: 10/20 (50%)

e Monocorial triamniotica: 1/20 (5%)

Vam recollir 11 mares (11/117, 9,4%) amb diabetis gestacional, 8 d’elles en tractament
amb dieta i 3 amb insulina. Hi havia 20 mares (20/115, 17,4%) afectes de preeclampsia,

25,9% (5/20) d’aquestes mares van desenvolupar una eclampsia.

Aproximadament una cinquena part de les mares (19,7%, 23/117) van ser
diagnosticades de retras de creixement intrauteri en la actual gestacio, amb els

seglients tipus (classificacié maxima):

* Tipus|: 8/23 (34,8%)
e Tipusll: 1/23 (4,3%)
o Tipus Ill: 3/23 (13,0%)
e Tipus IV: 11/23 (47,8%)

La gran majoria de mares van rebre almenys una dosis de corticoides per a maduracié

fetal (112/115, 97,4%) i el 81,7% (94/115) una tanda completa.

102



Composiciéo macromolecular de la llet materna, influéncia de factors materns, gestacionals i neonatals i
impacte en el creixement del nounat prematur
Cristina Borras Novell

1.1.3. Historia de la lactancia i cirurgia mamaria

La lactancia en estudi era la primera lactancia en el 73,7% (84/114) de les mares. Per
les mares que havien lactat previament, la mitjana de mesos de lactancia prévia en
exclusiva era 4,8 = 2,5 i la mitjana de mesos totals de lactancia previa era 13,4 £ 10,7.
El 4,7% (5/114) de les mares van requerir de I'administracio d’un galactagog

(domperindona o sulpirida) per a optimitzar la produccioé de llet materna.

Nou mares (9/117, 7,7%) eren portadores de protesis mamaries, i una mare (1/117,

0,9%) havia sigut intervinguda d’una mastectomia parcial per un tumor benigne.

1.2. CARACTERISTIQUES GENERALS DELS NOUNATS MOLT
PREMATURS

L’edat gestacional mitjana dels nounats era 28,7 + 2,3 setmanes (rang: 23° - 32 i el
pes mitja de naixement era 1163,3 + 382,9 grams (rang: 460-1900 g). Aproximadament
la meitat (69/130, 53,1%) eren nounats masculins. La taula 8 mostra la distribucié per

edat gestacional dels nounats participants.
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Taula 8. Edats gestacionals dels nounats participants a I’estudi.

Setmana de Numero de Per grups Numero de Extrem vs Numero de

gestacio pacients pacients molt pacients (%)
prematur

23 2 23-24 9 23-27 43 (33,1%)

24 7

25 7 25-26 22

26 15

27 12 27-28 30

28 18 28-32 87 (66,9%)

29 20 29-30 37

30 17

31 28 31-32 32

32 4

Total 130 130 130

La temperatura

mitjana a l'ingrés va ser 36,9 + 0,8 2C (33,9 - 39,1). La mitjana de

puntuacid CRIB maxima durant les primeres 12 hores de vida va ser 1,0 (rang

interquartilic: 0 - 4). L’estada mitjana va ser de 87,8 + 25,4 dies (rang: 41- 142). La taula

9 mostra la prevalenga en la nostra poblacié d’estudi de les comorbiditats propies de la

prematuritat, incloses les metaboliques.

104




Composiciéo macromolecular de la llet materna, influéncia de factors materns, gestacionals i neonatals i

impacte en el creixement del nounat prematur
Cristina Borras Novell

Taula 9. Prevalenga de comorbiditats en la nostra cohort de nounats molt prematurs.

Percentatge (n)
Duracié: desviacio estandard

(rang)

mitjana %

Necessitat d’administracio de surfactant
e Hores de vida a I'administracié

27,8% (35/126)
5,5+8,1(0-30)

Pneumotorax

Tractament amb cafeina terapeutica o profilactica

3,8% (4/128)
96,1% (124/129)

Duracio ventilacié mecanica (dies)
® |nvasiva
®* No invasiva (BIPAP-CPAP-GNAF)

Displasia broncopulmonar (oxigen a les 36 EPM)

e Temps de terapia amb oxigen (dies)

3,2+8,9(0-47)

25,5 + 24,7 (0 -104)
17,2% (22/128)

22,7 £35,4 (0 - 153)

e Dilretics 20,0% (26/129)

e Corticoides postnatals 10,8% (14/125)
Ductus arterids persistent 31,8% (41/129)

e Tractament medic 65,9% (27/41)
Enterocolitis necrosant estadi IlA o major 8,5% (11/130)

e Tractament quirdrgic 45,5% (5/11)
Hemorragia intraventricular > grau 2 4,6% (6/130)
Leucomalacia periventricular

e Focal 4,6% (6/130)

e Difusa 3,8% (5/130)
Retinopatia del prematur*

e Tractament amb laser 33,3% (34/102)
*s6n avaluats 102/130 participants 17,6% (6/34)
Sordesa 0,8% (1/130)
Sépsia vertical 0,7% (1/127)
Sépsia nosocomial 19,2% (28/130)
Pacients que han rebut tractament antibiotic 90% (117/130)
Infeccions virals 10,8% (14/122)
Necessitat d’administracié d’hemoderivats

e Hematies 31,5% (41/130)

e Plaquetes 7,7% (10/130)

e Plasma 1,5% (2/130)
Hiperglucémia amb necessitat d’ insulina 17,7% (23/130)
Sindrome de realimentacio 6,2% (8/130)
Fototerapia 80% (104/130)

e Duracié (hores)
Hiponatremia amb necessitat d’aports de sodi
e Dies de la suplementacié amb sodi
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Tres pacients van ser exitus durant el transcurs de |'estudi després de la primera
setmana de vida. El pacient de I'Hospital Clinic-Seu Maternitat va ser exitus als 22 dies
de vida per una enterocolitis necrosant (havent participat amb 2 mostres de llet). Els 2
pacients de I'Hospital Sant Joan de Déu van ser éxitus als 16 i als 18 dies de vida per
una enterocolitis necrosant i per una hipoplasia pulmonar (havent participat amb 1i 2

mostres de llet respectivament).

Els pacients van ser donats d’alta a les 37,6 £ 2,6 (rang: 32,5 — 46,9) setmanes d’edat
postmenstrual amb un pes entre 2326 + 394 grams (rang: 1482 — 3640 grams). L'edat
gestacional d’alta va ser de 37,0 + 2,5 setmanes (rang: 32,6 — 46,9) en el grup de
nounats molt prematurs, i de 38,3 + 2,7 setmanes (rang. 33,4 — 46,0) en el grup dels

nounats extremadament prematurs.

1.3.  CARACTERISTIQUES DE LES MOSTRES DE LLET MATERNA

Es van analitzar un total de 648 mostres valides de llet materna. Vint-i-tres registres
van ser eliminats abans de I'analisi estadistic final perquée excedien els limits inferiors o
superiors de lectura de cada macronutrient indicats pel fabricant tenint en compte la
precisi6 de l'analitzador que es mostren a la Taula 10 (249). Aquests registres
corresponien al 3,5% (23/648) del total de mostres. Setze registres procedien del
centre Hospital Clinic — Seu Maternitat (4,6%, 16/349) i 7 del centre Hospital Sant Joan
de Déu (2,5%, 7/276). El nombre final de mostres analitzades és 625.
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Taula 10. Limits que es van tenir en compte en la eliminacié de valors extrems per a

cada nutrient.

Hidrats de Proteines Proteines
Lipids
carboni totals reals
Limits definits per la casa comercial (g/dl) 0,6-5,9 4-8 0,6-2,4 0,8-3,0
Precisio 12% 15% 15% 15%
Limits acceptats en aquest estudi (g/dl) 0,53-6,61 | 3,40-9,20 | 0,51-2,76 0,68 - 3,45

El nombre mitja de mostres per mare va ser 5,3 + 2,9 (rang: 1-12). La Taula 11 mostra

en detall les mostres de llet materna analitzades per setmana en funcid de recollida en

de 24 hores (pool) o Unica, i segons I'aparell utilitzat. El 56,6% (354/625) de les mostres

es van analitzar en I'aparell del centre Hospital Clinic — Seu Maternitat i el 43,4%

(271/625), en I'aparell del centre Hospital Sant Joan de Déu. El 51,0% (319/625) de les

mostres corresponen a recollides de 24 hores.
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Taula 11. Numero de mostres analitzades per cada aparell per setmanes. HCM:

Hospital Clinic-Seu Maternitat, SID: Hospital Sant Joan de Déu. (n=625)

% %
% respecte % respecte
respecte respecte
setmana setmana
total total
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2. DESCRIPCIO DE LA COMPOSICIO DE MACRONUTRIENTS DE LA LLET
MATERNA | ASSOCIACIO AMB LES SETMANES DE LACTANCIA

La Taula 12 recull les caracteristiques de distribucid de cada una de les variables de

concentracié de macronutrients i energia.
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Les concentracions de cada macronutrient i d’energia en les mostres de llet materna
corresponents a les recollides de 24 hores de les setmanes 1, 2, 4 i 8 es mostren en la

taula 13.

Taula 13. Concentracié de macronutrients i d’energia en les mostres de llet materna

corresponents a les recollides de 24 hores de les setmanes 1, 2, 4 i 8. (*distribucié no

normal)
Mitjana Desviacioé estandard Rang minim-
Setmana Nutrient
Mediana* Rang interquartilic * maxim
Proteines totals (g/dl) 1,8*% 1,7-2,2* 1,2-3,1
Proteines reals (g/dl) 1,4* 1,4-1,8* 1,0-2,5
' Carbohidrats (g/dl) 7,2* 6,8—7,9*% 5,6-8,9
Lipids (g/dl) 3,9 1,1 1,1-6,4
Energia (kcal/dl) 73,0 10,8 41-99
Proteines totals (g/dl) 1,6* 1,5-1,8*% 1,1-2,4
Proteines reals (g/dl) 1,3* 1,2-1,7* 0,9-1,9
2 Carbohidrats (g/dl) 7,3* 7,1-8,0* 5,9-8,3
Lipids (g/dl) 3,8 1,0 1,8-6,5
Energia (kcal/dl) 71,7 9,4 49-99
Proteines totals (g/dl) 1,3* 1,2-1,5*% 0,9-1,9
Proteines reals (g/dl) 1,0* 1,0-1,2* 0,7-1,5
4 Carbohidrats (g/dl) 7,4% 7,1-7,8*% 6,2-8,9
Lipids (g/dl) 3,4 0,9 1,9-5,6
Energia (kcal/dl) 67,2 8,5 48-90
Proteines totals (g/dl) 1,3* 1,2-1,5*% 0,9-1,9
Proteines reals (g/dl) 1,0* 1,0-1,2* 0,7-1,5
8 Carbohidrats (g/dl) 7,4% 7,2-7,9* 6,7-8,9
Lipids (g/dl) 3,7 0,9 1,9-6,1
Energia (kcal/dl) 70,3 8,8 50-91
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Figura 11. Concentracié mitjana (DE) de macronutrients (g/dl) per setmana (n=625).

Es va descriure un descens en la concentracié de lipids, proteines i energia amb el
temps de lactancia, i un ascens en la concentracié de carbohidrats (Figura 11). Aixo va
ser significatiu de la setmana 1 a la 4 analitzant els resultats de les mostres

representatives de la produccié de 24 hores (setmana 1, 2 i 4).

Les diferéncies al llarg del temps en les concentracions de macronutrients es van
avaluar mitjangant un model mixt lineal per tenir en compte les mesures repetides i les
dades que faltaven, utilitzant una estructura de covariancia heterogenia
autoregressiva, i el temps com a efecte fix (on els efectes fixos del temps en setmanes

eren categorics). Test tipus Il d’efectes fixos per setmana:

e Lipids: F 9,468 (p<0,0001): les diferencies eren significatives entre la setmana 1i 4
(p<0,0001), entre la setmana 2 i 4 (p=0,001), pero no entre les setmanes 1 i 2
(p=0,199).

e Proteines: F 110,245 (p<0,0001) amb diferéncies significatives entre setmanes en

tots els analisis aparellats.
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e Carbohidrats: F 16,918 (p<0,0001) amb diferéncies significatives entre setmanes en
tots els analisis aparellats.
e Energia: F 11,83 (p<0,0001) amb diferéncies significatives entre setmanes en tots

els analisis aparellats.

No vam analitzar les setmanes posteriors a causa d'una mostra més petita i esbiaixada

(els pacients encara ingressats a les 8 setmanes corresponien als més immadurs).

2.1. VARIABILITAT INTER | INTRAINDIVIDUAL EN les CONCENTRACIONS
DE MACRONUTRIENTS

Els coeficients de variacié (CV) intraindividuals i interindividuals per macronutrient de
les mares que van proporcionar mostra de llet la setmana 1, 2 i 4 (n=99/117, 84,6%) es

mostren en la Taula 14. Els lipids van mostrar els CV més alts, seguits de les proteines.

Taula 14. Coeficients de variacid (CV) intraindividuals i interindividuals per
macronutrient de les mares que van proporcionar mostra de llet la setmana 1, 2 i 4

(n=99)

CV entre mares
Nutrient CV intramare

Global Setmana 1 Setmana 2 Setmana 4
Proteines 15,4% 17,4% 18,6% 17,4% 16,2%
Carbohidrats 3,5% 7,5% 8,8% 6,8% 6,9%
Lipids 20,8% 26,2% 27,2% 25,1% 26,2%
Energia 10,4% 13,5% 14,8% 13,1% 12,7%
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Es va explorar la relacié entre les proteines i I'energia i I'etapa de lactancia (efecte
temporal) i entre les proteines i I'energia i la identificaci6 de la donant (efecte
subjecte) mitjangant un test ANOVA de mesures repetides d’aquestes mares. Tenint en
compte els 3 punts temporals (setmana 1, 2 i 4), 'efecte subjecte era major que
I'efecte temps en les proteines i I'energia (R2 0,981 vs 0,602 i R’ 0,993 vs 0,146,
respectivament), indicant que la variabilitat dins de cada mare és menor que entre les

diferents mares.
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3. DESCRIPCIO DE LA COMPOSICIO DE MACRONUTRIENTS DE LA LLET
MATERNA | ASSOCIACIO AMB LES CARACTERISTIQUES MATERNES,
GESTACIONALS | NEONATALS

Es van explorar les associacions existents entre la composicié de macronutrients de la
llet materna i certes caracteristiques maternes, gestacionals i neonatals en les mostres

representatives de la recollida de 24 hores (n=319).

La composicié global durant el primer mes de lactancia es va calcular per a proteines

reals i energia com a mitjana dels resultats de les setmanes 1, 2 i 4.

3.1. ANALISI DE L’ASSOCIACIO DE LA COMPOSICIO DE
MACRONUTRIENTS DE LA LLET | LES CARACTERISTIQUES
MATERNES

3.1.1. Edat materna

Existia una correlacié positiva entre 'edat materna i la concentracid de proteines en la

primera setmana (rho: 0,216, p=0,037) i en la segona setmana (rho: 0,322, p=0,001).

Dividint les mares participants entre edat materna avancada i no (punt de tall: 35
anys), les primeres presentaven una major concentracié de proteines la primera i la
segona setmana, i al llarg del primer mes (Taula 15 i Figura 12). No es van detectar
diferencies significatives en cap altre macronutrient o en el contingut energetic en cap

punt temporal.
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Taula 15. Associacié de I'edat materna amb el contingut proteic de la llet en les

setmanes 1, 2,4 i 8 i durant el primer mes.

Edat materna
Menor a 35 Major o igual a Valor de IC95% de la
anys 35 anys p diferéncia
— n =59 n=35
©
C
g Proteines
=] 1,5+0,3 1,6+0,3 0,043 0,005-0,240
3 reals
~ n=62 n=37
©
C
g Proteines
=] 1,3+0,2 1,4+0,2 0,008 0,038-0,217
3 reals
< n=>54 n =30
©
C
g Proteines
IS 1,1+0,2 1,1+0,2 0,357
3 reals
n=70 n=43
o
€ Proteines
5 1,3+0,2 1,4+0,3 0,022 0,023-0,211
reals

Unitats dels macronutrients: g/dl. Unitats de I’energia: kcal/dI

Les dades s’expressen com mitjana * desviacié estandard

Comparacio de mitjanes mitjancant test T per a mostres independents.
*Prova no parametrica si variable amb distribucié no normal.
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Figura 12. Concentracié mitjana (IC95%) de proteines reals (g/dl) durant els dos
primers mesos entre les mares amb edat avancada (mares amb una edat igual o major

a 35 anys) o no.

3.1.2. index de massa corporal matern

Les mares afectes de sobrepés o obesitat (amb un IMC > 25 kg/mz) presentaven una
major concentracio de greix i energia a la quarta setmana i una major concentracié de
proteines a la quarta setmana i al llarg del primer mes (Taula 16 i Figura 13). No vam

trobar diferéncies en els primers punts temporals (setmana 1i 2).
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Taula 16. Associacié de IMC 2 25 kg/m? amb la composici6 de la llet en les setmanes 1,
2,48 idurant el primer mes, respecte a les mares amb pes normal. Excloses les mares

amb malnutricid.

Sobrepés o Obesitat (IMC > 25 kg/m?)
IC95% de la
No Si Valor de p
diferéncia
n=46 n=25
< Proteines reals 1,1+0,2 1,2+0,2 0,010 0,020-0,183
e
©
£
oA Greixos 3,2+£0,8 3,7£0,9 0,018 0,067 — 0,907
Energia 65,5 + 8,3 70,2 +8,5 0,023 0,663 — 8,676
n=58 n=38
E Proteines reals 1,3+0,3 1,4+0,2 0,043 (-0,181) — (0,0179)
-
Energia 70,1+9,1 71,9£8,2 0,777

Unitats dels macronutrients: g/dl. Unitats de 'energia: kcal/dl
Les dades s’expressen com mitjana * desviacié estandard
Comparacio de mitjanes mitjangant test T per a mostres independents. *Prova no parameétrica

si variable amb distribucié no normal.

118



Composiciéo macromolecular de la llet materna, influéncia de factors materns, gestacionals i neonatals i
impacte en el creixement del nounat prematur
Cristina Borras Novell

1,8
Sobrepes/obesitat
1,7
Pes normal

16
o
S~
2 35
2 *
]
S 14
[%]
]
c
‘0 1,3
3
o 1
oY

1,2
Q@ | nao n25
he)
g Ul T n 15
=
o] 1 n 46 l n22
[
<)
“ 09

0,8

Setmana 1 Setmana 2 Setmana 4 Setmana 8

Setmanes de lactancia

Figura 13. Concentracié mitjana de proteines (g/dl) (IC95%) durant els dos primers
mesos entre les mares amb sobrepés o obesitat (IMC > 25 kg/mz) i les mares amb pes

normal.

3.1.3. Consum de substancies

En la nostra poblacié d’estudi, les mares que van declarar consum de tabac previament
a la gestacio van ser 32 (32/117, 27,4%), i d’aquestes 10 (10/32, 31,3%) van prosseguir

I’"habit durant la gestacidé i 7 durant la lactancia (7/32, 21,9%).

No hi havia diferencies en la composicié de la llet entre mares fumadores i no
fumadores abans i/o durant 'embaras; només en mares que mantenien I’habit durant
la lactancia. Aixi, les mares que fumaven mentre lactaven tenien a la quarta setmana
un major contingut lipidic (4,38 + 1,06 vs 3,34 + 0,86 g/dl, p=0,037, IC 95 0,069 - 1,942)
i energetic (75,9 + 9,0 vs 66,8 + 8,3 kcal/dl, p=0,047, IC 95 0,122 - 16,988). En la
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setmana 4, el numero de cigarrets durant la lactancia es correlacionava amb un major

contingut energetic (r: 0,555, p=0,019).

Les mares que van declarar consum de alcohol durant la lactancia van ser 6 (6/117,
5,1%). La mida de la mostra no permetia trobar diferencies entre les mares que
consumien alcohol i les que no. Tampoc vam detectar diferencies significatives entre
les concentracions de macronutrients i energia entre les mares que consumien més de

150 mg de cafeina/dia (>2 tasses de cafe /dia) i les que no.

3.1.4. Altres caracteristiques maternes

No vam detectar associacions entre les concentracions de macronutrients i energia en
llet i altres caracteristiques maternes (entre els diferents origens étnics de les mares,

diabetis gestacional o cirurgia mamaria).

3.2. ANALISI DE L’ASSOCIACIO DE LA COMPOSICIO DE
MACRONUTRIENTS DE LA LLET | CARACTERISTIQUES
GESTACIONALS

3.2.1. Gestacio multiple

Les mares que havien tingut una gestacid6 multiple presentaven una menor
concentracio de proteines en cada punt temporal i globalment durant el primer mes, i

de greixos i energia a la quarta setmana i al llarg del primer mes (Taula 17 i Figura 14).
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Taula 17. Associacid de la gestacio multiple amb la composicid de la llet en les en les

setmanes 1, 2,4 i 8 i durant el primer mes.

Gestacio multiple

. IC95% de la
Si No Valor de p o
diferéncia
n=17 n=76
i
©
C
© Proteines
§ 1,4+0,3 1,5+0,3 0,003 0,007 -0,302
© reals
(7))
n=16 n=382
(q\]
©
C
) Proteines
§ 1,2+0,2 1,3+0,2 0,023 0,020-0,261
o reals
(7))
n=16 n=68
Proteines
< 1,0+0,1 1,1+0,2 <0,001 0,098 -0,221
© reals
£
§ Greixos 2,9+0,5 3,5+0,9 0,018 0,220-0,925
Energia 62,8+5,3 68,3 +8,8 0,001 2,412 -9,266
n=20 n=92
n Proteines
Q 1,2+0,3 1,4+0,2 0,001 0,004 - 0,244
S reals
-
Energia 68,4 £ 8,7 71,4£8,7 0,042 (-1,244) = 7,255

Unitats dels macronutrients: g/dl. Unitats de I’energia: kcal/dI

Les dades s’expressen com mitjana * desviacié estandard

Comparacio de mitjanes mitjancant test T per a mostres independents. *Prova no parametrica
si variable amb distribucié no normal.
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Figura 14. Concentracié mitjana de proteines reals (g/dl) (IC95%) durant els dos

primers mesos entre les mares amb gestacié multiple o no.

3.2.2. Trastorn hipertensiu de I’'embaras

Les mares afectes de preeclampsia o eclampsia presentaven un menor contingut de
greixos i energia a la primera setmana, perd en canvi presentaven una major
concentracié de greixos i energia a la quarta setmana i de proteines a la quarta

setmana i al primer mes (Taula 18 i Figura 15).
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Taula 18. Associacié de la malaltia hipertensiva de I'embaras amb la composicié de Ia
llet en les setmanes 1, 2, 4 i 8 i durant el primer mes.

Malaltia hipertensiva de I'embaras (preeclampsia/eclampsia)

] Valor de .
Si No IC 95% de la diferencia
p
n=16 n=76
Proteines reals 1,6+0,4 1,5+0,3 0,770
Greixos 3,4+£1,2 40+1,0 0,019 0,116 - 1,267
‘:‘0 Carbohidrats 6,8+0,7 7,1+0,6 0,306
&
g Energia 66,8 +12,6 74,0+ 10,1 0,014 0,243 - 14,286
A
n=12 n=71
Proteines reals 1,2+0,2 1,1+0,2 0,043 (-0,221) - (-0,015)
Greixos 40+1,1 3,3+£0,8 0,326
: Carbohidrats 7,3+0,5 7,5+0,5 0,590
C
©
£ Energia 72,3+9,7 66,4 £ 8,2 0,721
A
n=19 n=92
Proteines reals 1,4+0,4 1,3+0,3 0,039 (-0,239) - (0,040)
(%]
g Energia 71,5+11,4 70,8 £ 8,2 0,966
—
n=6 n=35
Proteines reals 1,1+£0,2 1,1+£0,2 0,905
Greixos 4,4+0,3 3,6+1,0 0,023 (-1,233) - (-0,385)
‘:‘; Carbohidrats 7,3+0,3 7,6 £0,5 0,207
s
% Energia 75,8 3,0 69,3+9,3 0,023 (-10,531) - (-2,373)
(7))

Unitats dels macronutrients: g/dl. Unitats de |’energia: kcal/dI

Les dades s’expressen com mitjana + desviacié estandard

Comparacid de mitjanes mitjancant test T per a mostres independents. *Prova no
parametrica si variable amb distribucié no normal.
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Figura 15. Concentracié mitjana de proteines reals (g/dl) (IC95%) durant els dos

primers mesos entre mares amb malaltia hipertensiva de I'embaras o no.

3.2.3. Retras de creixement intrauteri

Les mares que havien patit un retras de creixement intrauteri durant I'embaras
presentaven un major contingut proteic a la quarta setmana (1,2 + 0,2 vs 1,1 £ 0,2 g/dI,
p=0,010, IC 95% (-0,230) — (-0,045)) i al llarg del primer mes (1,4 £ 0,3 vs 1,3 £ 0,3 g/dI,
p=0,047, 1C 95% (-0,235) — (-0,006)).
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3.2.4.Via de part i preséencia de treball de part

No vam detectar diferéncies significatives entre les concentracions de macronutrients i
energia entre les mares en funcid de la via de part (cesaria vs vaginal), pero si entre la
preséncia o no de treball de part previ al naixement. Les mares que havien tingut
treball previ al naixement del nounat mostraven una major concentracio de lipids i
energia a la primera setmana i una menor concentracié de proteines a la quarta
setmana (Taula 19). Els nivells de carbohidrats eren estables en el periode d’estudi i no

hi havia diferéncies entre grups a la segona setmana.

Taula 19. Associacié de la preséncia de treball de part amb la composicié de la llet en

les setmanes 1, 2, 4i 8 i durant el primer mes.

Preséncia de treball de part

Si No Valor de Eéfﬁ;‘: la
n=70 n=24 p
Proteines reals 1,5+0,3 1,5+0,4 0,879
Z" Greixos 4,1+1,0 3,5£1,0 0,013 (-1,109) - (-0,134)
*% Energia 74,5+10,3 68,4+ 11,2 0,017 (-11,007) - (-1,128)
n
n =66 n=18
Proteines reals 1,1+0,2 1,2+0,2 0,004 0,051-0,229
fé Greixos 3,3£0,9 3,7+£0,9 0,083
% Energia 66,4 + 8,3 70,1+8,6 0,096
n
n =388 n=25
Proteines reals 1,3+0,3 1,4+0,3 0,339
% Energia 70,1+9,7 71,1+8,4 0,687
—

Unitats dels macronutrients: g/dl, Unitats de I’energia: kcal/dI

Les dades s’expressen com mitjana * desviacié estandard

Comparacio de mitjanes mitjancant test T per a mostres independents. *Prova no parametrica

si variable amb distribucié no normal.
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3.2.5. Lactancies previes

Les mares que havien lactat préviament mostraven un menor contingut proteic a les
segona setmana (1,2 £ 0,2 vs 1,3 £ 0,2 g/dl, p=0,008; IC 95% 0,046 - 0,255) i al llarg del
primer mes (1,3 +0,3vs 1,4 +0,2 g/dl, p=0,029; IC 95% (-0,028) —0,192).

Existia una correlacio positiva entre la duracié de la lactancia prévia (en mesos) i la

concentracié mitjana de proteines el primer mes de lactancia (rho: 0,436, p=0,029).

3.2.6. Altres caracteristiques gestacionals

No vam detectar diferéncies significatives depenen del nimero de gestacions préevies,
entre les mares que s’havien sotmés a técniques de reproduccié assistida respecte a
les que no ni en funcid de si la mare havia rebut una tanda completa, incompleta o no

havia rebut corticoides prenatals.

126



Composiciéo macromolecular de la llet materna, influéncia de factors materns, gestacionals i neonatals i

impacte en el creixement del nounat prematur
Cristina Borras Novell

3.3. ANALISI DE L’ASSOCIACIO DE LA COMPOSICIO DE

MACRONUTRIENTS DE LA LLET | CARACTERISTIQUES NEONATALS

3.3.1. Edat gestacional

Existien varies correlacions debils o moderades i de sentit negatiu entre |'edat

gestacional i la concentracié de macronutrients i energia (Figura 16). Respecte al

contingut proteic, I'edat gestacional correlacionava negativament en la setmana 1

(rho: -0,337, p<0,001), setmana 4 (rho: -0,217, p=0,036) i durant el primer mes (rho: -

0,307, p<0,001). L'edat gestacional també correlacionava negativament amb el

contingut lipidic (r: -0,202, p=0,038) i energeétic (r: -0,229, p=0,018) de la primera

setmana i amb el contingut energetic (rho: -0,193, p=0,003) durant el primer mes.

Concentracié de proteines (g/dl) el primer mes

100

90 o o

50

Concentracio d'energia (kcal/dl) el primer mes

T T T T 40 T T T T
22 24 26 28 30 2 2 24 2% 28 30 3z

Edat gestacional Edat gestacional

Figura 16. Grafic de dispersid simple amb ajust de linia de edat gestacional al néixer

(setmanes) i concentracid de proteines (g/dl) durant el primer mes (esquerra) i

concentracié d’energia (kcal/dl) (dreta).

Vam comparar la concentracié de macronutrients en funcié de |'edat postnatal i de

I’edat postmenstrual en nounats molt prematurs i extremadament prematurs. La llet

materna dels nounats molt prematurs tenia major contingut proteic a la mateixa edat

postmenstrual (entre les 30 a 34 setmanes) que la del nounats extremadament

prematurs (Figura 17), indicant que les diferencies en la composicié de la llet venen

donades pel temps cronologic de lactancia i no per I'’edat postmenstrual. No hi havia

diferéncies respecte a carbohidrats, lipids i energia.
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Figura 17. Comparacié de la concentracio de proteines (g/dl) a la mateixa edat
postnatal (dies de vida) i postmenstrual (setmanes) entre nounats molt prematurs
(verd) i extremadament prematurs (blau). El diagrama de caixes mostra la mitjana, els

percentils 25 i 75, el rang (minim i maxim) i els valors extrems.
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3.3.2. Pes al néixer

Existien varies correlacions negatives entre el pes al néixer i la concentracié de
macronutrients i energia. Respecte al contingut proteic, el pes al néixer es
correlacionava negativament amb la setmana 1 (rho: -0,292, p=0,002), setmana 4 (rho:
-0,262, p=0,011) i durant el primer mes (rho: -0,343, p<0,001). El pes al néixer també
correlacionava negativament amb el contingut energétic (rho: -0,188, p=0,035) durant

el primer mes.

3.3.3. Sexe

No vam trobar diferéncies en la composicio de la llet materna entre nounats masculins

i femenins.

3.4. ANALISI MULTIVARIANT

Varies de les variables maternes, gestacionals i neonatals estudiades actuaven sobre el
mateix macronutrient en la mateixa setmana de lactancia. A fi de determinar el pes de

cada una d’elles es va realitzar un analisis multivariant.

e Primera setmana: Els predictors independents del contingut energetic i proteic

de la llet van ser, respectivament, I'edat gestacional (R’ ajustada: 0,051,

p=0,018) i el trastorn hipertensiu de 'embaras (R? ajustada: 0,055, p=0,014).

e Segona setmana: El contingut de proteina a la setmana 2 es veia influenciat de

forma independent per I’edat materna avancada (R? ajustada: 0,085, p=0,002).

® (Quarta setmana: La concentracio de proteina a la setmana 4 es veia influenciat

de forma independent per la gestacié multiple, el sobrepés/obesitat materna i
la preséncia de treball de part abans de néixer (R ajustada: 0,326, p <0,001). El
contingut energetic a la setmana 4 estava associat amb el sobrepés/obesitat

materna i el trastorn hipertensiu de 'embaras (R? ajustada: 0,083, p=0,016).
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e Composicio _global durant el primer mes: El millor model per predir la

concentracié mitjana de proteines durant el primer mes de lactancia incloia
I’edat materna, la duracio de la gestacio i la preséncia de retras de creixement

intrauteri (R? ajustada: 0,113, p=0,002).

No hem pogut identificar una combinacié de caracteristiques maternes i neonatals que
pogués predir variacions en la concentracié mitjana d’energia durant el primer mes de

lactancia.

L’analisi multivariant dels factors perinatals que influien en la composicié de la llet
materna es mostra en la Taula 20. Globalment els models tenien poca capacitat
predictiva, excepte el model per a la concentracid de proteina de la quarta setmana,

gue explicava aproximadament un ter¢ de la variancia.
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Taula 20. Analisi multivariant dels factors perinatals que influien en la composicié de

la llet materna.

Millor model . Valor B (IC 95%)
. 5 . Coeficients B — —
Nutrient R Valor | Coeficients . p Limit Limit
] estandarditzats . . . .
ajustada | p ajustat  inferior | superior
Edat
Proteina ° 0,051 0,018 . -0,247 0,018 -0,058 | -0,005
gestacional
1 Trastorn
. b hipertensiu
Energia 0,055 0,014 q -0,257 0,014 -13,023 | -1,506
e
I'embaras
Edat
2 Proteina © 0,085 0,002 0,307 0,002 0,005 0,021
materna
Gestacio
o -0,227 0,024 -0,216 | -0,016
multiple
. d IMC matern
Proteina 0,326 <0,001 — 0,286 0,005 0,032 0,171
Treball de
-0,447 <0,001 | -0,260 | -0,103
4 part
IMC matern
0,257 0,023 0,675 8,708
>25
e Trastorn
Energia 0,083 0,016 . .
hipertensiu
q 0,209 0,062 -0,284 10,881
e
I'embaras
Edat
0,272 0,004 0,045 0,234
materna
i Retras de
r
Proteina ' 0,113 0,002 creixement | 0,209 0,027 0,015 0,236
mes
intrauteri
Edat
. -0,160 0,090 -0,038 0,003
gestacional

Factors inicials en els models:

a Proteina setmana 1: edat materna, embaras multiple, edat gestacional

b Energia setmana 1: trastorn hipertensiu de I'embaras, preséncia de treball de part, edat
gestacional

¢ Proteina setmana 2: edat materna, embaras multiple, edat gestacional

d Proteina setmana 4: sobrepés/obesitat materna, embaras mdltiple, trastorn hipertensiu de
I'embaras, retras de creixement intrauteri, preséncia de treball de part, edat gestacional

e Energia setmana 4: sobrepés/obesitat materna, embaras multiple, trastorn hipertensiu de
I'embaras

f Proteina durant el primer mes: edat materna, embaras multiple, trastorn hipertensiu de
I'embaras, retras de creixement intrauteri, lactancia materna prévia, edat gestacional
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4. DESCRIPCIO DEL CREIXEMENT DE LA COHORT DE NOUNATS MOLT
PREMATURS

Es van fer un total de 1367 determinacions somatometriques en els 130 nounats molt

prematurs participants.

La mitjana de puntuacions Z de pes, longitud i perimetre cranial al naixement eren
proximes a 0 (0,14 + 1,19, 0,15 + 1,05 0,17 £ 0,99 respectivament). La perdua mitjana
de pes respecte el naixement va ser 9,4 % *+ 4,9 (rang: 0,0 — 26,4), i es va produir de
mitjana als 4,7 + 4,0 dies de vida (rang: 0,0— 35,0). La recuperacio de pes al néixer es va

produir de mitjana als 10,7 + 5,2 dies de vida (rang: 0,0 — 43,0).

S’observa un descens progressiu de les puntuacions Z de les tres determinacions
somatomeétriques, sent la caiguda més acusada durant els primers 28 dies de vida
(canvi de puntuacié Z respecte al naixement: pes -1,06 + 0,60, longitud -0,95 + 1,07,
perimetre cranial -0,84 + 0,90). El pes i la longitud acumulen una davallada de
puntuacio Z des del naixement fins al moment de I'alta de -1,45+ 0,81 ide -1,31 £ 1,28
respectivament; mentre que hi ha una discreta millora en la davallada el perimetre
cranial (-0,35 + 1,16). Tots els pacients van presentar una caiguda de puntuacié Z de

pes, excepte un (que va millorar 0,31 punts).

Els valors de puntuacio Z de pes, longitud i perimetre cranial al naixement, als 28 dies
de vida, a les 36 setmanes d’EPM i a l'alta, i les respectives caigudes de puntuacio Z es

mostren en la Taula 21.
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Tot i que els nadons participants van mostrar un progressiu guany de pes en xifres
absolutes, la comparacié en paral-lel amb la puntuacié Z de pes corresponent objectiva

com aquesta darrera es va desviant del O cap a valors negatius al llarg de les setmanes

d’ingrés (Figura 18).
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Temps de vida
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Figura 18. Increment setmanal mitja de pes (en gris) i puntuacid Z mitjana de pes en
diferents punts temporals (en blanc) dels participants. Les barres d’error indiquen I’

interval de confianca del 95%.

La taula 22, mostra la incidéncia del fracas de creixement i la classificacié en funcié de
la caiguda de puntuacié Z. La incidéncia global de fracas de creixement postnatal a

I’alta segons pes va ser de 58,3%, sent greu en el 18,1%.
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Taula 22. Incidéncia de fracas de creixement, classificacié de la gravetat en funcié de la
caiguda de puntuacié Z basada en la Classificacié de I’Academia Americana de Nutricid

i Dietética (moderat: entre 1,2 i 2; greu: major a 2).

Pes Longitud
Fracas Grau Fracas Grau
n (%) n (%) n (%) n (%)
Mode
n No Si Moderat | Greu | n No Si Greu
rat
28 dies de 68 50 45 5 73 34 20 14
118 107
vida (58,1) | (42,4) | (38,1) (4,3) (68,2) | (31,8) | (18,7) | (13,1)
36 setmanes 51 42 28 14 46 36 22 14
93 82
d’EPM (54,8) | (45,2) | (66,7) (33,3) (56,1) | (43,9) | (61,1) | (38,9)
Alta*
53 74 51 23 62 64 30 34
(només 127 126
(41,7) | (58,3) | (40,2) (18,1) (49,2) | (50,8) | (23,8) | (27,0)
supervivents)

*Mediana 36,7 setmanes d’EPM (rang interquartilic 35,9 — 39,3)

4.1. COMPARACIO DE L’EVOLUCIO DEL CREIXEMENT ENTRE ELS
NOUNATS MOLT PREMATURS | EXTREMADAMENT PREMATURS

No hi havia diferéncies significatives en el percentatge de perdua mitjana de pes
respecte al naixement entre nounats molt prematurs i extremadament prematurs (9,8
+4,9vs 8,9 +4,6%, p=0,340), pero en els extremadament prematurs el nadir de pes
es produia de forma més tardana (4,1 + 1,8 vs 6,2 £ 6,3 dies de vida, p= 0,048). No hi
havia diferéncies en el moment en que es superava el pes al néixer entre els dos grups

(10,1 £3,6 vs 11,9 + 7,6 dies de vida, p=0,162).

Respecte a I'’edat postmenstrual a alta, els nounats molt prematurs eren donats d’alta
significativament de forma més precoc¢ que els extremadament prematurs (37,0 + 2,5

vs 38,3 + 2,7 setmanes de EPM, p=0,006).
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Els nounats extremadament prematurs presentaven una pitjor evolucid de creixement
durant I'ingrés i I’edat gestacional tenia una correlacié directa amb una menor caiguda
de puntuacié Z de pes (r 0,192, p=0,037) i perimetre cranial (r 0,341, p= 0,001) als 28
dies de vida, i de longitud (r 0,309, p=0,001) a I'alta.

Tot i no existir diferencies estadisticament significatives en les puntuacions Z de
I'antropometria al naixement entre els nounats molt prematurs i extremadament
prematurs, I'evolucié posterior va ser diferent. El grup més immadur presentava una
major caiguda de puntuacidé Z de pes als 28 dies de vida i a I'alta respecte al naixement
i una caiguda més intensa de la puntuacié Z del perimetre cranial als 28 dies de vida.

No hi havia diferencies en I'evolucié de les puntuacions Z de longitud entre ambdds

grups.

Els valors de puntuacié Z de I'antropometria en els diferents punts temporals i les
respectives caigudes de puntuacid Z segons I'edat gestacional es mostren en la Taula

23.
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La representacioé grafica de I'evolucio de la puntuacié Z de pes segons la prematuritat

es pot observar en la Figura 19.
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Figura 19. Evolucié de la puntuacio Z mitjana de pes en diferents punts temporals per a
molt prematurs (A) i prematurs extrems (B). Les barres d’error indiquen I’ interval de

confianca del 95%.

La taula 24 mostra la incidencia del fracas de creixement i la classificacié de la gravetat

en funcié de la caiguda de puntuacid Z segons els grups d’edat gestacional.

Els pacients extremadament prematurs tenien major incidéncia de fracas de
creixement segons pes als 28 dies (33,8 vs 58,5 %, p=0,008) i a I'alta (52,3 vs 70,7 %,
p=0,037). No obstant, basant-se amb la longitud, tenien menor incidéncia de fracas de
creixement als 28 dies (38,4 vs 17,6 %, p=0,025). Les incidéncies s’igualaven entre

grups a ’'EPM de 36 setmanes i a I'alta.
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4.2. ANALISI SEGONS EL DIAGNOSTIC DE RETRAS DE CREIXEMENT
INTRAUTERI

No hi havia diferéencies significatives en referéencia al percentatge de pérdua de pes ni
al moment de maxima pérdua respecte al naixement entre nounats afectes de retras
de creixement intrauteri i no, pero els nounats afectes de retras de creixement
intrauteri recuperaven el pes al néixer de forma més precog (8,4 + 2,6 vs 11,1 + 5,8
dies de vida, p=0,037). No hi havia diferéncies entre la edat gestacional mitjana global
de la cohort i la d’aquests pacients (29,2 + 1,5 vs 28,7 + 2,5 setmanes de gestacio
respectivament, p=0,319) ni tampoc en I'EPM a l'alta (38,0 + 2,0, vs 37,4 = 3,0

setmanes respectivament, p=0,340).

La caiguda de puntuacié Z de pes era significativament menor en els pacients amb
restriccio de creixement intrauteri en tots els punt temporals: als 28 dies (-0,30 + 0,52
vs -0,87 + 0,56, p<0,001), a les 36 setmanes d’EPM (-0,52 + 0,77 vs -1,28 + 0,78,
p=0,001) i a l'alta (-0,75 + 0,54 vs -1,46 + 0,77, p<0,001).

En els pacients amb restriccid del creixement intrauteri, la caiguda de puntuacio Z de la
longitud a I'alta era major (-1,79 + 1,01 vs -1,24 + 1,28, p=0,035) i la del perimetre

cranial era menor (0,27 £1,01 vs -0,41 + 1,21, p=0,013) que en els pacients sense.

La representacié grafica de I’evolucié de la puntuacié Z de pes segons el diagnostic de

retras de creixement intrauteri es pot observar en la Figura 20.
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Figura 20. Evolucié de la puntuacio Z mitjana de pes segons la abséncia (A) o preséncia
(B) de diagnostic de retras de creixement intrauteri. Les barres d’error indiquen I’

interval de confianca del 95%.

Els pacients amb restriccié de creixement intrauteri tenien menys incidencia de fracas
de creixement extrauteri en base al pes en tots els punts temporals estudiats: als 28
dies de vida (4,3 vs 51,8 %, p<0,001), a les 36 setmanes d’EPM (20,0 vs 66,7 %,
p=0,002) i a I'alta (26,1 vs 66,3 %, p=0,007). Pel contrari, en base a la longitud, tenien
més incidéncia de fracas de creixement als 28 dies de vida (59,1 vs 27,0 %, p<0,001),

pero aquesta diferencia desapareixia a la EPM de 36 setmanes i a |alta.
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5. DESCRIPCIO DE L’ALIMENTACIO REBUDA

5.1. NUTRICIO PARENTERAL

Cent quinze pacients (88,4%) van rebre nutricié parenteral durant una mitjana de 9,84

+ 8,9 dies (rang: 4,0-64,0).

Els quinze pacients que no van rebre parenteral procedien de la seu Hospital Clinic,
eren nounats d’entre 30,0 i 32,0 setmanes de gestacio amb un pes d’entre 1340g i
1900g, sense antecedent de retras de creixement intrauteri. La seva péerdua de pes
respecte al naixement va oscil-lar entre 9,0 i 20,4%, sent >10% en 9 nadons (60%,
9/15), i va ser major respecte als nounats prematurs de les mateixes setmanes de
gestacidé que si van rebre nutricié parenteral (13,0 + 3,4 vs 9,1 + 4,9 %, p=0,005). La
caiguda de puntuacid Z de pes a l'alta va oscil-lar entre 0,65 i 1,74, sent >1,2 en 7
nadons (46,7%, 7/15), sense diferéncies significatives respecte als nounats prematurs
de les mateixes setmanes de gestacio que si van rebre nutricié parenteral (-1,23 £ 0,35

vs-1,21 +0,71, p=0,953).

5.2. NUTRICIO ENTERAL

El 65,5% (76/129) dels participants van iniciar I'alimentacié enteral trofica al primer dia
de vida, i aquest percentatge s’incrementava a 93,8% (121/129) al segon dia de vida, i
a 97,7% al 5é. La Figura 21 mostra I'ascens en el volum de I'alimentacié enteral rebuda

(ml/kg/dia) i el percentatge de llet materna propia durant el primer mes.
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La nutricié enteral completa, definida com una nutricié enteral 2120 ml/kg/dia, es va
assolir als 8,7 + 4,8 dies de vida de mitjana (rang: 3-37 dies). A la quarta setmana, 111
dels 130 (85,4%) participants havien assolit la nutricié enteral completa. La fortificacié
de la llet humana es va iniciar als 10,2 + 5,5 dies de vida (rang: 4,0 — 28,0). El 26,9%
dels pacient van requerir almenys una interrupcié la nutricié enteral (maxim: 6
interrupcions), de 1,8 + 4,0 dies de duracié. La primera deposicid es va produir de
mitjana als 1,6 + 1,3 dies de vida (maxim: 11 dies) i el 63,0% del nounats van adquirir

un ritme deposicional normal a la primera setmana de vida (maxim: 6a setmana).

5.3. INGESTA ENTERAL DE MACRONUTRIENTS

Pels calculs d’ingesta enteral de proteines i d’energia dels participants (especificats en
Material i Métodes, a I'apartat Variables estudiades referents a la nutricié del nounat
molt prematur), es van utilitzar tant les mesures de la concentracié en llet materna de

I’analitzador com I'estimacié de contingut en les seglients proporcions:

e Setmana 1: mesura en 105 casos/129 (81%) i estimacié en 24/129 (19%)

e Setmana 2: mesura en 109 casos/128 (85,2%) i estimacio en 19/128 (14,8%)
e Setmana 3: mesura en 99 casos/122 (81,1%) i estimacié en 23/122 (18,9%)
e Setmana 4: mesura en 93 casos/119 (78,2%) i estimacié en 26/119 (21,8%)

Les ingestes enterals de proteines i d’energia augmentaven progressivament durant les
primeres 3 setmanes a mesura que ho feia el volum de nutricié enteral, i
posteriorment s’estabilitzaven. Les recomanacions nutricionals de 'ESPGHAN es van
assolir en la ingesta enteral a partir de la tercera setmana, excepte en la ratio
proteina/energia, tant en tots els participants com aquells amb nutricié enteral total

(Taula 25).
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Taula 25. Ingesta enteral durant el primer mes de proteines (g/kg/dia), energia

(kcal/kg/dia) i ratio proteines/energia per setmana, calculada a partir dels volums

administrats i la composicié macromolecular de la llet i el fortificant. La primera part

inclou tots els participants, la segona aquells amb enteral total als 28 dies de vida i la

columna de la dreta les recomanacions ESPGHAN com referéencia.

Enteral total ( 2120 ml/kg/dia) a

Tots
Ingesta la setmana 4 Recomanacions
Set
enteral ESPGHAN
n Mitjana | DE Rang n Mitjana | DE Rang
0,01 - 0,01-
1 129 | 0,7 0,6 111 | 0,7 0,6
2,6 2,6
0,0 - 0,0- 4-4,5 g/kg/dia
2 129 | 3,0 1,5 111 | 3,0 1,9
Proteines 6,6 5,4 <1000g
(g/ke/dia) 0,0- 0,3- 3,5-4 g/kg/dia
3 124 | 3,6 1,2 110 | 3,8 0,9
5,7 5,7 <1800g
0,0 - 1,4-
4 120 | 3,5 1,2 111 | 3,7 1,0
6,2 6,2
1,0- 1,0-
1 129 | 35,7 29,1 111 | 35,6 28,5
153,1 153,1
0,0- 0,0 -
2 129 | 102,8 42,5 111 | 105,6 40,5
Energia 175,3 175,3 110-135
(kcal/kg/dia) 0,0 - 17,8— | kcal/kg/dia
3 124 | 1235 37,8 110 | 131,3 26,4
177,9 177,9
0,0 - 79,0 -
4 120 | 123,9 30,0 111 | 131,6 21,4
198,8 192,3
1,1- 1,1-
1 129 | 2,2 0,6 111 | 2,1 0,6
4,2 3,7
1,4- 1,4-
Ratio 2 128 | 2,8 0,6 110 | 2,8 0,5
41 4,0 32-4,1
proteines/energia
1,6 - 1,6 - g/100kcal/dia
(g/100kcal/dia) 3 121 | 2,9 0,4 110 | 2,9 0,3
3,7 3,7
1,2 - 1,2 -
4 118 | 2,8 0,6 111 | 2,8 0,5
3,6 3,7

La ingesta de proteina i energia a la quarta setmana es correlacionava tant amb el

volum ingerit (rho: 0,701, p<0,001 i rho: 0,853, p<0,001, respectivament) com amb la

concentracio de proteina (rho: 0,548, p<0,001) i energia (rho: 0,662, p<0,001), pero el
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volum era el factor més determinant. El percentatge de fortificant afegit a la llet
humana correlacionava positivament amb la ingesta de proteines (rho: 0,579, p<0,001)

a la quarta setmana.

La ingesta mitjana de proteines i energia els primers 28 dies de vida també tenien una
correlacié fortament positiva entre elles (rho: 0,898, p<0,001), de la mateixa manera
que existia una correlacio entre la concentracié mitjana de proteines i d’energia en la
llet materna dels primers 28 dies (rho: 0,428, p=0,001). El volum enteral ingerit
correlacionava positivament amb I'edat gestacional (rho: 0,395, p<0,001) i

negativament amb els dies de nutricio parenteral (rho: -0,880, p<0,001).
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6. AFECTACIO DEL CREIXEMENT SEGONS LA CONCENTRACIO EN LLET
MATERNA | LA INGESTA ENTERAL DE PROTEINES | ENERGIA

No vam trobar relacié entre I'evolucié antropometrica i la ingesta enteral de proteina,
calculada a partir del volum de llet administrat, la concentracié de macronutrients de
la llet i I'addiccié de fortificant. Tot i aixi, el contingut proteic mitja de la llet materna
durant els primers 28 dies es relacionava positivament amb I’evolucié ponderal del
primer mes (cada gram més de proteina s’associava a una milloria de 0,54 punts de la
puntuacio Z de pes [IC95 0,11-0,97, p=0,015]) i a les 36 setmanes d’EPM (cada gram
més de proteina s’associava a una milloria de 0,87 punts de la puntuacié Z de pes [IC95
0,24-1,50, p=0,007]). La ingesta proteica mitjana del primer mes es relacionava amb
I'evolucid cefalica del primer mes (per cada gram més de proteina ingerida la
puntuacio Z del perimetre cranial del primer mes millorava 0,37 punts [IC95 0,09-0,64,
p= 0,011]) i a les 36 setmanes EPM (per cada gram més de proteina ingerida la

puntuacio Z del perimetre cranial millorava 0,53 punts [IC95 0,15-0,91, p= 0,007]).

La ingesta energetica mitjana del primer mes es relacionava amb I'evolucio cefalica del
primer mes (per cada 10 kcal més d’energia ingerida la puntuacié Z del perimetre
cranial del primer mes millorava 0,13 punts [IC95 0,04-0,22, p= 0,005]) i a les 36
setmanes EPM (per cada 10 kcal més d’energia ingerida la puntuacié Z del perimetre

cranial a les 36 setmanes EPM millorava 0,15 punts [IC95 0,03-0,27, p= 0,017]).

No hi havia relacid entre la concentracié de la llet materna o la ingesta de

proteina/energia del primer mes amb I’evolucié de la puntuacié Z de longitud.
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6.1. ANALISI MULTIVARIANT

Es van crear models de regressio logistica incloent les variables d’ingesta enteral per a

determinar la seva associacié amb el creixement, ajustant per factors de conclusié.

6.1.1. Als 28 dies de vida

= Pes: Els predictors independents del canvi de puntuacid Z de pes als 28 dies van ser:
el diagnostic de retras del creixement intrauteri, la preséncia d’un ductus arterids
persistent, 'edat gestacional al néixer, el centre, la mitjana de volum enteral del
primer mes i la mitjana de la concentracié proteica de la llet materna del primer
mes (R? 0,42, p<0,001).

= Longitud: El canvi de puntuacié Z de longitud als 28 dies es veia influenciat de forma
independent només per I'edat gestacional (R* 0,19, p=0,025).

= Perimetre cranial: El canvi de puntuacid Z de perimetre cranial als 28 dies es veia
influenciat de forma independent per la preséncia d’un ductus arterids persistent i

el centre (R* 0,21, p=0,002).

6.1.2. A les 36 setmanes d’edat postmenstrual i a I’alta

= Pes: Els predictors independents del canvi de puntuacié Z de pes a les 36 setmanes

d’edat postmenstrual van ser: el diagnostic de retras del creixement intrauteri, de

displasia broncopulmonar i la preséencia d’un ductus arterids persistent (R? 0,34,
p=0,003). El millor model per predir el canvi de puntuacié Z de pes a /'alta incloia el
diagnostic de retras del creixement intrauteri, la preséncia d’'un ductus arterids
persistent i I’edat gestacional al néixer (R* 0,34, p<0,001).

= [ongitud: No vam poder identificar una combinacié de variables que pogués predir
variacions en el canvi de puntuacid Z de longitud a les 36 setmanes d’edat
postmenstrual. El millor model per al canvi de puntuaciéo Z de longitud a I'alta
nomeés incloia la presencia d’un ductus arteriods persistent (R2 0,21, p<0,001).

= Perimetre cranial: Els predictors independents del canvi de puntuacid Z de

perimetre cranial van ser: la presencia d’un ductus arterids persistent, el centre, la
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mitjana de volum enteral del primer mes i la mitjana de la concentracié proteica de

la llet materna del primer mes (R* 0,17, p=0,015).

L’analisi multivariant dels factors nutricionals i no nutricionals que influenciaven en el
creixement del nounat molt prematur es mostren en la Taula 26. En resum, després
d’ajustar pels factors de confusio que poden influir en el creixement o en I'alimentacio
per via enteral, aquesta ultima sols s’associava de manera independent amb menor
rellevancia amb |'evolucié del pes al 2 dies i amb major forca amb I'evolucié del

perimetre cranial a les 36 setmanes d’edat postmenstrual.
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Taula 26. Analisi

multivariant dels factors nutricionals

influenciaven en el creixement del nounat molt prematur.

no nutricionals que

Punt Millor Variable coeficients B | Valor B (IC 95%)
temporal | model estandarditzats | p
R’ Valor ajustat | Limit Limit
p inferior | superior
Pes Als 28 | 0,42 | <0,001 | Retras de | 0,343 <0,001 | 0,219 0,745
dies creixement
intrauteri
Persisténcia -0,248 0,012 -0,562 -0,070
ductal
Edat gestacional | -0,225 0,024 -0,534 -0,039
Volum enteral | -0,294 0,005 -0,013 -0,002
mitja
Concentracid 0,196 0,032 0,044 0,932
proteica mitjana
A les 36 | 0.34 | 0.003 Retras de | 0,263 0,026 0,060 0,929
setmanes creixement
intrauteri
Persistencia -0,421 0,001 -1,171 -0,297
ductal
Displasia 0,367 0,004 0,246 1,214
broncopulmonar
Al'alta 0.34 | <0,001 | Retras de | 0,259 0,011 0,111 0,844
creixement
intrauteri
Persistéencia -0,345 0,002 -0,924 -0,222
ductal
Edat gestacional -0,218 0,042 -0,716 -0,014
Longitud Als 28 | 0.19 | 0.025 Edat gestacional 0,247 0,046 0,010 1,084
dies
Al'alta 0.21 | <0,001 | Persisténcia -0,283 0,018 -1,390 -0,133
ductal
Perimetre | Als 28 | 0.21 | 0.002 Persisténcia -0,266 0,027 -0,891 -0,056
cranial dies ductal
A les 36 | 0.17 | 0.015 Persisténcia -0,293 0,031 -1,425 -0,069
setmanes ductal
Volum enteral | 0,314 0,021 0,002 0,029
mitja
Concentracio 0,323 0,010 0,374 2,622
proteica mitjana
Alalta 0.15 | 0.003 Persisténcia -0,268 0,031 -1,192 -0,059
ductal
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DISCUSSIO

En aquest estudi vam analitzar de manera longitudinal la composicié de
macronutrients de la llet materna en una cohort de mares de nadons molt prematurs.
Vam descriure canvis en la composicié associats al pas del temps i a factors tan
materns com neonatals, i vam explorar la variabilitat individual. L’analisi de la relacié
del contingut nutricional amb I'evolucié somatometrica dels seus fills va mostrar poca

relacido amb el creixement postnatal.
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1. COMPOSICIO DE MACRONUTRIENTS DE LA LLET MATERNA |

ASSOCIACIO AMB LES SETMANES DE LACTANCIA

A I'hora de comparar els nostres resultats de concentracido de macronutrients i energia

de la llet materna amb altres estudis, ens vam centrar en treballs que analitzaven

concentracions al llarg del temps (sempre i quan els autors les especifiquessin), ja que

les concentracions globals es poden veure influenciades pel moment de recollida de

les mostres i pel periode complet de I'estudi.

La concentracié mitjana de macronutrients de la llet materna en cas de part prematur

canvia amb el temps, i els nostres resultats son congruents amb els resultats publicats

per altres autors (68—-71,73,88,90,114-117), tal i com mostren els grafics comparatius

corresponents a les Figures 22-25 (de les pagines 152, 155, 157 i 158). S’inclouen

aquells treballs que:

Determinaven la concentracido de macronutrients i energia amb I'analitzador
MIRIS Human Milk Analyzer (68-71,73,88,90,114-117).

Estudiaven cohorts de nadons prematurs, en la majoria de casos menors de
32 setmanes de gestacid (70,72,73,88,90,117,119); pero en d’altres, menors
de 34 (115) o de 36 setmanes (68,114,116,152).

Analitzaven Ila llet, en la majoria de casos, quasi setmanalment
(68,70,72,88,114-117,119,152), excepte en els treballs de Kreiss| et al. i Bulut

et al., que ho feien de forma diaria (73,90).
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A I'hora de comparar les concentracions de proteines és important tenir en compte la
diferencia entre proteines totals i reals, ja que els valors reals poden ser un 20%
inferiors dels valors totals. Una dificultat en aquest area de coneixement és que no tots
els estudis analitzen el mateix tipus de proteines i, en alguns fins i tot, no s’especifica si

es refereixen a proteina total o real.

En el nostre estudi, existeix una relacio inversa entre contingut de proteines i els dies
de lactancia. les proteines totals varien des de 1,8 g/dl (rang interquartilic: 1,7 — 2,2
g/dl) a la setmana 1 fins a 1,3 g/dl (rang interquartilic: 1,2 — 1,5 g/dl) a la setmana 8 i
les proteines reals, des de 1,4 g/dl (rang interquartilic: 1,4 — 1,8 g/dl) a la setmana 1
fins a 1,0 g/dl (rang interquartilic: 1,0 — 1,2 g/dl) a la setmana 8; amb un descens
significatiu el primer mes i una estabilitzacié entre les 4 i les 8 setmanes (Figura 22). A
diferéncia d’altres estudis publicats previament, la nostra mitjana de concentracié de
proteines reals, i conseqlientment totals també, es manté permanentment per sobre

de 1 g/dI (71,88,90,116).
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Figura 22. Integracio de les dades de concentracio de proteines (g/dl) segons el temps
de lactancia després d’un part prematur en treballs que analitzen la llet per infrarojos
(68,70-73,88,90,114-117,119) i el present estudi. Les barres d’error mostren I" interval

de confianca del 95%.
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Tenint en compte les concentracions de proteines mitjanes descrites en el nostre
estudi - aixi com en d’altres relacionats - no s’asseguren les recomanacions d’ingesta
proteica marcades per la ESPGHAN (34) als volums estandard. Aquesta troballa recalca
la importancia de fortificar la llet materna destinada a nadons molt prematurs (114).
En una estimaciod teorica, partint de les mesures de concentracié de macronutrients
del nostre treball, i suposant I"Gs d’un fortificant d’origen bovi al 4%, 3 de cada 4
mostres de llet materna no arriben a cobrir les necessitats proteiques estimades dels
pacients de menys de 1000g i 1 de cada 13 mostres dels pacient de menys de 1800g.
Arslanoglu et al. va comparar la ingesta de proteines amb llet materna fortificada entre
estimades (assumint una concentracié de proteines base de 1,5 g/dl) i calculades en
base a la concentracio real de macronutrients, observant una permanent disminucid
en aquestes darreres entre 0,5 i 0,8 g/dl (250). Basant-se en estudis realitzats fa varies
decades, on es va observar que ingestes proteiques molt elevades podien ser perilloses
pels nounats prematurs, el contingut proteic i lipidic dels fortificants estandards es va
mantenir relativament baix (251); no obstant, els fortificant de nova generacio tenen
un major contingut proteic i lipidic que permeten millors provisions nutricionals. Tot i
aixo, sembla que amb la fortificacié estandard actual segueixen existint pacients en els

gue no arribem als alts requeriments proteics en plena fase de creixement (103,252).

Un segon punt a destacar és que a partir de la setmana 8 s’observa que la concentracid
de proteina cau per sota de 1 gr/dl en el 36,2% de mares (cap per sota de 0,5 g/dl).
Tenint en compte que les mostres en aquest punt temporal correspondrien a mares de
pacients encara ingressats, bé per ser nadons més immadurs (i per tant d’'una menor
edat postmenstrual en aquell moment) o bé per ser nadons amb un estat de salut més
delicat, fa que ens qlestionem si les seves altes necessitats quedarien ben cobertes
donat el progressiu canvi en la composicié de la llet. Si aquesta evolucié de la
concentracié de macronutrients fos concordant amb les mares de prematurs que ja
han marxat a casa les 8 setmanes, podria suposar una disminucié mantinguda
d’ingesta de proteines dels alimentats, segons els estandards, amb lactancia materna
exclusiva (88). La fortificacié a domicili és un tema controvertit, hi ha poca bibliografia
al respecte i sorgeixen dubtes sobre com es podria organitzar logisticament, quins
controls requeririen els nadons i fins quan seria adequat mantenir-la. El document de
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posicionament de la ESPGHAN va avaluar assaigs aleatoris publicats abans del 2004 i va
concloure que es podria mantenir la fortificacié fins a les 40 setmanes d’edat
postmenstrual — i possiblement fins a les 52 quan els nadons eren petits per a I'edat
gestacional a I'alta (253). Dos assajos clinics que van avaluar la fortificacié després de
I'alta van demostrar certs beneficis en el creixement i el neurodesenvolupament
(254,255). Tot i aixi, en el moment actual, I'evidéncia no sembla prou forta per
recomanar que s’instauri aquesta estratégia de fortificacié de forma universal (256). Es
podria suposar que els lactants prematurs que sén donats d’alta a domicili amb una
lactancia materna directe al pit ben establerta tindrien la capacitat de regular el volum
ingerit per a compensar les ingestes nutricionals (257). Tot i aix0d, en prematurs amb un
creixement insuficient malgrat una adequada lactancia materna directa, caldria tenir
en compte el descens de concentracid proteica de la llet i valorar I'opcié de mantenir
el fortificant en algunes preses després de l'alta hospitalaria; fet que sembla que no

tindria efectes deleteris sobre la lactancia (258).

En relacid als hidrats de carboni, hem descrit un increment en la seva concentracio a
mesura que avanca la lactancia, observat també en altres estudis (68—
71,73,88,90,114-117). Els valors varien des de 7,15 g/dl (rang interquartilic: 6,8 — 7,9
g/dl) a la setmana 1 fins a 7,40 g/dl| (rang interquartilic: 72, - 7,9 g/dl) a la setmana 8,
amb un ascens significatiu el primer mes i una posterior estabilitzacié (Figura 23). Les
concentracions de carbohidrats que hem descrit en el nostre treball sdn superiors als
publicats en estudis previs (68-73,88,90,114-117). Aquesta troballa es podria explicar
per les variacions de I'analitzador en I'estimacié de la concentracié de carbohidrat, ja
que és el macronutrient en el que pitjor rendeix, i no té capacitat per diferenciar els
oligosacarids naturalment presents a la llet humana que venen marcats genéticament

(88,236).
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Figura 23. Integracié de les dades de concentracié de carbohidrats (g/dl) segons el

temps de lactancia després d’un part prematur en treballs que analitzen la llet per

infrarojos (68,70-73,88,90,114-117,119) i el present estudi. Les barres d’error

mostren l'interval de confianca del 95%.
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Respecte al contingut de lipids, i en paral-lel d’energia, hem observat una tendeéencia
peculiar. Les concentracions de lipids varien entre 3,9 (+ 1,1) i 3,7 (+ 0,9) g/dl a les
setmanes 1 i 8 respectivament, amb un descens fins a 3,4 (£ 0,9) g/dl a la setmana 4
(Figura 24); en paral-lel, I'energia varia entre 73,0 (+ 10,8) i 70,3 (+ 8,8) kcal/dl a les
setmanes 1 i 8 respectivament, amb un descens fins a 67,2 (+ 8,5) g/dl a la setmana 4
(Figura 25). A diferencia del que es descriu en la literatura, on en termes generals el
que s’observa és un progressiu augment en el seu contingut al llarg de les setmanes,
les nostres mostres presenten un descens significatiu durant el primer mes amb un
ascens posterior (68,69,73,88,116,259). Aquesta troballa podria ser deguda al diferent
disseny temporal dels estudis. Existeix un ascens lipidic propi del canvi de calostre a
llet de transicid, que no s’inclou en les nostres mostres - ja que la primera correspon al
7e-10e dia de lactancia -, mentre que si es reflexa en alguns estudis que inclouen
mostres de llet materna dels primers dies de vida. Tot i aixi, altres autors si descriuen
concentracions similars a les nostres, amb distribucions més o menys erratiques

(71,88,151).

El contingut lipidic de la llet materna és molt variable (103), es veu afectat per certes
caracteristiques maternes, i també pel processat de la llet materna. A causa d’aquest
coneixement previ, el nostre estudi va ser molt meticulés amb la recollida,
I’emmagatzematge i la analisis de la llet materna, pel que pensem que si el descens
peculiar de les concentracions de lipids i energia que hem descrit fossin degudes al
processat no es reflectirien només en les setmanes 2 i 4 siné que s’observarien en tot
el periode d’estudi. Pensem que, en el nostre cas, és probable que les dones que van
aportar mostres a partir de la setmana 4 fossin mares de nadons d'edats gestacionals
inferiors, que, com comentarem posteriorment, tendeixen a tenir llet amb més
contingut lipidic, i per aixdo augmenta la concentracié mitjana de lipids i energia a la

setmana 8.

No hem identificat diferencies entre el contingut energetic estimat o calculat i els
requeriments per a nounats molt prematurs descrits per la EPSGHAN, mentre que si ho

han fet altres autors (166).
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Figura 24. Integracio de les dades de concentracié de lipids (g/dl) segons el temps de
lactancia després d’un part prematur en treballs que analitzen la llet per infrarojos
(68,70-73,88,90,114-117,119) i el present estudi. Les barres d’error mostren I'interval

de confianga del 95%.
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Figura 25. Integracio de les dades de concentracié d’energia (kcal/dl) segons el temps
de lactancia després d’un part prematur en treballs que analitzen la llet per infrarojos
(68,70-73,88,90,114-117,119) i el present estudi. Les barres d’error mostren I'interval

de confianca del 95%.
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Si observem la concentracié de macronutrients i energia per mare participant enlloc de
totes les mostres en conjunt, veiem que hi ha poques diferéncies entre la concentracio
general i la concentracid individual (Taula 12, pagina 108). Al comparar les
concentracions amb I'estudi de Belfort et al. - que comparteix certes similituds amb el
nostre treball - les mitjanes sén equivalents, perd els nostres rangs son més amplis
(208). Aquesta troballa es pot deure al fet que en el nostre cas es recollien mostres en
un periode de temps de major inestabilitat en la llet composicio de la llet materna i al
fet que totes les mostres del seu estudi provenen de 32 mares i, segons els nostres

resultats, la variabilitat intraindividual és menor.
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1.1. VARIABILITAT INTERINDIVIDUAL | INTRAINDIVIDUAL

Amb les 625 mostres que s’han analitzat s’"ha observat que el rang de concentracio de
macronutrients de la llet materna prematura entre diferents mares i entre diferents
mostres de la mateixa mare és ampli, especialment pel que fa a la concentracié de

lipids i energia.

El lipids s6n el macronutrient que ha mostrat més variabilitat amb unes diferéncies de
concentracio de fins a 6 vegades; aquest és el cas també d’altres series, com ara
Fumeaux et al., que va descriure diferéncies entre mesures minimes i maximes de fins
a 16 vegades i Fischer et al. de fins a 10 vegades (36,52,70). Els lipids sén un
macronutrient crucial per al creixement, aportant practicament el 50% de la carrega
energetica de la llet, i sén basics per al desenvolupament i maduracié del sistema
nervios central (260). De forma paral-lela, cal destacar la variabilitat en la concentracié
d’energia, amb mostres amb més del doble de kcal/dl que d’altres. La variabilitat
detectada en les proteines és també remarcable, amb unes mostres amb més de 4
vegades més concentracio que les altres, rang descrit també per Fumeaux et al. (70). Si
tenim present que aquestes diferencies entre contingut de proteines, lipids i d’energia
es van acumulant en el temps, al final el déficit acumulat d’ingesta proteica o calorica
durant l'ingrés o els primers mesos de vida podria ser rellevant i podria afectar

negativament al creixement postnatal del nadé (176).

El macronutrient que ha mostrat menys variabilitat han sigut els carbohidrats, troballa
descrita per altres autors (52,261). Els carbohidrats poden representar fins a un 40%
de la carrega energetica de la llet i estan implicats en la acrecié de proteines per al
creixement (87). La concentracié de lactosa de la llet humana és un 50% superior a la
de la llet bovina i a la de la llet d’altres mamifers, amb I'objectiu de satisfer les altes

necessitats energétiques del cervell huma en creixement (260).

Un es podria preguntar si la variabilitat en la composicié de macronutrients depéen en
major mesura de la setmana de lactancia o bé de la mare lactant en si. A la vista del

nostres resultats, el pas del temps canvia la concentracid, sobretot de proteines, pero
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semblaria que el factor individual de cada mare lactant és també important; troballa
en concordanga amb els resultats de John et al. en el seu analisis de 1.119 mostres de

llet humana de 443 donants en un banc de llet (164).

Aquesta variabilitat entre mares i entre tomes de la mateixa mare fa que sigui dificil
calcular els nutrients que rep un nounat molt prematur a partir d’'una estimacio del
contingut de macronutrients de la llet materna i ens indicaria que seria necessari
determinar de forma més precisa les caracteristiques de la llet de cada mare, com

discutirem ens les pagines posteriors.
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2. COMPOSICIO DE MACRONUTRIENTS DE LA LLET MATERNA |
ASSOCIACIO AMB LES CARACTERISTIQUES MATERNES, GESTACIONALS
| NEONATALS

A I'hora d’interpretar els resultats de la concentraci6 de macronutrients de la llet
materna segons les caracteristiques maternes, gestacionals i neonatals estudiades hem
de tenir en compte la disminucié del nUmero de mostres en els diferents subgrups
(especialment pel que es refereix a mostres de la setmana 8) degut a la baixa
prevalenca d’algunes patologies o circumstancies estudiades. Aix0 pot suposar una

falta de potencia de I'estudi per detectar possibles diferencies.

2.1. MATERNES

2.1.1. Edat materna

L'edat materna al primer fill a Espanya ha augmentat progressivament en els ultims 40
anys (262). Les mares primipares del nostre estudi tenien una edat mitjana de 31,6
6,3 anys. Es descriu que les mares d’edat més avangada poden presentar dificultats en
la produccié lactia (125), pero l'efecte de l'edat materna en la composicid
macronutricional de la llet encara no es coneix prou bé (71). La definicié6 d’edat
materna avangada varia entre estudis; en el nostre cas hem seleccionat 35 anys,
similar al punt de tall utilitzat des del punt de vista obstetric i en altres estudis sobre

llet materna (126,152).

Segons els nostres resultats, les mares d’edat avangada presentarien una major
concentracio de proteines durant el primer mes, sobretot durant les primeres dues
setmanes, sense diferéncies en el contingut lipidic ni energetic. L'analisi multivariant
mostra que l'edat materna major a 35 anys és un factor determinant en la
concentracio de proteines a la setmana 2 i durant el primer mes de lactancia, les mares
de 35 anys o més presentarien aproximadament 0,21 g/dl de proteina més el primer

mes.
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Contrari a les nostres dades, altres autors han descrit diferéncies en la concentracio de
greix en relacié amb I'edat materna, perd no en el contingut proteic (72,121,126). Aixo
podria ser degut a que aquests estudis difereixen en la poblacié d’estudi, el tipus de
recollida de la mostra de llet o en la definicié d’edat materna avancada. Es va postular
que I'augment de concentracié de nutrients a la llet de mares d’edat avangada es
relaciona amb un possible augment dels nivells d’aquests en sang (en el cas del
colesterol, acids grassos saturats i insaturats) i amb la remodelacid histologica de la
glandula mamaria secundaria al pas del temps, mecanisme que podria contribuir
també a les diferéncies en contingut proteic (72,120,126). Les mares d’edat avancada
també podrien tenir un risc més elevat de patir complicacions obstetriques com ara
diabetis gestacional o preeclampsia, que podrien actuar com a factors de confusio

(128,263), tot i que aixd no era el cas de la nostra cohort.

2.1.2. index de massa corporal matern

La prevalenca de sobrepes i d’obesitat ha anat augmentant al llarg de les ultimes
décades (264), sent en la nostra cohort del 35,8%. Per a la descripcid de la
concentracido de macronutrients en funcid de la composicié corporal materna hem
utilitzat I'index de massa corporal pregestacional, donat que no existeixen directrius de
normalitat per I'index de massa corporal postgestacional en el cas de part molt
prematur (71). En tot cas, I'index de massa corporal pregestacional i postgestacional

estan fortament correlacionats (265).

Las mares amb sobrepés o obesitat de la nostra mostra presentaven una major
concentracio de macronutrients a la llet, tant en el greix i I'energia de la llet madura
(setmana 4) com al contingut proteic a la setmana 4 i en la mitjana del primer mes de
lactancia. L’analisi multivariant mostra que la categoria d’'IMC és un factor determinant
en la concentracié de proteines i d’energia en la quarta setmana, aixi per cada
increment de 5 punts en el IMC, augmentaria el contingut de la llet aproximadament

en 0,15 g/dl de proteina i en 3,2 kcal/dl d’energia.
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Diferents estudis recolzen la hipotesis de que I'increment d’index de massa corporal
suposa un augment en el contingut lipidic i energetic de la llet materna. Aixi, autors
com Zachariassen et al. objectiven un augment significatiu de greix i energia en la llet
de mares amb IMC per sobre de 25 kg/m? des de la segona fins a la sisena setmana de
lactancia (117); Burianova et al. descriuen una diferéncia de concentracié de + 0,5 g/dl
de proteina per a mares amb un IMC major de 30 kg/m? (71) i Dritsakou et al.
descriuen aquestes troballes tant en calostre com en llet de transicié i madura (72). En
el nostre cas, la llet de setmana 1 (transicional) apuntava en la mateixa direccid, encara
gue sense significacid estadistica. S'ha especulat que el contingut incrementat de greix
i energia en la llet podria ser degut I'augment de les concentracions seriques d'acids
grassos lliures en dones obeses (78) o que es podria relacionar amb altres anomalies

metaboliques (72,122).

Bzikwoska et al., en lloc de categoritzar a les mares segons I'IlMC, es va basar en el pes i
la composicid corporal. Van objectivar una correlacié positiva entre el pes matern, el
percentatge de greix corporal i la massa muscular i la concentracié lipidica i proteica de
la llet, i una correlacié negativa amb el percentatge d’aigua corporal (78). Segurament,
la composicié corporal materna reflecteixi millor I'estat nutricional que I'lMC i sigui
una variable més precisa per avaluar I'impacte en la composicié de la llet materna (78),
pero la seva mesura tindria el desavantatge de requerir equipament especific (amb les
seves propies limitacions) i rendir resultats menys comparables a la resta de la

bibliografia disponible.

Respecte a la possible afectacid sobre altres macronutrients, els resultats en la
literatura soén discordants (73,82,122,129-131,150). Segurament el fet que alguns
d’aquests estudis treballen amb mostres matinals i d’altres amb un pool representatiu
de tot el dia, i que alguns es focalitzen amb mares de nadons a terme i d’altres amb

mares de prematurs influeix en aquestes discrepancies.

Respecte a les mares afectes de malnutricié (definida com IMC menor a 18 kg/mz) no
hem trobat diferencies en la composicio de la llet pero el nimero de puerperes amb

malnutricié era petit (< 10). Els ultims estudis descriuen que no existeix una clara
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associacio entre el contingut de macronutrients de la llet i la dieta materna, a excepcio
dels casos extrems (36,52,72,78,266,267). S’hipotetitza que existeixen mecanismes
fisiologics compensatoris que podrien actuar com a tamponadors de forma que la
composicido de macronutrients de la llet es mantindria estable a pesar de les variacions

nutricionals maternes (119,267,268).

2.1.3. Consum de substancies

Els principis actius de les tres substancies estudiades es secreten en llet materna (269).
Els metabolits del tabac - nicotina i cotinina - apareixen en llet (137-139), I'alcohol
consumit per una mare lactant passa facilment a la llet a concentracions similars a les
del torrent sanguini (270) i la cafeina, encara que probablement en baixa concentracio
en lallet, i es pot acumular en el nado per la immaduresa de la via metabolica hepatica
(271). En la nostra cohort, el niumero de mares que van declarar consum de
substancies, particularment alcohol, durant la lactancia va ser petit i aix0 va limitar la
capacitat per a obtenir conclusions de la seva analisi. En el cas del tabac, les xifres son
menors a les descrites a la literatura (136). Donat que el consum de toxics es va definir
segons |'entrevista a la mare i no segons mesures sobre matriu biologica, es podria

donar el cas que no fos declarat o bé fos infraestimat.

Entre els efectes descrits en la literatura del consum de substancies, destaquen una
disminucio de la produccio lactia, que ja per si mateixa podria alterar la composicié de
la llet materna, i canvis en el sabor de la llet, podria provocar una disminucié de la
gana i secundariament de la produccid, encara que aix0 no aplicaria en la nostra

poblacid (272).

El consum de tabac es pot analitzar segons si I'exposici6 només ha sigut
pregestacional, o bé durant la gestacidé i/o durant la lactancia. S’ha postulat que la
presencia i diposit de nicotina i cotinina en el teixit adipds de la glandula altera la
lactogénesis (71,115,122,136). Tot i que varis autors han publicat que la concentracid
de greixos en llet materna de mares fumadores és menor per disminucio de la

prolactina circulant (71,115,122), també és plausible que a causa de que el tabac
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inhibeix I'activitat hepatica de la lipoproteina lipasa i augmenta triglicérids, colesterol i
lipoproteines de baixa densitat serics, aquests nivells superiors es poguessin reflectir
en la llet (de forma similar al que es postula que passa amb |'edat materna). Després
d'ajustar per factors de confusid, no hem detectat diferencies en la concentracié de
macronutrients entre mares fumadores en qualsevol moment enfront mares no

fumadores.

L’Academia Americana de Pediatria considera que el consum de cafeina és compatible
amb la lactancia materna, pero n’aconsella un consum menor a 300 mg/dia (141). Igual
gue en el nostre estudi, la revisié de Nehlig de I'any 1994 concloia que el consum de
café no afectava a la composicié de la llet materna, i n’estimulava lleugerament la

produccié (143).

2.1.4. Altres caracteristiques maternes

No vam detectar associacions entre les concentracions de macronutrients i energia en
llet i altres caracteristiques maternes (entre els diferents origens etnics de les mares,
diferents patologies de base com ara la diabetis gestacional o en casos de cirurgia

mamaria).

D’aquests factors, el més estudiat és la diabetis gestacional, i I'’evidéncia a la literatura
és controvertida. Dritsakou et al. van descriure que les mares afectes presentaven una
menor concentracié de proteines i una major concentracio de greixos i energia en la
llet de transicio i en la llet madura (72), mentre que Shapira et al. van trobar que la
concentracié de lipids i energia disminuia a partir del mes (134,273). Possiblement el
grau en que estigui controlada la malaltia tindra també especial rellevancia i totes les
nostres participants amb diabetis gestacional tenien un control glicemic adequat. Tal i
com conclou en la seva revisio Peila et al. I'any 2020 és probable que la diabetis
gestacional alteri la composicio de la llet materna a diferents nivells, perd soén

necessaris més estudis per treure conclusions robustes (133).
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Semblaria plausible que la manipulacié quirdrgica de la glandula i/o la preséncia d’un
cos estrany pugés alterar el seu funcionament. No obstant, nosaltres no hem trobat
diferéncies en el contingut de macronutrients, encara que no podem descartar que
sigui degut a una insuficient grandaria mostral. Els estudis sobre I'impacte de la
cirurgia mamaria es centren en la produccio de llet, pero no sobre la composicié de la

mateixa, pel gue no sén comparables al nostre.

2.2. GESTACIONALS

2.2.1. Gestacio multiple

Sén escassos els estudis que consideren el part multiple quan s'estudia la composicid
de la llet. Congiu et al. va descriure un major contingut proteic (1,53 vs 1,29 g/dl) i un
menor contingut lipidic (6,34 vs 6,72 g/dl) en llet de mares després de part multiple,
pero en una mostra petita (9 multiples i 28 fills Unics nascuts entre 24 i 28 setmanes de
gestacid), mentre que els nostres resultats apunten a una menor concentracio de
proteines i energia a la llet del primer mes en aquestes mares. L’analisi multivariant
mostra que la gestacid multiple és una variable determinant en la concentracié de
proteines en la quarta setmana, de forma que I'embaras gemel-lar implica un descens
de la concentracié de 0,17 mg/dl. La proporcié molt més alta de nadons de baix pes
per a I'edat gestacional en el grup de gestacido multiple de |'estudi italia (18,6 vs 3,7%)

podria explicar aquestes discrepancies (144).

La nostra troballa es podria argumentar en base al descrit per Nommsen et al. Segons
el seu estudi, realitzat en nounats a terme i majors a 6 mesos, a major quantitat de llet
produida, menor contingut de proteina i major contingut de lactosa (274).
Malauradament, no disposem de dades sobre la produccié de llet dels nostres
participants i podria haver-hi un biaix de seleccid a causa del requisit d’inclusio de
comptar amb un volum de llet suficient per cobrir les necessitats d'alimentacid, que

implicaria una major produccié en les participants que alletaven a més d’un nadé.
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2.2.2. Trastorn hipertensiu de I’'embaras

En el nostre estudi observem que aquestes mares tindrien una evolucié particular en el
contingut proteic i energetic de la llet, amb concentracions més baixes la primera
setmana i més altes a partir del mes. L’analisi multivariant mostra que el trastorn
hipertensiu de 'embaras és una variable determinant en la concentracié d’energia de
la primera setmana, suposant una disminucié en la concentracié d’energia de 12,4
kcal/dl. Pocs estudis han abordat I'efecte de la preeclampsia en la composicio de la llet
materna. S’ha descrit un menor contingut de macronutrients en la llet dels primers
dies en un grup de dones primipares amb preeclampsia després d’un part a terme
(122) i un contingut més alt de proteines i energia en la llet madura després del part

prematur (145,146), d'acord amb els nostres resultats.

Aqguesta peculiaritat podria afavorir I'adaptacié dels nadons de mares amb
preeclampsia, nounats amb major prevalencga de restriccié del creixement intrauteri;
aixi, el rebre llet de la seva propia mare suposaria una menor carga nutricional durant
els primers dies que evitaria el sindrome de realimentacio i posteriorment I'augment

del contingut proteic i energetic contribuiria a iniciar la recuperacid del creixement.

2.2.3. Retras de creixement intrauteri

La relacid entre el creixement fetal suboptim i els macronutrients de la llet materna és
controvertida, probablement a causa de I'heterogeneitat en la definicié de retras de
creixement intrauteri i en les diferents edats gestacionals estudiades. En el nostre
estudi, la llet de les mares de nadons afectes d’un retras de creixement intrauteri
presenta un major contingut proteic la setmana 4 i durant el primer mes de lactancia.
L’analisi multivariant mostra que el retras de creixement intrauteri és una variable
determinant en la concentracid de proteines en el primer mes de lactancia, suposant
un increment en la concentracié de 0,22 mg/dl. Correia et al. va descriure,
contrariament als nostres resultats, una associacié negativa feble amb el contingut de

greixos pero no de proteines durant les primeres setmanes, que pot ser deguda a
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diferencies en altres caracteristiques maternes (IMC, historial de lactancia) que hem

trobat que tenen efecte i que no van ser incloses en els seus analisis (145).

Els resultats de la concentracié de macronutrients en la llet madura de mares amb
preeclampsia i nadons amb retras de creixement intrauteri, patologies que poden

mostrar solapament, sdn congruents.

2.2.4. Via de part i presencia de treball de part previ al
naixement

Nissen et al. va descriure diferents nivells hormonals (especialment d’oxitocina i de
prolactina) segons el tipus de part (275). Els diferents nivells hormonals en funcié del
tipus de part podrien canviar la composicié de la llet materna pero existeixen
controversies en la literatura respecte quin és I'efecte exacte. Alguns autors
descriurien canvis en la concentracié de proteines (71,114,121), d’altres, en canvi, no
troben diferéncies (70). A part de les diferéncies metodologiques existents entre
aquest treballs, és possible que no s’hagi donat prou importancia al solapament entre
la via de part i la presencia o no de treball de part o contraccions uterines. Els canvis en
els nivells circulants d’insulina, glucocorticoides i progesterona que es donen durant el
part i deguts al dolor provocat per les contraccions uterines (119,276) podrien influir

en la concentracioé de proteines i energia.

Segons els nostres resultats, la via de part (vaginal versus cesaria) no tindria un efecte
notori sobre la concentracid de macronutrients de la llet materna; pero aquesta si que
es veuria afectada per la preséncia o no de treball de part, que es relacionaria amb una
major concentracié de lipids i energia la primera setmana i una menor concentracié de
proteines a la setmana 4 independentment de la via final de part. L’analisi multivariant
mostra que la presencia de treball de part abans del naixement és una variable
relacionada amb la concentracié de proteines en la quarta setmana, i s'associa a un

augment del contingut proteic de 0,24 g/dlI.
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S’ha descrit que la probabilitat de parir per cesaria es podria relacionar amb la
presencia d’obesitat materna (121), fet que podria afectar els resultats relacionats
amb la concentracio de lipids, proteines i energia de la llet materna. Aquesta relacié no

es va detectar en el nostre estudi.

2.2.5. Lactancies préevies

Tal com es va descriure anteriorment en una cohort de mares que van donar a llum
molt prematurament (117), en el nostre estudi, les dones per a les quals no va ser la
primera lactancia materna mostraven una concentracio de proteines més baixa durant
el primer mes. S'ha especulat que aix0 es deu a un inici més rapid de la lactogenesi
tipus Il i a un augment de la produccié de llet (117). Aquests resultats sdn congruents
amb les nostres troballes en cas de gestacid multiple, on una probable major
produccié de llet (donat que era criteri de inclusio el produir llet suficient per a tots els

seus nadons) també implica una menor concentracié de proteines.

Sorprenentment, dins d'aquest subgrup de mares que tenien una lactancia preévia,
també vam descriure una correlacié positiva entre la durada de la lactancia previa i el
contingut de proteines de la llet durant les primeres 4 setmanes després del part,
encara que aquestes xifres sén menors que en les mares que lactaven per primera
vegada. Encara que pugui semblar incoherent, s'ha reportat que el contingut de
proteines augmenta en lactancies molt perllongades (més de 12 mesos) o en tandem
(153). Es podria especular que la durada de la lactancia prévia o un periode
d'interlactacid més curt (com s'esperaria que s'associés amb periodes més llargs de
lactancia materna d'un germa gran) podria tenir un impacte en la composicio de la llet

de la seglient lactancia, tot i que no hem pogut trobar estudis relacionats.
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2.2.6. Altres caracteristiques gestacionals
Donat que els nivells d’hormones circulants podrien afectar el contingut de
macronutrients de la llet, seria factible que els corticoides administrats a la mare per a
la maduracio fetal poguessin tenir efecte sobre la composicié de la llet (115). No

obstant, en el nostre estudi no hem trobat diferéncies.

No hem trobat diferencies en relaciod a la paritat materna. En estudis previs, Bachour et
al. van descriure que la paritat es correlacionava de forma independent amb el
contingut lipidic de la llet fins a la gestacié nimero 3 (F = 11,87, p<0,05), i que el
contingut proteic tendia a decréixer, pero amb diferéncies estadisticament no
significatives (122). Burianova et al. no van descriure canvis en el contingut lipidic en
relacio amb la paritat, pero si augments en la concentracid de proteines i hidrats de
carboni, tot i que discrets (71). Aquest efecte es podria atribuir als canvis histologics i
anatomics de la glandula mamaria durant els embarassos successius (122). Es possible
gue I'edat materna actui com a factor confusor, donat que seria d’esperar que a major
numero de gestacions més edat materna i els estudis citats no van ajustar per aquesta
variable. En la nostra cohort hem detectat una correlacid lineal positiva debil entre

edat maternai la paritat (rho: 0,192, p=0,039).

En quant a les técniques de reproduccid assistida, no hem trobat relacié amb la
composicio de la llet materna. Tot i aix0, encara que gairebé un terg¢ de les gestacions
de les nostres participants procedien d’una fecundacid in vitro, el nostre estudi no
estava dissenyat especificament per detectar diferéncies entre aquests grups, i veient
com |'Us de la reproduccié assistida és cada cop més freqlient podria ser interessant
plantejar nous estudis encaminats a determinar si existeixen peculiaritats en les
lactancies posteriors a I’'Gs d’aquestes tecniques, tant en la produccio de llet com en la

seva composicio.
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3.1. NEONATALS

3.1.1. Edat gestacional

La influéncia de l'edat gestacional sobre la composicié de la llet materna en la
literatura és controvertida. La majoria d’autors descriuen un augment de proteines,
lipids i/o energia en les mostres de llet materna de mares amb parts abans de les 32
setmanes de gestacio (en alguns estudis de menys de 37 setmanes) a diferents punts
temporals de les primeres setmanes de lactancia (67,70,72,117,144). Tanmateix, hi ha
varis autors que no descriuen diferencies composicionals entre la llet de mares amb
nounats prematurs a diferents edats gestacionals o entre la llet de mares de nounats
prematurs i de nounats a terme (88,90,114,149,152). La discrepancia podria derivar
del fet que l'associacid6 semblaria feble i evident sobretot al comengament de la
lactancia o bé que es comparen diferents grups en diferents punts de tall (llet

prematura de diferents edats gestacionals o prematura versus terme).

El nostre estudi recolza la existéncia d’'una correlacié negativa entre I’edat gestacional i
la concentracido de proteines i energia durant el primer mes de lactancia. Aquesta
major concentracio de proteines després de parts de menor edat gestacional pot ser
causada per una glandula mamaria immadura on trobem una reduccié del flux
sanguini, una diferenciacio incompleta de les cel-lules epitelials i una abséncia de les
unions entre elles (153,154). Anderson et al. relacionen la major concentracio de
proteines en llet prematura amb una menor concentracid de carbohidrats atés que
tots dos formen part de la fraccid soluble en aigua, pero nosaltres no hem trobat
aquest efecte (277). Segons Arslanoglu et al. 'augment de la densitat nutricional de la
llet de les primeres setmanes en les mares de nounats molt prematurs podria
compensar parcialment la falta de traspas de nutrients a través de la placenta que

n’hauria d’ocdrrer durant el tercer trimestre de I'embaras (166).
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El disseny de recollida de mostres del nostre estudi va permetre la comparacié de la
composicido entre la llet de mares amb nounats molt prematurs i extremadament
prematurs segons |'edat postnatal (corresponent a etapes de lactancia materna
similars) i també segons |‘edat postmenstrual (corresponent a etapes de
desenvolupament neonatal similar). Els resultats de la Figura 18 (pagina 132) mostren
diferencies en la concentracié de proteines entre nounats molt prematurs i nounats
extremadament prematurs entre les 30 i 34 setmanes d’edat postmenstrual. Aquests
resultats demostren que els canvis temporals en la composicio de la llet venen
determinats per I'esdeveniment del part i no per una programacié relacionada amb el
desenvolupament de les etapes de la gestacid. Aixi, un nadd que va néixer a les 30
setmanes d’edat gestacional, a les 32 setmanes d’edat postmenstrual rebria més
proteina materna que un nadé en la mateixa edat postmenstrual perd nascut a les 24
setmanes de gestacid. Aquesta troballa també va ser descrita per Fischer et al. I'any
2019, tant en contingut proteic com en lipidic, pero entre llet prematura i a terme (70).
Tenint en compte que, si aquestes gestacions haguessin prosseguit normalment, els
dos fetus es trobarien en estadis de desenvolupament similar, és possible que el fet
gue el prematur de menor edat gestacional estigui reben menys nutrients pugui

influenciar parcialment en el seu creixement postnatal.

3.1.2. Pes al néixer

De forma congruent amb els resultats mencionats previament en relacié amb I'edat
gestacional, el pes al néixer presentaria una correlacié negativa amb la concentracié de

proteines i energia durant el primer mes de lactancia.
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3.1.3. Sexe del nounar

En contraposicié a recents estudis on es postula que les mares de nadons masculins
podrien tenir una major concentracié de macronutrients (tant proteines com energia)
en la llet (70,158,278) nosaltres no hem trobat diferéncies en la composicidé segons el
sexe del nounat. Tot i aix0, podria ser que aquestes diferéncies no fossin evidents per
la conjuncié de multiples factors com ara |'edat gestacional i el pes al néixer, les
gestacions multiples amb nadons de diferent sexe o les patologies maternes

estudiades que interferissin en els resultats.
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4. DESCRIPCIO DEL CREIXEMENT DE LA NOSTRA COHORT DE NOUNATS
MOLT PREMATURS

El naixement prematur d’'un nadé comporta que diferents processos fisiologics propis
del desenvolupament fetal tinguin lloc en un medi extrauteri. Un d’aquest processos és
el creixement; I'adequacié d’aquest creixement és molt important, ja que s’ha
demostrat que és un factor pronostic a llarg termini, també a nivell neurologic

(180,232,279).

Una de les dificultats per caracteritzar el creixement del nounat molt prematur i, per
poder comparar-lo entre diferents poblacions, és la falta de consens entre els

neonatolegs (185), doncs no existeixen unes directrius universals pel que fa a:

e E| metode per descriure’l

® Les corbes de referencia a utilitzar

e Els punts temporals que corresponen al comengament i final de I’analisi

e Quin son els punts de tall que diferencien un creixement adequat d’un

insuficient

Segons la revisio publicada I’'any 2017 per Fenton et al., el métode més utilitzat era la
velocitat de guany ponderal (tant en g/kg/dia com g/dia) seguit dels canvis en la
puntuacido Z en relaci6 amb un grafic intrauteri o de creixement; des del
naixement/ingrés, des de I'inici de I'estudi, des de I'alimentacié completa o des de la

recuperacié del pes al néixer fins a I'alta, al final de I’estudi o fins certa EPM (185).

El creixement postnatal és un procés dinamic, pel que internacionalment es recomana
utilitzar el canvi de puntuacié Z en el temps, i no una puntuacié Z aillada (280). Per
aquest motiu, en la present tesi es va optar per fer els calculs de creixement amb Ila
diferencia de puntuacié Z respecte al pes al néixer, tal i com recomanada I'Organitzacio
Mundial de la Salut (187), on valors positius equivaldrien a un creixement favorable, i

valors negatius a un desfavorable.
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Quan es valora el creixement postnatal basant-se amb la puntuacié Z és molt
important fer referéncia a la corba que s'empra per als corresponents calculs. En el
nostre estudi vam utilitzar les corbes de mida al néixer del projecte INTERGROWTH-

21st disponibles a https://intergrowth21.tghn.org (243); no hi ha moltes diferéncies

entre les diferents corbes de mida al néixer, i aquestes permeten el calcul de
puntuacio Z. Alguns dels nostres participants van ser donats d’alta més enlla de les 40
setmanes d’EPM, en aquests casos es van utilitzar les corbes de la OMS disponibles a

http://www.who.int/childgrowth/standards (281).

En el nostre estudi, la puntuacié Z del pes, la longitud i el perimetre cranial al
naixement eren proximes a 0, indicant un punt de partida proxim a la mitjana o al
percentil 50. Es va observar una progressiva caiguda de la puntuacio Z, tal com es sol
veure reflectit en la literatura (188,198,203,282), sent aquest canvi més marcat durant
els primers 28 dies de vida. Sdenz de Pipadn et al. van publicar I'any 2014 els resultats
d'un estudi prospectiu en una mostra de 111 nounats de < 1.500 g i < 34 setmanes
d’edat gestacional on va observar un descens de la puntuacié Z de pes de -0,97 en les
primeres 5 setmanes, similar al nostre -0,83 en les primeres 4 setmanes (188). Altres
estudis també havien descrit aquesta evolucié dual, amb un periode inicial de major
perdua de puntuacio Z i un periode posterior més estable, corresponent el primer a un
major consum metabolic, a fases més greus de la patologia aguda dels prematurs i/o a
més dificultats per a l'administracié d'una adequada nutricié (205,282,283). En el
nostre estudi el canvi de puntuacio Z de pes, longitud i perimetre cranial als 28 dies es
correlacionaven amb la canvi de puntuacid Z a les 36 setmanes d’EPM i a l'alta
(fortament en el cas del pes), pel que considerem aquest primer mes com un periode

determinant en |’evolucio ponderal posterior.

De forma global, el pes va presentar un descens de puntuacié Z acumulat més
important a les 36 setmanes d’EPM amb certa recuperacido en el moment de l'alta
hospitalaria, pero sense tornar als valors del naixement. Fenton et al. van descriure
que les taxes més altes de restriccid de creixement extrauteri sén al voltant de la
setmana 37 d’EPM ja que després d’aquest moment, els nounats prematurs solen

experimentar certa recuperacié en comparacido amb els seus equivalents a terme
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(207), per tant és probable que alguns nadons ingressats més enlla de les 36-37
setmanes d’EPM presentessin cert guany de puntuacio Z, troballa també descrita en
altres Unitats Neonatals espanyoles (198). La puntuacié Z de la longitud, en canvi, va
presentar un descens progressiu i mantingut, sense milloria pre-alta. La puntuacié Z de
perimetre cranial va caure de forma molt marcada durant els primers 28 dies de vida
pero va millorar posteriorment, mantenint-se propera al 0 a l'alta; aquest era el
parametre antropometric menys alterat en el moment de I'alta, com van descriure
altres autors (88,203). Els canvis en el perimetre cranial als primers 28 dies es pot
veure influenciada per la perdua fisiologica de liquids propia dels primers dies de vida
(204) i es creu que en periodes de relativa falta de nutrients, el cos conserva el
creixement del perimetre cefalic, fet que podria explicar la recuperacié posterior

(88,284,285).

En termes de canvi de puntuacio Z, la seleccié del punt de tall per diagnosticar un
fracas de creixement postnatal també és motiu de debat. Alguns autors utilitzen una
canvi major a 0,8 (és aquella que aniria més enlla de la pérdua fisiologica) (205), major
a 1,28 (representaria el percentil 10 en una distribucié gaussiana) (286), major a 1,34
(el doble de la suggerida per definir creixement recuperador) (189), entre d’altres. En
el nostre treball vam definir fracas de creixement postnatal similar a com fa I’Acadéemia
Americana de Nutricid i Dietética (Que anomenen “malnutricié neonatal”) com: absent
o lleu equivalent a canvi de puntuacié Z menor a 1,2; moderada equivalent a canvi de
puntuacié Z entre 1,2 i 2; greu equivalent a canvi de puntuacié Z major a 2 (204).
L’ideal seria escollir el/s punt/s de tall que correlacionessin millor amb el creixement i

neurodesenvolupament ulterior, tot i que falta consens al respecte (287,288).

La incidencia global de fracas del creixement postnatal segons pes en la nostra
poblacié d’estudi va ser de 58,3% a l'alta i segons longitud, 50,8%; en linia amb
publicacions previes (188,198,203,282). La pérdua maxima despres de néixer es va
produir de mitjana als 4,7 + 4,0 dies de vida perdo amb un ventall molt ampli. Tot i que
alguns autors postulen que s’hauria de valorar el creixement un cop superada la base
inicial de perdua de pes, vam optat per partir del pes al néixer, ja que és el punt més

utilitzat a nivell de practica clinica i tal com refereix Cormack et al. és un punt temporal
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Unic i minimitza possibles errors (18). Respecte al punt final de I’analisi, molts autors
utilitzen I'alta a domicili, en canvi, d’altres opinen que el més adequat és fer-ho a
determinada EPM propera al terme (176,181,289). En el nostre estudi vam utilitzar les
36 setmanes d’edat postmenstrual i I'alta hospitalaria, donant més importancia en
aquest darrer perque en el primer punt només disposaven de dades del 71,5% de la
cohort i, a més, la transformacié de les dades a puntuacié Z ja té en compte I'edat

postmenstrual o cronologica.

No hem utilitzat el perimetre cranial per a la identificacié dels pacients amb fracas del
creixement, perqué tot i que es coneix que la seva evolucid depen en part de la
nutricié rebuda (229,284), es pot veure fortament influenciat per altres mobilitats
associades a la immaduresa com ara I’hemorragia intraventricular o la leucomalacia

periventricular (204).

El creixement de la nostra cohort va ser similar a altres descrites a la literatura en qué
es va definir aquest parametre mitjangant g/kg/dia o punt de tall de percentil a I'alta.
En el nostre estudi, la mitjana de guany ponderal diari des del naixement fins a I'alta
hospitalaria va ser de 18,9 * 3,9 g/dia (rang: 5,1 — 31,2) i la incidéncia de pes per sota
del percentil 10 a I'alta a ser 48,9%, ambos similars a la reportada per Avila-Alvarez et

al. en una altra cohort nacional de nounats molt prematurs (22).

4.1. DIFERENCIES ENTRE ELS NOUNATS MOLT PREMATURS | ELS
NOUNATS EXTREMADAMENT PREMATURS

Les evolucions de les puntuacid Z van ser diferents entre els recents nascuts molt
prematurs i extremadament prematurs de la nostra cohort en referencia al pes i

perimetre cranial.

Al mes de vida els nounats extremadament prematurs presentaven una major
incidéncia de fracas de creixement segons pes (sense diferéncies en la intensitat de la
perdua de pes fisiologica), probablement indicant que I'afectacié inicial del creixement
és més marcada en aquest subgrup. En el moment de l'alta hospitalaria aquests
nadons presentaven un descens mitja de la puntuacié Z de pes des del naixement fins
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a de -1,77, molt similar al -1,7 descrit per Garcia-Mufoz et al. en una cohort de 4.520
nounats de < 28 setmanes de gestacido (282). Respecte a la longitud, el canvi de
puntuacid Z es mantinguda durant tot el periode sense diferéncies estadisticament
significatives. En el grup de nounat extremadament prematurs, la caiguda de
puntuacid Z de perimetre cranial era més accentuada als 28 dies de vida, millorant
posteriorment, fet que podria estar en part relacionat amb la subjeccid de la ventilacié
no invasiva (tenint en compte que, a menor edat gestacional en principi major
necessitat de suport respiratori o més perllongat). Els nostres resultats sén congruents
en les troballes descrites en la literatura (25,179,189,290,291). Els pacients més
immadurs presenten un major risc de creixement postnatal deficient, atribuint-se a
una major vulnerabilitat i un major risc de desenvolupar complicacions propies de la

prematuritat que interfereixen negativament amb I’evolucié somatometrica.

4.2. DIFERENCIES ENTRE PACIENTS AFECTES DE RETRAS DE
CREIXEMENT INTRAUTERI I NO

Per a la definicio de pacients afectes de retras de creixement intrauteri es va utilitzar la
classificacio obstetrica, enlloc del percentil al néixer, per centrar-se en els pacients
amb un mal creixement durant la gestacid enlloc dels nadons constitucionalment

petits.

Els pacients amb retras de creixement intrauteri van presentar un comportament
diferent al de la resta de la mostra, troballa descrita també per altres autors
(189,191,203). Un factor que podria afectar a la descripcié del creixement d’aquest
subgrup seria I'edat gestacional, ja que es veu afectada per les decisions obstetriques
gue es prenguin davant d’'un embaras patologic, pero en la nostra mostra no hi havia
diferencies estadisticament significatives entre I'edat gestacional mitjana global i la

d’aquests pacients (29,2 + 1,5 vs 28,7 + 2,5, p=0,319).

A nivell de pes, presentaven menors caigudes de puntuacio Z en els diferents punt de
tall avaluats. Tot i aix0, el valor net d’aquesta puntuacio era sempre menor al dels seu
equivalents no afectes, i a I'alta continuaven lluny d’ells [(-2,20) + 0,79 vs (-1,26) +
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0,94, p<0,001]. En els resultats globals hem descrit una certa recuperacio del pes en
aquells nadons ingressats més enlla de les 36 setmanes d’EPM (especialment en el cas
de prematurs de 28 a 32 setmanes de gestacidé) que no hem observat en aquests
pacients. Pel contrari, a nivell de longitud, el canvi de puntuacié Z era més negatiu que
el dels seu equivalents no afectes, mostrant una marcada diferencia al moment de
I'alta, (-3,01) + 1,12 vs (-1,27) #1,61 (p<0,001). A nivell de perimetre cranial
presentaven una distribucié similar a la resta de la cohort, amb el major canvi de
puntuacio Z als 28 dies, i una recuperacio posterior que inclus els permetia tenir una
millor puntuacio Z a 'alta que al néixer, pero de nou lluny dels seus equivalents (-0,50
+ 1,13 vs -1,19 £ 0,84, p=0,006). Aixi, el nostre estudi va descriure una major afectacio
del creixement longitudinal que del ponderal o cefalic. Aquestes troballes sén
importants ja que el creixement longitudinal pot reflectir I'increment de massa magra i
I'acrecid proteica, i hi ha publicacions que associen la restriccio longitudinal i cefalica

amb pitjors resultats neurologics a llarg termini (180,292-294).

Tot i que pugui semblar incoherent veient la Figura 20, els nadons amb diagnostic de
retras de creixement intrauteri presentaven menys incidencia de fracas del creixement
postnatal segons la definicié utilitzada. Aquesta troballa ja havia sigut descrita
anteriorment (25,176,189,191), com per exemple en |'estudi de Krauel et al., on
s’avalua el creixement de 2317 prematurs de 55 Unitats Neonatals espanyoles, i es va
postular que aquest resultat es podria deure al fet que els nadons afectes de retras de
creixement intrauteri presentaven una menor perdua de liquid els primers dies de vida
(en la nostra poblacié no hi ha diferéncies entre la pérdua ponderal dels afectes o no
per retras de creixement intrauteri) o bé una reprogramacié metabolica deguda a la

precarietat nutricional que havien estat sotmesos intrauter (198).

Es possible que la definici6 de fracas de creixement hagi de ser diferent per als
pacients amb retras de creixement intrauteri. Figueras et al. van estudiar I'any 2020 el
creixement postnatal de nadons molt prematurs, no en funcié del creixement
intrauteri en si, pero si en funcidé de si havien nascut amb un pes adequat o amb un
baix pes, descrivint un patrd similar al nostre. Van concloure que la investigacid

referent al creixement postnatal del nounat prematur s’hauria de tenir en compte si el
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nadd havia nascut amb un pes adequat o no, ja que en aquest darrer cas, I'evolucié
durant lI'ingrés podria ser una continuacié del patré intrauteri més que un fracas

postnatal (191), tal i com succeeix en la nostra série.

Si un nadd neix després d’haver assolir el seu potencial teoric de creixement, sembla
adequat monitoritzar-ne el canvi; perd en el cas que un nadd no I'hagi assolit, ja
parteix d’un punt inicial patologic, i encara que la seva evolucid sigui teoricament
“favorable” el seu estat basal continua sent preocupant. La definicié del canvi de
puntuacid Z des del naixement avalua especificament el component de fracas
postnatal. Segons els nostres resultats, semblaria que la monitoritzacio de la longitud
ens podria donar més informacid en aquest subgrup de pacients. Tot i aix0, no existeix
actualment evidéncia que relacioni el creixement amb els resultats neurologics i
metabolics posteriors en nounats molt prematurs amb antecedent de retras de
creixement intrauteri que permeti definir quina és la trajectoria de creixement

postnatal més adient (181,295).
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5. DESCRIPCIO DE LA NUTRICIO REBUDA

Durant el temps de realitzacié de I'estudi no hi va haver canvis ens els protocols de

nutricio parenteral i enteral del nounat molt prematur.

5.1. NUTRICIO PARENTERAL

Segons els protocols de nutricio dels nostres hospitals, tots els nounats molt prematurs
haurien de rebre nutricié parenteral des del naixement fins a corroborar una correcta
tolerancia enteral progressiva. Tot i aixi, 15 participants de la nostra poblacié d’estudi
van rebre perfusid glucosalina enlloc de nutricid parenteral. Tots ells eren nadons
“sans” a pesar del naixement prematur, sense necessitat de suport respiratori, amb
una bona puntuacidé Z de pes al néixer i una rapida tolerancia enteral . En aquest grup
de pacients, vam descriure una major péerdua de pes inicial, perdo no vam descriure
diferencies estadisticament significatives en quan a canvi de puntuacié Z de pes o
incidencia de fracas de creixement a l'alta respecte als nounats prematurs de les
mateixes setmanes de gestacid que si van rebre nutricid parenteral. En linies generals,
es considera que un suport nutricional optimitzat es relaciona amb un milloria en el
creixement del pacient molt prematur, i la literatura dels ultims anys recolza

Ill

administrar nutricié parenteral “agressiva” en aquest nadons (235,296,297). Creiem
gue no hem descrit diferencies perque probablement aquest subgrup de pacients
estava molt seleccionat i per falta de poténcia estadistica. Aquesta tendéncia és
concordant amb linterés internacional en implementar una nutricié enteral total
rapida en pacients molt prematurs de menor risc, tal i com es porta a terme
actualment en la investigacié de Mitchell et al (298). Es possible que els seus resultats

puguin donar base a aquesta practica, pero en el moment actual aquesta recomanacié

no esta recollida a les guies disponibles.
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5.2. NUTRICIO ENTERAL

La taxa de lactancia amb llet de la propia mare era menor al 80% la primera setmana,
fet que canviava a partir de la segona, on es mantenia de forma constant per sobre del
85% en aquesta cohort seleccionada. Tot i el criteri d’inclusid, pel que la produccié de
llet materna havia de ser major a les necessitats del nounat participant, aquest era
dificil de determinar dia a dia per la irregularitat en la disponibilitat/necessitat de la llet
materna propia (mares que no acudien a la unitat tots els dies, mares que tenien una
produccié lactia irregular, canvis bruscs en l'alimentacié del nadd per incidencies

cliniques, etc).

En la nostra cohort, I'alimentacié enteral es va comengar de forma molt precog
comparat amb altres estudis (176,280), amb prop del 95% de recents nascut molt
prematurs rebent-la dins de les primeres 48 hores de vida. Aix0 es va seguir d’una
adequada progressié amb un assoliment de la nutricié enteral completa (definida com
a major a 120 ml/kg/dia) al final de la primera setmana de mitjana i amb ingestes que
superen els 135 ml/kg/dia de mediana a partir de la segona setmana; a diferencia, per
exemple, de I'estudi publicat per Cabrera Lafuente et al. en una altre cohort de 176

nounats molt prematurs espanyols (88).

5.3. INGESTA ENTERAL DE MACRONUTRIENTS

La ingesta suboptima de proteines, energia i altres nutrients pot tenir repercussions
negatives a nivell de creixement i neurodesenvolupament en el nounat molt prematur

(18,172,176,208,299).

En la nostra cohort, vam descriure que a partir de la segona setmana, la mitjana
d’ingesta de proteines s’apropava als 3,5 g/kg/dia i la d’energia superava els 110
kcal/kg/dia, similar a descrita per altres autors (300,301); no obstant, una troballa a

destacar era una ratio proteina/energia persistentment per sota de les recomanacions
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oficials de 'ESPGHAN, que probablement tradueix que els nounats molt prematurs de

la nostra poblacio tendien a tenir una major aportacio calorica, que no pas proteica.

S’ha estimat que els requeriments d'aminoacids necessaris per al creixement i sintesis
de proteines varien en funcié de les setmanes de gestacio: entre les 24 i les 30
setmanes, son de 3,6 a 4,8 g/kg/dia; entre les 30 i les 36 setmanes, sén de 2-3
g/kg/dia; i al terme, sén 1,5-2 g/kg/dia (295) i que la ingesta minima de proteina
després d’un part prematur hauria de ser almenys de 3 g/kg/dia (302,303). La
bibliografia suggereix que ingestes energetiques inferiors a 100 kcal/kg/dia sén
insuficients per cobrir les necessitats del nounat molt prematur (304); i que, ingestes
d’energia més altes (entre 140-150 kcal/kg/dia) semblarien segures pero podrien
comportar un diposit excessiu de massa grassa (303). En la nostra cohort, a la quarta
setmana de vida, una cinquena part dels pacients alimentats exclusivament amb
enteral rebien menys de 3 g/kg/dia de proteina i només 7,1% menys de 100
kcal/kg/dia. Es creu, a més, que no només la ingesta aillada d’un nutrient és important
per al creixement i el desenvolupament dels organs, sind que es necessita una
proporcié proteina/energia adequada (295). Quan la ratio proteina/energia es manté
entre aproximadament 3 i 3,6 g/100 kcal sembla que percentatge de massa magra i
grassa seria proxim tan a les referéncies intrauterines com de nadons a terme (304). En
la nostra cohort, el percentatge a la quarta setmana per sota d’aquestes

recomanacions de ratio augmenta fins al 65,7%.

Varis autors han explorat la ingesta de macronutrients dels nounats molt prematurs i
les han comparat amb les recomanacions nutricional oficials, amb troballes similars a
les nostres, amb una inadequada ingesta de proteines, especialment en les primeres
setmanes de vida (21,172,176,250,305). Tanmateix, respecte la ingesta d'energia,
alguns autors reporten que normalment es compleixen les recomanacions (250,306) i
d’altres mostren una ingesta insuficient (307,308). S’ha de tenir en compte que pocs
estudis reporten les ingestes reals de macronutrients de la llet materna, sind que
treballen amb ingestes estimades, per la dificultat en determinar la seva composicié en
la practica clinica (250). En I'assaig clinic de Tonkin et al. de I'any 2018 es comparaven

dos regims de fortificacié amb diferent carrega proteica i es va trobar que, encara que
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els nounats prematurs de més de 1000g assolien les ingestes proteiques recomanades
a la primera setmana, els nounat prematurs de menys de 1000g no ho feien fins a les
tercera setmana (305). McLeod et al. va descriure I'any 2013 en un grup 36 nounats
molt prematurs que no s’assolien les ingestes proteiques recomanades fins a la tercera
setmana i les ingestes de ratio proteina/energia fins la quarta, utilitzant la
concentracido de macronutrients real de la llet. Va postular que una de les possibles
causes d’aquestes deficiencies acumulades, tot i la fortificacié estandard de la llet
humana, era la variabilitat en la composicié de la llet materna i va proposar I'Us de
regims de fortificacid estratificats per edat gestacional i I'Us d’analitzadors de llet per

auditar la nutricié enteral (172).

Un resultat que crida I'atencié del nostre estudi és que, a pesar d’aquesta rapida
progressid de la nutricié enteral (que implica que en la majoria de casos s’arriba a
volums de 80-100 ml/kg/dia dins de la primera setmana de vida), la mitjana d’inici de
la fortificacié és de 10,2 + 5,5 dies. Podrien plantejar-se diferents solucions per
optimitzar les aportacions proteiques. Les dues estratégies actualment més conegudes
son la fortificacio ajustada i la fortificacié individualitzada. La fortificacio ajustada, en
base a I'analisi seriat d’urea dels nadons, ha demostrat ser una estrategia relativament
senzilla i util per adequar la capacitat metabolica; tanmateix, un assaig que utilitzava
aquest metode va revelar que les ingestes proteiques podrien ser inferior a les
esperades (250) i, a més, cal recordar que la determinacié d'urea requereix
d’analitiques seriades. La fortificacié individualitzada podria disminuir el risc
d’infra/sobrealimentar als nadons, ja que afegiria la quantitat necessaria d’un nutrient
en funcié de la composicio especifica de la llet materna, pero I'analisi de la llet és una
tasca que requereix molt de temps i la seva aplicacio clinica a la practica habitual pot
ser limitada (75,86,309). Una altra possible solucié per aquest problema seria plantejar
una variant de la fortificacié individualitzada, que seria la fortificacio “doble”, amb un
fortificant multicomponent i un refor¢ amb un fortificant proteic. Aquest regim de
fortificacid es podria aplicar en els casos amb menor densitat proteica a la llet (fet que
significa que els analitzadors de llet materna serien necessaris en la practica clinica), en
nounats de menor edat gestacional o en aquells que presentessin caigudes rellevants
de puntuacions Z, perd son necessaris més estudis que avaluin aquesta practica.
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Un punt fort del treball que presentem és que els calculs d’ingesta enteral es van fer
majoritariament a partir de la composicié real - no estimada - de la llet materna i del
volum ingerit - no prescrit - pel pacient; ja que, en moltes ocasions, les ingestes
recomanades no sén les pautades, i les prescrites tampoc les ingerides perqué I'estat
clinic del pacient canvia (176,235). Les interrupcions evitables en la alimentacio
enteral, per exemple, disminueixin les aportacions i poden interferir en el creixement
del nounat prematur (235,310). De fet, segons els nostres resultats, més d’un quart
dels pacient van patir almenys una interrupcié de la nutricié enteral durant I'ingrés,

percentatge similar al publicat per altres autors (235,310).
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6. AFECTACIO DEL CREIXEMENT SEGONS LA INGESTA ENTERAL DE
PROTEINES | ENERGIA

Tot i que el creixement postnatal dels nounats molt prematurs ha millorat en les
Ultimes dos decades (22), segueix sent una patologia prevalent i, a més, alguns autors
han descrit un guany ponderal més lent entre els nadons alimentats amb llet humana
fortificada en comparacid amb els nadons prematurs alimentats amb fdérmula,
subratllant que existeix un espai de millora en la provisié de nutrients durant I'Gs de
llet materna propia i de llet de donant (311,312). Es important ampliar el coneixement
que tenim respecte a l'associacié entre I'alimentacié a base de llet humana i el

creixement postnatal del nadé prematur.

En el nostre estudi, existien algunes associacions entre la concentracié de
macronutrients en la llet i la ingesta enteral amb I'evolucié somatomeétrica. Una major
concentracio de proteines de la llet materna durant el primer mes es relacionava amb
una menor caiguda de la puntuacié Z de pes als 28 dies de vida i a les 36 setmanes
d’edat postmenstrual. La ingesta proteica i energetica del primer mes influia en el
creixement del perimetre cranial als 28 dies de vida i a les 36 setmanes d’edat
postmenstrual (amb un efecte petit en el cas de I'energia), perd no amb I'evolucié del
pes i la longitud. Amb els analisis ajustats per edat gestacional, antecedent de retras de
creixement intrauteri i comorbilitats associades a la prematuritat, la mitjana de
concentracio proteica de la llet materna del primer mes tenia un paper predictor en el
canvi de puntuacidé Z de pes als 28 dies de vida i de perimetre cranial a les 36 setmanes

d’edat postmenstrual.

Existeix una manca d’estandarditzacio a I’hora de reportar les possibles associacions
entre ingesta enteral (mesurades vs estimades, diaries vs acumulades, etc) i
creixement (com ja s’ha comentat préviament) i és dificil comparar resultats entre
estudis (18,21,88,172,188,208,209,235,300,313). Alguns autors treballen amb guany
ponderal enlloc de canvi de puntuacio Z; aixi, per exemple, McLeod et al. estimen que
cada 1g/dl/dia extra d’ingesta proteica equivaldria a 1 g/kg/dia de guany ponderal
(314), Yi-Hsuan et al. que equivaldria a 3,6 g/kg/dia (209) o Ernst et al. que equivaldria
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a 6,5 g/dia (313). Altres, com Hu et al., comparen 2 cohorts de infants de molt baix pes
al néixer afectes o no de restriccié del creixement (definida com pes menor al percentil
10 a I'alta) i descriuen en el primer grup les ingestes enterals de proteines i energia
eren significativament menors (235). Cal tenir en compte que els dissenys
retrospectius en el camp que ens pertoca tenen l'inconvenient que poden no
determinar correctament si el pacient rep menys nutrients perque esta més malalt, o

esta més malat i per aixd rep menys nutrients.

Respecte aquells treballs que comparteixen més similituds metodologiques amb la
present tesi, les troballes referents a les relacions existents entre la ingesta enteral de
macronutrients i el creixement primerenc dels nadons prematurs sén discordants

(88,188,208,288,300).

Hi ha varis autors que descriuen associacions més o menys fortes entre la ingesta
enteral proteica i el canvi de puntuacio Z de pes, tant al voltant del mes de vida com en
el nostre treball (188), com a I'edat equivalent al terme (21,300,315) a diferencia de
nosaltres. Power et al. van descriure en 116 prematurs menors de 30 setmanes de
gestacid que una major ingesta proteica s’associava amb una menor caiguda de
puntuacio Z de pes entre el naixement i 'edat equivalent a terme. En el seu estudi es
tenien en compte les provisions tant per via parenteral com per via enteral, mentre
que nosaltres, tot i que els analisis s’"han ajustat en funcié dels dies de nutricio
parenteral, no hem entrat en detall en aquest aspecte (21). No obstant, en estudis
previs en cohorts similars a la nostra, I'efecte de les aportacions de macronutrients per
via parenteral tenien un efecte sobre el creixement precog (primers 28 dies de vida)
perd no sobre el creixement tarda (a I'alta) (189). Han et al. van descriure en una
cohort de 133 nounats prematurs de 28 a 31 setmanes de gestacid, que cada 1
g/kg/dia més d’ingesta proteica durant els primers 28 dies s’associava amb un
increment de 0,5 punts de puntuacié Z de pes respectivament a I'edat equivalent a
teme. Tot i que les seves associacions sén més fortes que les descrites per nosaltres,
cal tenir en compte la seva poblacié d’estudi era molt més seleccionada, amb criteris
d’inclusié més restrictius que no incloien ni prematurs menors de 28 setmanes de

gestacid ni afectes de retras de creixement intrauteri ni comorbiditats com ara la
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displasia broncopulmonar (300) possiblement minimitzant el paper de la immaduresa i

de la malaltia en el creixement postnatal.

A diferéncia de les nostres troballes, alguns autors també han descrit que les
provisions caloriques tenen un efecte positiu sobre el canvi de puntuacié Z de pes a
I’edat equivalent al terme (188,208,300). Belfort et al. van descriure I'lany 2020 que per
cada 10 kcal/kg/dia existia una milloria de 0,62 punts. En el seu treball, les correlacions
entre concentracié de macronutrients de la llet materna i ingestes enterals diaries eren
més fortes, pero cal remarcar que els seus calculs d’ingesta no incloien la fortificacio, i
cal emfatitzar també que analitzaven la llet administrada a l'infant enlloc de llet
extreta per la mare (208). Saénz de Pipadn et al. van descriure una associacié entre la
ingesta enteral d'energia i una menor caiguda de puntuacié Z de pes a les 36 setmanes
de edat postmenstrual, perd els calculs d’ingesta de macronutrients es basaven en

estimacions (no en mesures reals) (188).

No vam trobar correlacions entre la ingesta de macronutrients i I’evolucié longitudinal
dels participants. Alguns autors tampoc troben aquestes correlacions (21,88,188,300),
pero Belfort et al. si, descrivint una milloria de 0,84 puntuacions Z de longitud a I'edat

equivalent a terme per cada g/kg/dia més de proteina (208).

Alguns factors poden haver influenciat en el fet que les associacions descrites entre
ingesta enteral i creixement siguin menors a les esperades. Es possible que en els
nostres centres les practiques nutricionals siguin menys homogeénies a I'esperat i, tot i
que la concentracié de macronutrients de la llet materna sigui variable, el fet que els
volums ingerits o el grau de fortificacid siguin amplis complica la interpretacid dels
resultats. Fenton et al. i Cormack et al. recomanen la valoracié setmanal del
creixement (evolucié de pes, longitud i perimetre cranial) i el reajust de I'alimentacié
varies vegades per setmana (comparant les ingestes parenterals i enterals amb els
estandards) (18,181). En la practica clinica diaria, és probable que els neonatolegs dels
centres participants tendeixin a vigilar més estricament i a nodrir amb més eémfasi
aquells nadons més immadurs o més malalts, o aquells que no estant creixent

adequadament, ja sigui optimitzant els volums d’ingesta i/o a la fortificacid. Segons els
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nostres resultats, els clinics augmentaven el percentatge de fortificant a partir de la
tercera o la quarta setmana de vida en aquells nadons que observaven una desviacio
de la corba de creixement de referéncia o estimaven un major risc de fracas de
creixement (per exemple, el 85% dels nounats prematurs de I'Hospital Clinic afectes
amb persistencia ductal o displasia broncopulmonar van rebre fortificacié al 5%). La
participacié de dos centres diferents i el caracter observacional del I'estudi pot haver
dificultat la deteccio d’associacions entre la ingesta de macronutrients i el creixement.
Tal i com disposem en els nostres centres, la disponibilitat i el compliment de protocols
especifics de nutricio enteral pot minimitzar les tasses de fracas de creixement

postnatal entre els pacients prematurs (316,317).

Un altre limitacié seria que es va assumir que el nado rebia la llet materna extreta
concomitantment, perd donada la produccié irregular de les mares, la ingesta en un
moment determinat podria no correspondre a la produccié del mateix moment, sent
aquest un punt rellevant. Aixi, en futurs estudis és important fer un disseny que reculli

en quin moment es administrada la llet mesurada.

Segons la literatura publicada, les tasses de creixement en les Unitats Neonatals
milloren coherentment amb les practiques nutricionals (5,50,100,102,103). No
obstant, cal destacar tres assaigs clinics randomitzats amb resultats inesperats. Aixi,
Maas et al. no va descriure milloria en el guany ponderal ni estatural en nounats de
menys de 32 setmanes de gestacid i de menys de 1500g de pes amb un augment de
0,6 g/kg/dia de proteina enteral (que equivalia a una ingesta mitjana de proteina de
4,3 g/kg/dia) (311). En linia amb els seus resultats, i amb anterioritat, Miller et al. i
Moya et al. tampoc van demostrar en els seus assaigs que un augment de la ingesta
enteral de proteines (de 3,6 g/kg/dia a 4,2 g/kg/dia en el primer cas; un increment de
0,6 g de proteina per cada 100 ml de llet fortificada en el segon cas) tinguessin
influencia en 'augment ponderal. També cal destacar el treball de Cabrera et al. en el
que no van descriuen associacions entre la ingesta de proteines o energia amb el
creixement. En el seu cas tenien una proporcio relativament alta d’infants alimentats
amb formula artificial. Seria d’esperar que la donada la menor variabilitat de

concentracio de macronutrients de la férmula artificial i donat el fet que computen els
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nutrients rebuts a través de la nutricid parenteral la seva capacitat predictora fos
major (88). Conceptes a profunditzar en el futur serien avaluar la capacitat
metabolitzadora que tenen els nounats molt prematurs - de forma que, tot i optimitzar
la ingesta de macronutrients, podria existir un efecte sostre que impedis que un excés
de proteines i energia desemboquessin en creixement somatic - i determinar quan
d’important és la ratio proteina/energia en el processament dels nutrients. També
seria possible que existis un biaix de publicacid, i que estudis amb resultats inesperats
pels investigadors (en aquest cas, una associacio debil entre ingesta de macronutrients

i creixement) tinguin menys probabilitat de resultar publicats.

El creixement no és un procés senzill d’investigar; esta modulat per una complexa
trama de factors - alguns no modificables (com la carga genética o I'edat gestacional al
néixer) i d’altres si (com el suport nutricional rebut o les malalties presentades durant
I'ingrés) (28,101,102) -, sent dificil aillar el paper independent de cadascun perqué
estan relacionats entre si (176,318). Respecte als factors nutricionals, cal tenir en
compte que el nounat prematur rep I'alimentacié tan per via parenteral com per via
enteral, i en aquest darrer cas, pot ser alimentat mitjangant diferents tipus de llets
humanes amb o sense suplements i/o diferents formules artificials. Es podria
hipotetitzar que no només la quantitat d’'un macronutrient en si és important, sind
també els subtipus (per exemple, caseina vs proteines de la llet), la proporcié de cada
un d’ells, la biodisponibilitat real després de la digesti6 (per exemple, la
biodisponibilitat de les proteines humanes és majors que la de les proteines bovines) o
la interaccid que poden tenir aquests macronutrients amb altres components de la llet
com micronutrients, hormones o factors de creixement (87,260,311). En base els
nostres resultats, els factors no nutricionals jugarien un paper important, especialment
la persistencia ductal (ja sigui per la patologia en si o perqué els clinics restringeixen la
ingesta hidrica d’aquests pacients). Sabem que certes patologies propies de la
immaduresa i la inflamacié desemboquen en un estat catabolic, un augment de la
despesa energética i una alteracié de I'absorcié i de I'Gs del nutrients (41). Sabem
també que I'edat gestacional i el transcurs de 'embaras (gestacié afecte de retras de
creixement intrauteri, gestacid multiple, infeccions congénites, etc) influeixen en
diferent mesura i poden modular el potencial geneétic individual. Caldria també
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dilucidar si existeixen altres factors poc coneguts que interferirien en el creixement del
prematur (188) com per exemple el possible efecte de I'estrés (319). La disminucié de
la incidencia de fracas de creixement postnatal en el pacient prematur anira
supeditada als avencos que es produeixin tant en la nutricid, especialment amb la
milloria de les estrategies de fortificacid, com en el nostre coneixement de las
capacitats de digestido absorcido i metabolisme del prematur, i la capacitat per a

disminuir les seves comorbiditats.
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7. FORTALESES | LIMITACIONS

El procés de I'extraccio, la manipulacid i I'emmagatzematge de la llet materna poden
modificar la concentracid de macronutrients. Un dels punts que dona robustesa als
nostres resultats és la homogeneitat en els processos de recollida de les mostres de
llet materna. S’acceptaven mostres de llet procedents d’extraccié manual o d’extraccié
eléctrica; tot i aixi, 'extraccid6 manual en les nostres unitats és molt poc freqient i
s’utilitza només durant els primers dies de vida del nadé per extreure calostre — que no
s’ha recollit en el nostre estudi. Per tant, és probable que practicament la totalitat de
les mostres del nostre treball procedeixen d’extraccié electrica i els seus resultats en
aquest sentit siguin homogenis. A més, es va intentar minimitzar la variabilitat al
principi i al final de les preses i entre elles en diferents moments del dia. Es demanava
a les mares que les mostres procedissin d’extraccions completes del pit (minim 15
minuts de durada i amb la sensacié de “pit buit”) per assegurar que la llet recollida
contingués tan component de primera llet com de llet final, més greixosa (260). Es
demanava també llet procedent de totes les extraccions del dia per amortir I'efecte
que tenen els ritmes circadians de la concentracid de macronutrients de la llet (97—
100). Totes les instruccions es proporcionaven a les participants de forma verbal i per

escrit.

Donat que tant els processos de refrigeracio com d’escalfament de la llet materna
poden canviar la seva composicio (36,69,102,103) vam ser molt curosos en el maneig
de la temperatura. Les mostres mai van ser congelades, es mantenien refrigerades un
maxim de 24 hores, conservacié que s’ha descrit segura (52). A I'hora de preparar les
mostres pels analisis de macronutrients, atemperaven la llet lentament a temperatura
ambient (I’habitacié on es duien a terme els analisis estava entre 18-252C) per a
posteriorment escalfar-la a 402C durant 2 minuts, procés que, en principi, no altera el

contingut de macronutrients.

En el moment en qué es va iniciar el nostre estudi tant la homogeneitzacié manual
(utilitzada en I'estudi) com la homogeneitzacié per métodes ultrasonografics estaven

acceptades (69,84). Treballs previs al nostre han utilitzat la homogeneitzacié manual
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(72,73); no obstant, la bibliografia posterior sembla ser més partidaria de métodes
ultrasonografics (84,87,129,157). La homogeneitzacid6 mitjancant metodes
ultrasonografics és especialment recomanada en cas de treballar amb mostres
congelades (84,92) i quan el temps entre la preparacié de la mostra i el analisis és
prolongat. En el nostre cas, hem treballat eminentment amb mostres fresques o
mostres refrigerades durant menys de 24 hores i el temps entre la preparacié i I'analisi
de la mostra era inferior a 30 minuts. Seria esperable que si el tipus i la duracio
d’homogeneitzacid tingués algun efecte sobre les nostres troballes, fos sobretot a
nivell de la concentracid de lipids i carbohidrats (87). Per a futurs estudis, es podria
utilitzar la homogeneitzacié sonica mitjangant un vibrador ultrasonic o sonicador sota
les directrius de Fusch et al. (87): durant un minim de 30 segons per a un ml de llet. En
el moment de realitzacido de I'estudi no estaven disponibles els kits de calibracio

externa de I'analitzador MIRIS.

El nombre de parelles mare-nadé que hem reclutat és elevat respecte als estudis
préviament publicats. Es dificil trobar un nombre adequat de mares que no només
puguin alimentar els seus nadons prematurs durant un periode prolongat (88) i sind
gue també estiguin disposades a participar en un estudi clinic quan pateixin una

experiéncia estressant (151).

Per altre banda, els nostres resultats no permeten diferenciar entre calostre i llet
transicional. Es va decidir esperar al final de la primera setmana de vida per a recollir la
primera mostra representativa de llet per a que el nounat molt prematur tingués tot el
calostre suficient abans d’oferir-li participar a I’estudi ja que en casos de part prematur
la lactogenesis es pot retrassar. Els analisis de macronutrients de les mostres es van
dur a terme de forma Unica. Alguns estudis confirmen els seus resultats fent analisis
per duplicat (70) o bé comprovant els resultats amb metodes classics (83), estrategia
gue probablement augmenta la fiabilitat dels resultats, especialment en casos amb
resultats extrems, per0 suposen un augment en el temps i en el volum de llet
necessaris. En quan a l'associacié de caracteristiques maternes i perinatals amb la
composicio de la llet, el fet de fer analisis univariants multiples augmenta la

probabilitat de descriure associacions casuals. Per aquest motiu, s’han realitzat analisis
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multivariants i s’ha donat més pes a les troballes congruents durant el primer mes de
lactancia més que les troballes en un moment puntual. S’ha de precisar que el canvis
de puntuacio Z de pes i longitud en si mateixos son indicadors incomplets ja que no
impliquen que els canvis en la composicidé corporal siguin els apropiats, que podria
estar més relacionada amb I'index de massa corporal. Aquest indicador esta ben
establert en poblacié pediatrica per la OMS i per I’ Académia Americana de Pediatria,
pero falten més estudis que valorin la seva aplicabilitat i valor pronostic en nounats
prematurs (320). En aquest sentit, probablement de cara a futurs estudis seria bo
determinar els canvis en contingut de massa magra i grassa mitjancant un
impedanciometre, sempre i quan puguin ser aplicables a la poblacié diana (en aquest

cas nadons molt prematurs).
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8. APLICABILITAT | UTILITAT DELS RESULTATS OBTINGUTS

Els informes anuals de vigilancia perinatal a Catalunya publicats pel Departament de
Salut mostren que el percentatge de prematuritat es troba estabilitzat des de fa 20
anys, al voltant del 7%. Dins d’aquests nadons prematurs, cada any neixen

aproximadament 1000 nadons de menys de 32 setmanes de gestacio (3).

Pel nounat molt prematur, la nutricié en els primeres setmanes de vida és un factor
determinant per la supervivencia, pel creixement, pel neurodesenvolupament i per la
salut a llarg termini (1,2). En aquests nadons la primera opcié per a I'alimentacio és la
llet de la seva propia mare perque ha demostrat disminuir varies de les comorbiditats
associades a la prematuritat (3-10) i millorar els resultats a nivell de
neurodesenvolupament (11). L'objectiu en el maneig nutricional del nounat molt
prematur ha de ser proporcionar tots els nutrients necessaris per aconseguir que la
seva velocitat de creixement i la seva composicié corporal siguin similars a la de un
fetus sa de la seva mateixa edat gestacional (12—14). La llet humana per si sola no pot
suportar 'acrecio de teixits i el creixement postnatal del nounat molt prematur i la
seva fortificacid és un estandard en la practica clinica (10,15). Tot i aix0, la incidéncia
retras de creixement extrauteri durant I'hospitalitzacié de la unitat de cures intensives
neonatals, també en les nostres, és elevat (16—18). Aquest retras de creixement
extrauteri es pot deure en part a les morbiditats associades a la immaduresa i en part a
un deficit acumulatiu d’energia i proteines en pacients amb poques reserves

endogenes ja que no les han pogut crear durant I'Gltim trimestre de I'embaras (10,19).

El nostre estudi proporciona quantioses dades longitudinals sobre les concentracions
de macronutrients en llet (625 mostres) de mares que van donar a llum de forma
prematura. En aquest sentit amplia els coneixements que tenim sobre la de la llet
materna prematura durant les primeres setmanes de vida. Segons els nostres
resultats, les concentracions mitjanes durant els 2 primers mesos de lactancia en cas
de part prematur serien aproximadament entre 1i 1,5 g/dl de proteines i entre 65i 75

kcal/dl d’energia. Tot i les diferéncies composicionals descrites en aquesta tesis, no
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sembla que puguem elaborar unes directrius predictores de contingut

macronutricional de la llet materna més enlla dels canvis temporals.

Els nadons de menors edat gestacional presenten un major risc de fracas postnatal de
creixement. Els nadons afectes de retras de creixement intrauteri tenien un
comportament peculiar. En aquests subgrups el control del creixement ha de ser
estricte, i I'evolucié seriada de la longitud i del perimetre cefalic ens podria donar més

informacié que el pes aillat.

Es important que s’utilitzin i s’apliquin protocols de nutricié enteral (on es defineixi el
tipus d’alimentacio, I'inici precog, la progressio i la fortificacid) perque es relacionen
amb el creixement i la salut del nounat molt prematur (316,317) i, alhora, que
s’adaptin a les necessitats particulars de cada pacient, en funcid de les caracteristiques
propies i de les comorbiditats que desenvolupi durant I'ingrés (188). El nostre estudi
déna suport a la necessitat d'analisis de la llet humana en la practica clinica, que es
podria focalitzar en mares amb factors associats a la produccié de llet amb menor
densitat nutricional (per exemple, en el cas de mares més joves i amb menor index de
massa corporal i de gestacions multiples no afectes de retras de creixement intrauteri,
ja que podrien tenir un contingut mitja de proteines més baix durant les primeres

setmanes de lactancia) o en els nadons amb un creixement postnatal deficient.

Els nostres resultats suggereixen que I'aportacié energetica es cenyeix a les
recomanacions oficials, pero I'aportacié proteica podria ser insuficient; ja sigui per la
variabilitat intrinseca de la llet materna o per les politiques de nutricié enteral i de
fortificacié. En les nostres unitats, s’hauria de mirar de no endarrerir la introduccié del
fortificant i caldria optimitzar les estrategies de fortificacié. En la nostra cohort la
ingesta calculada dels diferents macronutrients durant el primer mes tenia un impacte
petit en explicar el creixement fins aquest punt i durant l'ingrés, a diferencia d’alguns

altres estudis, pero alhora, en consonancia amb altres autors.
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Sabem que el creixement es veu afectat tant per factors nutricionals com per factors
no nutricionals; tanmateix, és probablement que també existeixin factors que no
coneixem bé (com ara altres components de la llet materna, un possible efecte sostre
en la metabolitzacié de macronutrients en alguns pacients i/o I'impacte de I'entorn o

de la malaltia intercurrent) que requereixen de futurs estudis.
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CONCLUSIONS

1. La composicié de macronutrients i d’energia de la llet materna del nounat molt
prematur canviava significativament en funcié de la setmana de lactancia i en

funcié d’algunes caracteristiques maternes, gestacionals i neonatals.

2. Al llarg de les primeres 4 setmanes de lactancia, la concentracioé de proteines,

lipids i energia disminuia i la concentracié de carbohidrats augmentava.

3. El contingut mitja proteic i energetic de la llet materna en funcid de les
setmanes de lactancia eren respectivament: a la setmana 1, 1,4 mg/dl i 73
kcal/dl; a la setmana 2, 1,3 mg/dl i 71 kcal/dl; a la setmana 4, 1,0 mg/dl i 67
kcal/dl; i a la setmana 8, 1,0 mg/dl i 70 kcal/dl.

4. La variabilitat composicional interindividual era elevada. Les mares més joves,
amb indexs de massa corporal més baixos, amb gestacions multiples i amb

creixement intrauteri normal tendien a una menor densitat proteica.

5. L'edat gestacional es correlacionava negativament amb el contingut de
proteines i d’energia, pero els canvis detectats eren clinicament poc rellevants.
Tot i aixi, els nadons prematurs extrems rebien significativament menys
proteina que els nadons molt prematurs entre les setmanes 30 i 34 d’edat

postmenstrual.
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6.

10.

Practicament tots els nounats molt prematurs participants a I'estudi van ser
donats d’alta amb una puntuacié Z de pes a I'alta menor que la del naixement.
Més de la meitat dels nounats molt prematurs presentaven un fracas del
creixement ponderal postnatal (sota la definicid establerta - caiguda de la
puntuacié Z des del naixement major a 1,2). L’evolucié somatometrica durant
el primer mes d’ingrés corresponia un periode critic respecte |'evolucié

posterior.

La restriccié del creixement postnatal era més intensa en nounats prematurs
extrems que en nounats molt prematurs. Els nadons que havien patit un retras
de creixement intrauteri, a pesar de quée el component de restriccié postnatal
durant I'estada a la unitat neonatal no era tan intens, eren donats d’alta amb

puntuacions Z molt baixes i sense signes de recuperacio.

La nostra poblacid va rebre una alimentacié enteral eminentment amb llet
materna de la propia mare, de forma preco¢ i amb una rapida progressio, pero

hi hauria marge de millora respecte a les estratégies de fortificacio.

Tot i que I'aportacié energética semblava seguir les recomanacions nutricionals
oficials, en el cas de les aportacions proteiques, aquestes no s’assolien fins a la
tercera setmana i no s’assolien en cap moment de I'ingrés en el cas de la ratio

proteina/energia.

Segons els nostres resultats el creixement es veia afectat tant per factors
nutricionals com per factors no nutricionals com I'edat gestacional, el
diagnostic previ de retras de creixement intrauteri i les malalties relacionades

amb la prematuritat (com la persisténcia ductal i la displasia broncopulmonar).
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OBJECTIVE: To identify changes in macronutrient content of very preterm human milk associated with perinatal factors.
STUDY DESIGN: Milk macronutrients were measured on weeks 1, 2, 4 and 8 with mid-infrared transmission spectrometers.
RESULT: We assessed 625 samples (from 117 mothers and 130 very preterm infants). Average concentrations were: protein

1.3 £ 0.3 g/dl, carbohydrates 7.3 +0.6 g/dl, fat 3.7 + 1.0 g/dl and energy 296.0 + 41.0 kJ/dl (70.7 kcal/dl). Gestational age negatively
correlated with protein (rho: —0.307, p < 0.001) and energy (r: —0.193, p = 0.003). Advanced maternal age, gestational age and
intrauterine growth restriction were independently associated with milk protein content over the first 4 weeks (adjusted R%: 0.113,

p=0.002).

CONCLUSION: These findings may help neonatologists identify patients fed Mother’s Own Milk who are at increased risk of poor

postnatal growth.

Journal of Perinatology (2023) 43:52-59; https://doi.org/10.1038/541372-022-01475-6

INTRODUCTION
Postnatal growth restriction is one of the most prevalent problems
in preterm infants [1]. Around 50% of growth in very premature
infants (VPI) is estimated to depend on nutritional support [2].
Following an initial period of parenteral nutrition, enteral feeding
is provided as milk, with Mother’s Own Milk (MOM) as the best
option [3], due to its strong association with a reduction in the
incidence of some prematurity-related diseases (such as necrotiz-
ing entercolitis), and with a more favourable neurodevelopmental
outcome [4-6] both of which might be related to an array of
bioactive factors [7]. The last published guidance for enteral
nutrition in preterm infants by the European Society of Paediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) [8]
recommends an intake of 110-135 kcal/kg/day with between 3.5
and 4.0 (for patients weighing 1000-1800 g) and 4.0-4.5 g/kg/day
(if under 1000 g) of protein. Despite all other clear benefits, the
nutritional content of human milk is insufficient to meet these
high demands, and fortification is required to increase the
concentration of protein, calcium and phosphorus [9].
Macronutrient content of human milk is highly variable and it
changes in association with time [10], maternal age, diabetes or
obesity, multiple pregnancy or parity, neonatal birth weight or
gender [11-15]. Most available information on this topic applies to
lactation after term delivery, but more recent studies focus in the
relationship between preterm milk composition and maternal,
pregnancy and neonatal factors [11, 12, 16-19]. Disparity in

methodological aspects and results make it complicated to draw
firm conclusions [20]. Studies span different gestational ages,
analyze single or pooled samples and use a variety of techniques
to determine macronutrient content.

Nutrient variability in milk may cause cumulative deficits over
time in VPI despite fortification and may play a role in poor
postnatal growth [21, 22]. Although targeted fortification could
help, it requires considerable economic and human resources [23].
Information on the impact of maternal, gestational or neonatal
characteristics on milk macronutrient composition could help
identify mother-infant pairs at higher risk of extrauterine growth
restriction and move towards a more individualized nutritional
support [24].

In this context, we aimed to measure macronutrient content of
very preterm milk and to identify changes associated with time
and maternal, gestational and neonatal characteristics.

METHODS
We designed an observational prospective bicentric cohort study. The
study followed the reporting guidelines for observational studies
(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology -
STROBE) [25]. The protocol was approved by the local research ethics
committees from Fundacié Sant Joan de Déu (PIC-147-17) and Hospital
Clinic de Barcelona (HCB/2016/0959).

Lactating mothers and their VPI (delivery at or before 32° weeks of
gestation) admitted to the Neonatal Unit between January 2018 and
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January 2020 were consecutively approached for inclusion in the study
when milk production exceeded enteral feeding requirements. Mothers of
newborns with congenital malformations, known chromosomal, genetic or
metabolic anomalies or low chances of short-term survival as per
judgment of the attending clinician were excluded. Parents of eligible
neonates provided written informed consent, The study was performed in
accordance with the Declaration of Helsinki.

Representative samples of milk produced in a 24 h period (10am to
10am) were obtained by educating participants upon recruitment for the
extraction, collection and conservation of samples. They were instructed to
manually homogenized their milk immediately after each pumping session
by swirling the bottle, before transferring 1-2 ml with a sterile syringe to an
independent container, separated from the milk that was going to be used
for feeding. This was repeated after each expression (minimum of 15 min),
with a recommendation for 8 or more sessions a day, whether by hand or
with the help of a manual or electric pump. Two ml from the pool (8-16 ml
in total) were used for milk macronutrient analysis; the remaining milk was
frozen at —80 °C for further research related to other aspects of preterm
human milk, as showed in Fig. 1. This was repeated on weeks 1, 2,4 and 8
after delivery or until discharge, whichever was first. On weeks 3, 5, 6, and 7
mothers delivered a single morning sample. Due to the singular biological
relevance and the limited volume of colostrum, the first study sample was
collected between day 7 and 10 of lactation. Overall composition over the
first 4 weeks of life was calculated for each macronutrient as the average of
the results of daily pooled samples for weeks 1, 2, and 4.

Macronutrient content was measured with a mid-infrared transmission
spectrometer (MIRIS Human Milk Analyzer®, MIRIS solutions, Uppsala,
Sweden), fo\lowing manufacturer's instructions. MIRIS Human Milk
Analyzer® measures lipids and total protein (g/dl) and estimates true
protein, carbohydrates (g/dl) and energy (kcal/dl). For this study, true
protein (reflects the nitrogen associated with protein) was estimated by
subtracting a theoretical 20% non-protein nitrogen from the measured
total protein [26] and energy was calculated by the formula: 4.4 keal* g of
total protein + 9.25 keal* g of fat + 4 kcal* g of carbohydrate [27], and was
transformed into kilojoules (kJ). This device has demonstrated repeatability
of <0.05% and accuracy of <0.1% [11] and has been previously shown to
be adequate for macronutrient measurement of human milk, although
some variability may arise from the presence of human oligosaccharides
and non-protein nitrogen and the tecnique is also vulnerable to
heterogeneity in sample preparation [28]. Given that some of the
limitations arise from sample treatment, efforts were taken to standardize
collection and pre-analytical treatment as much as possible and actual
measurements were mostly restricted to two trained operators (CBN, MLA),
one per site. Milk aliquots were warmed to room temperature, manually
homogenized, and subsequently heated up to 40°C in a thermal block or
water bath before injection in the cuvette. We mainly addressed protein
and fat/energy content, as the main determinants of preterm growth [22]
and used 24 h pooled milk to mitigate the effects of circadian variation.
Week 1 and week 4 were assumed to represent early/transitional and
mature composition, respectively.

Maternal, obstetric and necnatal demographic and clinical data were
obtained from clinical charts and from self-reported information during an
interview upon recruitment. Intrauterine growth restriction (IUGR) was
defined as estimated foetal weight under percentile 3 or under percentile
10 with placental dysfunction. Hypertensive disorder of pregnancy was
defined as maternal blood pressure higher than 140/90 mmHg and
increased angiogenic factors or evidence of damage to a target organ
(including hepatic, renal, hematological or cerebral disease) not attribu-

Joumal of Perinatology (2023) 43:52-59

(next day from collection) (same day of delivery)

Sample collection process. The image belongs to the instructions given to participating mothers at recruitment.

table to another cause. Delivery modes were vaginal delivery (which
included instrumental delivery) and caesarean section (specifying with or
without labour). Labour was defined as the presence of painful uterine
contractions together with cervical dilatation.

All data were collected and managed in a database specifically created
for this study using REDCap electronic data capture tools hosted at
Hospital Sant Joan de Déu, within the REDCap secure platform with
cadification of participants [29].

Statistical analysis was performed with the SPSS® (Social Package for
Social Sciences, IBM Corporation, USA) software, v25. Normality was tested
with the Kolmogorov-Smirnov test and by visual inspection of histograms.
Pearson and Spearman correlations were used to explore relationships
between quantitative variables; differences between groups were analyzed
by chi-square tests for categorical variables, Student’s t or ANOVA for
continuous variables with normal distribution or non-parametric tests if
distribution was not normal. In order to assess the impact of maternal/
perinatal conditions on macronutrient content while considering potential
confounding effects, we used linear regression models with the macro-
nutrient concentration at a specific time point as the dependent variable
and the conditions that reached significance in univariate analysis as
independent variables. Differences in macronutrients over time in the
whole sample were assessed by a linear mixed model to account for
repeated measures and missing data, using an autoregressive hetero-
geneous covariance structure, and time as a fixed effect, where fixed
effects of time (weeks) were categorical. Statistical significance was set
at 0.05.

Based on previously reported data on preterm milk composition and
accepting an alpha risk of 0.05 and 80% statistical power, we calculated
that we would need a minimum sample of 33 patients per group (based on
maternal/ perinatal conditions) to detect a difference of 7 kcal/100 mL and
of 0.15 g of protein/100 mL, both of which have been previously shown to
have an impact on preterm growth [30].

RESULTS

We recruited 192 mothers delivering very preterm infants at 32° or
less week’s gestation during the study period. Of them, 117
women (having delivered 130 VPI) contributed samples with a
valid macronutrient reading during hospital stay. All mother-
infant/s dyads/tryads were followed up until discharge.

Maternal and neonatal characteristics
Forty-five mothers (38.8%) were over 35 years old, and more than
half (66, 56.4%) were primiparous women. In relation to maternal
body mass index, eleven (9.4%) mothers were underweight,
twenty-one (17.9%) were overweight and seventeen (14.5%) were
obese. Eleven mothers (9.4%) suffered from gestational diabetes.
There were twenty multiple gestations (17.1%). Twenty mothers
(17.1%) suffer from hypertensive disorders of pregnancy and 23
mothers (19.7%) were diagnosed with IUGR. About half of deliveries
were vaginal (54, 46.2%) and the other half by caesarean section
(62-53.0%), of which 25 (40.3%) were elective caesarean sections
without labour. Regarding lactation history, 30 women (25.6%) had
previously breastfed for a median of 13.4 + 10.7 months (exclusively
for a median of 4.8 + 2.5 months).
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460-1900). There were 69/130 (53.1%) boys. = é :En' q uln “? ®
ig d238” Eg
Global milk macronutrient composition and evolution with kS 2
lactation time E 8
Infrared technology was used to analyze 648 human milk samples. £s
Twenty-three results (3.5%) were considered outliers and 2§ . B N o o~
excluded, as they fell outside the measuring range of the device soaR M 5 A
+ reported accuracy [31], leaving 625 valid readings. Three- g% § ""‘ E G : ~ g g
hundred and nineteen of them (51.4%) correspond to 24 h pools, Z2<¢8 = il =
and Table 1 summarizes their average macronutrient and energy
content. Associations between milk composition and time and
maternal/neonatal characteristics were explored using these 319 N -
pooled samples in order to avoid the possible effects of circadian E man 2
rhythms. cd o B S| ) G
There was a decrease in fat, protein and energy and an increase = 2 'S f; = al
in carbohydrate content with length of lactation. Differences were 2E & = B
significant from week 1 to 4 when analyzed from the results of Z &
24h pooled samples (weeks 1, 2, and 4), with significant §E
differences between the 3 time points in all-paired analysis for B %n 5
protein, carbohydrate and energy and between weeks 1 and 4 for cad e Ao 7 ) = S =
fat (Fig. 2). We did not attempt to analyze later weeks due to a < gg g o pll sl el all )
much smaller sample size per time point. < EE_: l g - ~m 9o
~ = ~
Macronutrient concentration in milk in relation to maternal, :‘
gestational and neonatal characteristics o
Table 2 summarizes statistically significant results of univariate g” * = =l = ==
analysis of associations between maternal/perinatal conditions c 2 £§&88 88
3 N . ] =i == S o
and preterm milk macronutrient content in the 24-hour pooled E = sl ElE | S E
samples at different time points during lactation. 8 & R 8 R
Q
Maternal conditions. Advanced maternal age was related to 5
higher milk protein concentration (Table 2), without differences in k: o~ un o 2o I
energy content. There was a weak positive correlation between 3 oy u S ¢
maternal age and week 1 and week 2 milk protein concentration a = ‘ﬁ' €S — 1n ~ mn -
(r=0.216, p=0.037; r=0322, p = 0.001, respectively). é 2= é B 2 E R &
Overweight and obese mothers had higher protein, fat, and < q
energy content in mature (week 4) milk (Table 2), with no x 5
differences in overall composition over the first 4 weeks. = E:
= Qamnae @Fa =
Pregnancy characteristics. Nutritional content was lower in the E - g P A=E [GHE 2
milk of mothers delivering multiples, both in early lactation, 2 39 o o B B e o
mature milk and average protein and energy content over the first o i = 2 x © ‘E
4 weeks (Table 2). % 5
Mothers with hypertensive disorders of pregnancy produced 5 2
early milk with lower fat and energy content, but the contrary was a W £
true regarding week 4 protein, which was higher in mothers with e ] 1l ) R A For % g
pre-eclampsia/eclampsia (Table 2). > e § H o4 H o4 HoH E
Protein concentration was higher in milk from mothers of £ ﬁ I E A g E (& .
singleton IUGR babies, both at week 4 and over the first 4 weeks 5§ == = R g
of lactation (Table 2). E e
We found no differences between mothers that had and had g 8
not experienced gestational diabetes. % N B
S 722z |9 2.
Labour and delivery. There were no differences in milk § ER i gall aill 5 [aaf E
composition between mothers who underwent caesarean 2 21 s = S‘ @ G
section and those who did not, but women who had been in = R = @ %
labour had lower protein in week 4. There were no detectable - "uz
differences in the average protein and energy content over the =  E
first 4 weeks. £ = 5=
2 <l 3 _EBE
Lactation history. Average protein content over the first 4 weeks 8 2 E =3 .Q v
of lactation was lower in women who had previously breastfed. S § % S- § ° ‘g
There was a positive moderate correlation between duration of X 2l = =i § s
previous lactation (in months) and protein content during the first = = Bles 22z =
4 weeks of lactation (rho: 0.436, p = 0.029). :'.5 ',_3_ & 83 5 £ Q *;
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fig. 2 Macronutrient concentration (g/dl) by week of lactation. Circles indicate the mean and error bars represent standard deviation
(n = 625). Statistical analysis was performed on the results of 24 h pooled samples (weeks 1, 2, and 4, n=277), resulting in significant
differences from week 1 to 4(type Il test of fixed effects for week: fat: F 9.468, p < 0.0001; differences were significant between week 1 and 4:
p <0.0001, week 2 and 4: p=0.001, but not between weeks 1 and 2: p=0.199. Protein: F 110.245, p< 0.0001, with significant differences
between weeks in all paired analysis; Carbohydrate: F 16.918, p < 0.0001, with significant differences between weeks in all paired analysis.
Energy: F: 11.839, p <0.0001, with significant differences between weeks in all paired analysis).

Neonatal characteristics. Gestational age was negatively weak
correlated with protein content on week 1 (rho:—0.337, p < 0.001),
week 4 (rho:—0.217, p=0.036) and average protein content
during the first 4 weeks (rho:—0.307, p < 0.001). It also negatively
weak correlated with fat (r:—0.202, p=0.038) and energy
(r:—0.229, p = 0.018) on week 1 and with average energy content
during the first 4 weeks (r: —0.193, p=0.003). There were no
differences according to neonatal gender.

Multivariate analysis

The only independent predictors of early milk protein and energy
(week 1) content were gestational age and having suffered a
hypertensive disorder of pregnancy. Protein concentration at
4 weeks was independently influenced by multiple gestation,
maternal pre-pregnancy BMI higher than 25 and the presence of
labour before birth. Energy content on week 4 was related to both
maternal overweight/obesity and hypertensive disorders of
pregnancy.

The best model for predicting average milk protein content
over the first 4 weeks included older maternal age (35 years or
older), duration of pregnancy and presence of IUGR (Fig. 3). We
could not find a combination of maternal and pregnancy
characteristics which were predictive of milk energy content over
the first 4 weeks. Final regression models are summarized in
Table 3.

DISCUSSION

Our results on global macronutrient (protein, carbohydrate, fat)
concentrations are in line with those from similar populations
[12, 16, 22, 32]. Fat content was the most variable, with up to 6-fold
concentration difference between samples, followed by protein (4-
fold concentration range), as previously reported [32, 33].

Evolution of milk composition with lactation time

We have confirmed previous findings suggesting that macronu-
trient composition of preterm human milk changes over time,

Joumal of Perinatology (2023) 43:52-59

with an inverse relationship between protein content and days of
lactation. In contrast with other reports [13, 16, 18], average
protein concentration in our population remains above 1g/dl at
least for the first 8 weeks. Even so, milk from mothers included in
our study would fail to meet protein intake recommendations (8]
after standard fortification at 160 mi/kg/day of volume intake in 3
out of 4 samples for patients under 1000 g. Arslanoglu et al. [34]
observed a consistent deficit between 05 and 0.8 g/dl when
comparing estimated and measured protein intake of fortified
human milk [34]. Regarding fat, most studies describe an increase
in content over time [10, 17, 18, 35], but they generally include a
first measurement within the first days of lactation, while our
schedule would miss the lipid increase from colostrum to
transitional milk (first sample on day 7). In our samples, fat
decreased over the first month and then increased. Although
some authors report erratic distributions of fat content [13, 18], we
think that, in our case, it is likely that women contributing
samples from week 4 onwards were mothers to infants of lower
gestational ages, who, as seen, tend to have milk with a higher fat
content.

Macronutrient concentration in milk in relation to maternal
characteristics

Maternal age. Some differences have been reported regarding
fat content in relation to maternal age [11, 36-38], but not protein
concentration. This might be due to heterogeneous target
populations, sampling or cut points for the definition of advanced
maternal age. Older mothers might also carry a higher risk of
obstetric complications like gestational diabetes and preeclamp-
sia, which might act as confounders [39, 40], although this was not
the case in our sample.

Maternal BMI.  Most previous studies find differences similar to
ours in milk macronutrient at different points in the first month of
lactation between obese and non-obese mothers, particularly
regarding a higher fat content, and occasionally also a higher
protein content [11, 13, 14, 17, 37, 411. It has been speculated that
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Table 2. Results of univariate analysis of associations between maternal and gestational conditions and preterm milk macronutrient content at
different time points (n = 277).
Nutrient Condition Time point Concentration 95% ClI p-value
of difference
Protein Maternal Age Week 1 <35 1.5+03 0.005-0.240 0.043
in g/dl (years old) >35 16+03
1°* 4 weeks of <35 13+02 0.023-0.211 0022
lactation =35 14+03
BMI Week 4 <25 1.1+02 0.020-0.183 0010
(kg/m?) 25 12402
Gestational Multiple Week 1 Yes 14+0.3 0.007-0.302 0.003
No 1.5+03
Week 4 Yes 1.0£0.1 0.098-0.221 <0.001
No 1.1+0.2
1 4 weeks of Yes 12+03 0.004-0.244 0.001
lactation No 14402
IUGR Week 4 Yes 12102 (—0.230)-(—0.045) 0010
No 1.1+£02
1% 4 weeks of Yes 14+03 (—0.235)-(—0.006) 0.047
lactation No 13402
Hypertensive Week 4 Yes 1.2+0.2 (—0.221)-(—0.015) 0.043
disorders No 11402
Labour and Labour Week 4 Yes 1.1+02 0.051-0.229 0.004
delivery No 12402
Lactation Previous lactation 1% 4 weeks of Yes 13103 (—0.028)-0.192 0.029
history lactation No 14402
Fat Maternal BMI Week 4 <25 32+08 0.067-0.907 0018
in g/di (kg/m?) 525 37409
Gestational Multiple Week 4 Yes 3.0+0.0 0.22-0.925 0018
No 35+09
Hypertensive Week 1 Yes Sialas | 0.116-1.267 0.019
disorder of No 40+1.0
pregnancy R
Energy Maternal BMI , Week 4 <25 2742 +34.7 (65.6+8.3) 0.663-8.676 0.023
in "l—/'g‘f)' (i fkaimg 225 2939356 (702485
cal
Gestational Multiple Week 4 Yes 262.9+22.2 (62.8+5.3) 2412-9.266 0.001
No 2859+36.4 (683+8.7)
1% 4 weeks of Yes 2863 +36.4 (68.4+87) (-1.244) —7.255 0.043
lactation No 2989+36.4 (71.4£8.7)
Hypertensive Week 1 Yes 279.6+52.7 (66.8+12.6) 0.243-14.286 0.014
Gl ) No  300.8+423 (74.0+10.1)

pregnancy

this could be the result of higher substrate availability due to
increased serum concentrations of free fatty acids and amino
acids in obese women [14] or relate to other metabolic
abnormalities [11, 42].

Macronutrient concentration in milk in relation to obstetric
characteristics

Muitiple pregnancy. Multiple birth has seldom been considered
when studying milk composition. Congiu et al. described a higher
protein and lower fat content in a small sample of preterm
multiples, while our results point to a lower concentration of
protein, fat and energy in mature milk of mothers of multiples
[43]. The much higher proportion of small for gestational age in
the multiples in the ltalian study (18.6 vs 3.7%) might partially
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explain the discrepancy. Lower macronutrient concentration has
been related to higher milk yields [44]. We unfortunately do not
have data on milk production from our participants, but there
might be a selection bias due to the criteria of milk volumes been
enough to cover for infant feeding requirements, which will
obviously be higher when providing for more than one baby.

Pregnancy complications. In agreement with our results, a lower
earlier fat content and a higher protein density after the first few
weeks following preterm birth in mothers with a history of
preeclampsia [45] have been reported. The relationship between
suboptimal fetal growth and human milk macronutrients is
controversial, likely due to heterogeneity in definition of
IUGR and in the gestational age of target populations. The

Journal of Perinatology (2023) 43:52 -59



ANNEXES

>

adj p=0.004

2.4
2.1
1.8

o

1.2
0.9
0.6
0.3

Avg Protein 1*' 4 weeks (g/dl)

T
Mother >=35

T
Mother <35

Avg Protein 1° 4 weeks (g/dl)

€. Borras-Novell et al.

@

adj p=0.027

1.2 I?I

T

Avg Protein 1°' 4 weeks (g/d)

T T
Non-IUGR IUGR

0. T T
24 26

28 30 32

GA (weeks)

Fig. 3 Factors associated with average protein concentration over the first 4 weeks of lactation (g/dl) in multivariate analysis. The
average protein concentration was calculated based on pooled samples from weeks 1, 2 and 4 (n =277). A, B Boxplots comparing mean
concentration between groups by maternal age and presence of IUGR, with boxes outlined between the first and the third quartile, and a
horizontal line in the median. The whiskers span between the 5% and the 95'" centile. Scatterplot showing average protein content over the
first 4 weeks against gestational age at birth. Best-fit regression line with 95% Cl is also shown.

aforementioned study by Correia et al. described a weak negative
association of IUGR with fat but not protein content during the
first weeks, which is in disagreement to our findings [45]. This may
be due to differences in other characteristics (maternal BMI,
breastfeeding history) that we have found to have an association
and were not included in their analysis.

Labour and delivery. It is biologically plausible that physiologic
changes associated with labour, rather that the final delivery
route, might change milk composition in the same way it has been
shown to impact the maternal hormonal response to breastfeed-
ing (especially oxytocin and prolactin levels) [46]. In our data, the
presence of labour related to a lower concentration of protein in
week 4, in line with other authors [13, 36]. Results are more
controversial regarding early milk [13, 38], and other studies [32]
find no differences at all at any time point.

Lactation history. In agreement with another cohort of mothers
delivering very prematurely [37], women who had previously
breastfed had lower protein concentration during the first month.
It has been hypothesized that this is due to a faster onset of type ||
lactogenesis and an increased milk production [37]. Surprisingly,
within this subgroup of mothers we also see a positive correlation
between duration of previous lactation and milk protein content
during the first 4 weeks after delivery. Although it may seem
unexpected, it has been reported that protein content increases in
prolonged (more than 12 months) or in tandem lactations [47]. It
could be speculated that duration of previous lactation or a
shorter interlactation period (as would be expected to be
associated with longer periods of breastfeeding an older sibling)
might have an impact on subsequent milk composition, although
we could not find any previous research on this topic.

Joumal of Perinatology (2023) 43:52-59

Macronutrient concentration in milk in relation to neonatal
characteristics

We found an inverse relationship between gestational age and
protein concentration during the first month of lactation, as
reported by most authors [11, 37, 43, 48]. This has been proposed
to be the result of mammary gland immaturity with a reduced in
blood flow, incomplete differentiation of epithelial cells and an
absence of junctions [49, 50].

Our study has some limitations. Macronutrient analysis of the
samples were performed uniquely. Some studies confirm their
results by performing duplicate analysis [32] or by checking the
results with classical methods [26]. Even efforts were made to
ensure identical methodology; results may be influenced by
center. Our results do not differentiate between colostrum and
transitional milk.

According to the findings of our observational study, gesta-
tional age negatively correlated with both protein and energy
content of milk, and younger mothers, with lower BMI, having
non-lUGR babies and multiples might have lower average protein
content during the first weeks of lactation. Neonatologists should
be aware that intake calculations based on general estimations of
milk macronutrients may well be inaccurate and standard
fortification may leave some patients well under the high protein
intake requirements of VPl [51]. Identifying mothers at risk of
having lower protein or caloric milk density could help guide more
personalized nutritional interventions [16, 51, 52], like adjusted,
targeted or double fortification, as cumulative protein and caloric
intake deficits over the first few weeks of life of a VPl will
negatively affect postnatal growth [2]. Although changes in
composition were numerically small, some were consistent over
the first month of lactation, so that any impact on neonatal
growth would be amplified when calculating cumulative deficits
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Table 3. Multivariate analysis of perinatal factors influencing maternal milk composition by linear regression, Best fitting models were selected by
the backwards method, with a p-value cut-off of 0.100, after inputting all variables with statistical significance in the univariate analysis.
Time point Nutrient Best Model Coefficients Standardized B Adjusted p-
5 coefficients value
Adjusted R’ p-value
Week 1 Protein® 0.051 0.018 Gestational age —0.247 0.018
Energf’ 0.055 0.014 Hypertensive disorder of —0.257 0.014
pregnancy
Week 2 Protein® 0.085 0.002 Maternal age (years) 0.307 0.002
Week 4 Protein® 0326 <0.0001 Multiple gestation ~0.227 0.024
Maternal BMI 2 25 0.286 0.005
Labour before birth —0.447 <0.0001
Energy® 0.083 0.016 Maternal BMI = 25 0.257 0.023
Hypertensive disorder of 0.209 0.062
pregnancy
15t 4 weeks of Protein 0.113 0.002 Maternal age 235 years 0.272 0.004
factation) IUGR 0.200 0,027
Gestational age 0.160 0.090

Initial factors in the models: *Protein week 1: multiple pregnancy, Hypertensive disorder of pregnancy, maternal age, gestational age / PEnergy week 1:
Hypertensive disorder of pregnancy, presence of labour, gestational age, alcohol consumption / “Protein week 2: multiple pregnancy, maternal age (years),
gestational age / IProtein week 4: multiple pregnancy, IUGR, Hypertensive disorder of pregnancy, presence of labour, gestational age, maternal BMI < 25 or
=25 kg/m? / “Energy week 4: multiple pregnancy, Hypertensive disorder of pregnancy, maternal BMI < 25 or 225 kg/m?, smoking / 'Average protein over the
1st 4 weeks of lactation: multiple pregnancy, Hypertensive disorder of pregnancy, maternal age <35 or =35 years old, gestational age, IUGR, previous

breastfeeding.

[2]. Our study supports the need for nutritional analysis of human
milk that could be focused on children with poor postnatal growth
or on mothers with factors associated to production of milk with

- Dritsakou K, Liosis G, Valsami G, Polychronopoulos E, Skouroliakou M. The impact

of maternal- and neonatal-associated factors on human milk's macronutrients
and energy. J Matern Neonatal Med. 2017;30:1302-8.

lower nutritional density. 12. Hascoét JM, Chauvin M, Pierret C, Skweres S, Van Egroo LD, Rougé C, et al. Impact
of maternal nutrition and perinatal factors on breast milk composition after
premature delivery. Nutrients 2019;11:1-8.
13. Burianova |, Bronsky J, Pavlikova M, Janota J, Maly J. Maternal body mass index,
DATA AVAILABILITY . : parity and smoking are associated with human milk macronutrient content after
The datasets generated and analyzed during the current study are available from the preterm delivery. Early Hum Dev. 2019;137:104832,
corresponding author on reasonable request. i Jura A, Czerwonogrodzka-Sencayna A, Oledzka G, Szostak-Weglerek D,
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