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Introduzione

Introduzione

| continui progressi della terapia intensiva nealeatonsentono attualmente
la sopravvivenza di fasce di neonati estremamergmaiuri. Questi neonati
presentano un notevole ritardo della crescita posk®, rispetto al trend di
crescita intrauterino, che si concretizza in undgoadi ritardo di crescita
extrauterino. Particolarmente colpiti sono i neortdtBW (PN <1000). Le
problematiche legate alla prematurita rendono aili€fi adeguare gli apporti
nutrizionali alle necessita metaboliche, di questeegoria di neonati, con un
elevato rischio di malnutrizione e scarso accresoiw le scelte nutrizionali
rivestono quindi un ruolo fondamentale nella gestiolel neonato prematuro.
Poiché le carenze nutrizionali qualitative e quatitie sono in grado di
determinare squilibri metabolici con gravi conseguegesullo sviluppo fisico e
psicomotorio, appare evidente la necessita di hane gli apporti
nutrizionali per garantire un corretto accrescirneatun adeguato sviluppo

neuropsichico.
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Capitolo 1

Ritardo di crescita extrauterino

1.1 Problematiche aperte

Nel neonato prematuro, I'adattamento alla vita axgrina comporta un
enorme dispendio energetico legato al mantenimeella termoregolazione e
dell’attivita respiratoria, ai cambiamenti metalbokd ai processi di crescita e
di sintesi tissutale. Durante questo periodo | aigerematuri possono perdere
fino al 20% del loro peso alla nascita, e il peoatecessario al recupero di
questa perdita di peso sembra influenzare il ssdeesitmo di crescita Lo
scarso accrescimento postnatale costituisce unpid€omuni problemi legati
alla nascita pretermine. Sono stati individuati eBupsi fattori coinvolti (sesso
maschile, necessita di assistenza respiratoriapitersteroidea, enterocolite
necrotizzante), tuttavia i fattori determinanti sdiimmaturita ed il basso peso
alla nascita. | neonati prematuri sono a rischiosdluppare severi deficit
nutrizionali soprattutto nelle prime settimane diay in quanto e difficile
assicurare e soprattutto mantenere adeguati appottizionali nel corso
dell'ospedalizzazione. L'’American Accademy of Pédia Committee on
Nutrition (AAP) definisce gli apporti “adeguati” sguesti sono in grado di
assicurare un ritmo di crescita quantitativamente gealitativamente
paragonabile a quella di un feto normale dellasstesa post-concezionafe
Le maggiori difficolta si incontrano nel tentativdi adeguare le necessita
metaboliche allimmaturitd del sistema gastrointede e alle condizioni
cliniche, spesso critiche, di questi neonati. ioljli apporti nutrizionali, pur
assicurando i fabbisogni necessari per una crescleguata, non tengono

conto della necessita di recupero dei deficit mignali che si instaurano
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soprattutto nelle prime settimane di vita. | défigrincipalmente riscontrati
riguardano gli apporti proteici e calorici. In acdo con le linee guida
del’American Accademy of Pediatrics gli apportiuaimente raccomandati
prevedono un intake proteico da 3,5 a 4 g/kg/dim éntake lipidico da 5,4 a
7,2 glkg/die, con un intake calorico di 100-130 lkagdie®; tali apporti
vengono raggiunti tardivamente e questo comportadeificit proteico ed
energetico cumulativo nel corso dell'ospedalizzagio Numerosi studi
evidenziano come, soprattutto nelle prime settimanevita, gli apporti
utilizzati nell'alimentazione dei neonati ELBW s@rin realta nettamente
inferiori rispetto a quelli raccomandafi, Emerge quindi sia la difficolta nel
raggiungere e mantenere gli apporti nutritivi ranendati, che I'incapacita di
bilanciare i deficit che si accumulano. Questo cortg l'instaurarsi di
importanti quadri di ritardo di crescita extrauin, con valori di peso,
lunghezza e circonferenza cranica inferiori al péfcentile, rispetto ai valori
previsti dal ritmo di crescita intrauteriha

Lo scarso accrescimento resta un grosso problecteeaal momento della
dimissione, in particolare per i neonati di basssgper I'eta gestazionale
(SGA). L'accumulo dei deficit nutrizionali condizia in  maniera
estremamente negativa la crescita, tanto che, ancheumero notevole di
neonati con un peso appropriato per I'eta gestamoalla nascita (AGA),
viene dimesso con un peso inferiore al 10° p. Tiatd peso estremamente
basso alla nascita peggiora questo trend di ceeseigativo, infatti la maggior
incidenza di ritardo di crescita extrauterino (EU@&Rha per quei neonati con
basso peso alla nascita, e in maggior percenttalglitSGA, in particolare se
con peso <750 g.

| neonati ELBW, che presentano un rallentament@adeéscita a 3 mesi eta
corretta, nonostante tendano al recupero entrddl dnno, si mantengono
comunque al disotto rispetto ai ritmi di crescitei dieonato non ELBW
Giovani adulti nati ELBW, valutati a 20 anni, sepentano significativamente
piu piccoli per quanto riguarda tutti i parametrciescitivi (peso, lunghezza,
circonferenza cranica) rispetto a neonati non ELBW.
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La crescita, valutata come aumento del peso delteghlezza e della
circonferenza cranica, costituisce l'evidenza msmopica dello stato
nutrizionale, tuttavia, le carenze nutrizionali tarmini di energia e di
micronutrienti condizionano tutti i processi di Isyipo, come accade ad
esempio a livello cerebrale, dove I'apporto enécgeé fondamentale per la
divisione cellulare, la crescita neuronale ed icpssi di mielinizzazione; o a
livello del sistema immunitario, la cui funzionalit @ condizionata
negativamente dai deficit proteici. Il ritardo descita postnatale si associa ad
esiti neurologici a distanza e scarse performaradastiche. La crescita
inadeguata della circonferenza cranica a 8 mesbbarpredittiva di bassi Ql,
scarso rendimento scolastico, difficolta nel linggi@ e alta incidenza di
iperattivitalo. Neonati AGA e SGA che a 2 anni di vita presentam@eso<10°
percentile, mostrano livelli di sviluppo neurocagro significativamente
inferiore rispetto a neonati di pari peso alla itasma con un livello di crescita
adeguato. Questo ritardo nello sviluppo neurocogngi conferma anche a 8
annf. L'attuazione di un regime nutrizionale che conaemli limitare
I'incidenza del ritardo di crescita extrauterinstisce quindi un elemento di
criticita nella gestione del neonato prematuroaoeko dell’ospedalizzazione.
Dopo la dimissione sembra esserci un maggior recupella crescita
probabilmente da attribuirsi ad un regime alimentpiu libero. E’ tuttora
aperto il dibattito sulla necessita di utilizzastil formulati per prematuri
anche dopo la dimissione. Al momento, le evidenze ud miglior
accrescimento staturo-ponderale, a seguito déifzdi prolungato di formule
per pretermine, sono limitate e non si hanno dakiositcome cognitivo, sono
pertanto necessari studi ulteriori a tal prop&%it@arantire un adeguato ritmo
di crescita risulta fondamentale anche per gaentin corretto sviluppo
neurocognitivo in questa categoria di neonati ehits

Appare di fondamentale importanza per i neonatalogjviduare strategie
nutrizionali che consentano di ottimizzare gli appper questa categoria di
neonati a rischio, perfezionando ed uniformandoedinguida per

I'alimentazione nel corso dell’ospedalizzaziondla dimissione.
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1.2 Nutrizione enterale

Benché la nutrizione parenterale svolga un ruolodémmentale nel
mantenimento dello stato nutrizionale, le piu réiceraccomandazioni
sottolineano come la precoce alimentazione enteratehe con minime
quantita di latte, rivesta un ruolo di fondamentaiportanza nella maturazione
del sistema gastrointestinale, e sia in grado ddiaonare positivamente tutti i
processi di adattamento postnatale

Questa modalita di alimentazione, definita comeimmth enteral feeding,
(MEF) gut priming o trophic feeding, prevede la soimistrazione di minimi
volumi di latte: 12-24 ml /kg/die, da iniziare n@iimi giorni di vita, in base
alle condizioni cliniche del neonato, e comunqueriina possibil&® 14 1° 16 17
Sono comunque utili anche apporti ulteriormentettid5-25 ml/kg/die), se le
condizioni cliniche del paziente lo richiedono. éhe situazioni cliniche
possono costituire indicazione ad un ritardo naldduzione della MEF, tra
gueste: quadri di ipossia come nei casi di asfisedera e danno ipossico-
iIschemico; condizioni associate a ridotto flusstestinale con quadri di
marcata ipotensione o presenza di furto diastaidoello intestinale legato
alla presenza di dotti arteriosi (PDA) emodinamieate significativi; PDA in
trattamento con indometacitia

E’ € ormai accertato che l'inizio precoce dell’aintazione enterale sia in
grado di favorire lo sviluppo gastrointestinalepmpuovendo ed accelerando |l
processo di maturazione delle funzioni intestinaliraverso un effetto di
stimolo sia sulla secrezione di ormoni fondamergali il trofismo intestinale
che sulla motilita intestinaté™.

Il timig di tutte le tappe di sviluppo delle funniogastrointestinali viene
influenzato positivamente, infatti la precoce idmaione dell’alimentazione
enterale migliora la tolleranza alimentare, riddaenecessita del supporto
nutrizionale parenterale e consente un piu rapidaggiungimento
dell'alimentazione enterale completa. La ridottaeassita di NP si traduce in

un minor rischio di complicanze legate al posizioeato prolungato di vie
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centrali, soprattutto complicanze infettive, contporuna minor durata
dell'ospedalizzazione, riduce l'incidenza di coéest e di osteopenia del
prematurd®. Non @ stata individuata una maggiore incidenzarderocolite
necrotizzante nei neonati sottoposti a minimal remtefeedind®. La

progressione del regime enterale pu0 essere esegeitza problemi con
aumenti tra 10 e 20 ml/kg/die. Una progressione papida, verso

I'alimentazione enterale completa (“full enterat¢déng”:150 ml/kg/die di latte,

che corrisponde all'assunzione di 120 kcal/kg/dieon volumi superiori ai 35
ml/kg/die, sembra tuttavia associarsi ad un aumento del astihenterocolite

necrotizzante (NEG§ *°.

Di prima scelta per I'inizio dell’alimentazione enale & il latte materi®?
che estende i suoi benefici effetti nutrizionalche per il neonato prematuro. Il
latte materno presenta infatti un maggior conterditaminoacidi essenziali
(cisteina e taurina), € ricco di nucleotidi e fattti crescita, il suo contenuto di
lipasi favorisce I'assorbimento degli acidi grgssiinsaturi. Presenta inoltre un
contenuto di oligoelementi a maggiore biodispontil riduce il rischio di
allergie, nel primo anno di vitae si associa ad un miglior sviluppo neuro
cognitiva. Per le sue caratteristiche immunologiche corderiprotezione
antimicrobica, riduce il rischio di infezioni detatto gastrointestinale e di
NEC, infatti la presenza di IgA materne, fattorialescita come I'epidermal
growth factor (EGF), elementi prebiotici, che fagoono la replicazione di
batteri commensali intestinali, e citochine anainimatorie, costituiscono
importanti fattori protettivi per la mucosa intesti€’. Le attuali strategie
nutrizionali utilizzate per ridurre il rischio di BC nei neonati pretermine,
individuano nell'utilizzo del latte materno il pdipale fattore protettivo: il suo
utilizzo infatti riduce di 6 volte il rischio di NE, non solo nei neonati
alimentati con esclusivo latte materno ma anchkaiiattamento mist&® %*. Si
e infatti evidenziato come ['utilizzo esclusivo igeformule per prematuri sia
associato ad un maggior rischio di sviluppare NEB@, rispetto al latte

materno, ma anche rispetto al latte di bahca
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Tuttavia, il solo latte materno non € in grado dpperire alle maggiori
necessita nutrizionali dei neonati prematuri, stiptt® in termini di energia e
contenuti proteici, ma anche sodio, fosfato e oalei quindi necessario
utilizzare prodotti definiti “fortificanti del la# materno”, in grado di
aumentarne il contenuto proteico, energetico e raige™ % | fortificanti del
latte materno sono prodotti industriali contengmateine idrolizzate, derivate
prevalentemente da siero di latte vaccino; carhdiidr rappresentati
prevalentemente da polimeri di glucosio e maltadest macronutrienti quali
sodio, calcio fosforo e magnesio, oligoelementitarmine. L’aggiunta al latte
materno, quando gli apporti raggiunti sono di 10¢kgidie, si associa ad un
significativo miglioramento della crescita sia jigveso che per la lunghezza e
la circonferenza cranica. Il bilancio azotato tigybositivo, ma il BUN non
supera i livelli di normalita. Non sembra essenci effetto significativo sul
metabolismo ossea né sullo sviluppo neuromotoria, auesto & dovuto
essenzialmente alla mancanza di dati di follow-4ybtavia un piu elevato
contenuto proteico nella dieta dei prematuri spassda un miglior sviluppo
anche neurocognitivd Al contrario di quanto accade per il latte foratol
I'utilizzo dei fortificanti non si associa ad un ggor rischio di NEC>.

Attualmente I'utilizzo dei fortificanti viene effetato aggiungendo quantita
standard di fortificante al latte materno, a predere dalla concentrazione
proteica del latte stesso. Utilizzando un reginamdardizzato esiste quindi il
rischio di operare una fortificazione eccessivggaafando un carico proteico
superiore ai valori raccomandati o al contrario fditificare in maniera
inadeguata senza raggiungere gli apporti miningoa@andati.

A tutt'oggi gli studi sulla fortificazione individalizzata sono pochi ed
eterogenei rispetto ai parametri utilizzati per wate [I'entita della
fortificazione, tuttavia dimostrano che un regime dbrtificazione
personalizzata, rispetto alla fortificazione staddsia in grado di garantire una
crescita piti adeguats’.

Recentemente € stata inoltre focalizzata [Iattemezioanche sulle

problematiche legate ad un’eccessiva alimentazighafatti emerso che una
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crescita eccessiva, in termini di incremento poalgerdegli ELBW sia nei
primi mesi, che nei primi due anni di vita si asaa@d un maggior rischio di
sviluppare obesita, ipertensione e problematichedimeascolar 22 La
necessita di adeguare gli apporti nutrizionali abkiisogni appare quindi di
fondamentale importanza sia per garantire un dor@tcrescimento che per

evitare le problematiche legate ad una crescitassioa.
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Capitolo 2

Valutazione chimico-fisica del latte materno

2.1 Premesse

Nel valutare il possibile effetto della fortificamie del latte materno sulla
tolleranza alimentare, ed in particolare sullirenda di reflusso
gastroesofageo, rivestono particolare importanzatezioni che interessano
le proprieta chimico-fisiche del latte materno iagsito all’aggiunta del
fortificante. Nello specifico, sembrano rivestiren uuolo significativo le

modifiche dell’losmolarita e le variazioni del comt#o lipidico e proteico.

2.2 Analisi della composizione del latte materno

Vista I'elevata variabilita del contenuto in nutriedel latte materno, che,
oltre ad essere interindividuale, appare condizeo@ache da altri fattori tra
cui I'eta gestazionale al momento del parto, l¢ire@ne di vita post-natali e
persino le varie fasi del giorfit® I'analisi della sua composizione prima e
dopo fortificazione risulta essere di particolaenesse.

Sull’effetto della fortificazione sulla concentrame proteica e lipidica del
latte materno e sullimpatto che questo comportka dalleranza alimentare e
sul reflusso, sono a tutt'oggi disponibili pochudit da cui emergono risultati
contrastanti. Secondo alcuni l'aggiunta di foraiite al latte materno

rallenterebbe significativamente lo svuotamentotrgas rispetto al latte
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materno non fortificatd. Al contrario, altri hanno evidenziato I'assenza d
questi effetti di rallentamento>?

Secondo alcuni autori il contenuto lipidico deldatnaterno rallenterebbe lo
svuotamento gastrico e questo comporterebbe effgttGER* altri negano
invece la presenza di una relazione tra svuotameastrico e reflusso
gastroesofageo nei neonati prematuri

Per valutare gli effetti della fortificazione sultaratteristiche nutrizionali
del latte materno appare di importanza fondamern#aiealutazione delle sue
caratteristiche intrinseche ed in particolare deldacentrazione proteica e
lipidica. L'analisi routinaria della composizioneldatte materno é di difficile
esecuzione per la mancanza di tecniche che siapmlerae facilmente
applicabili nella pratica clinica. Le metodiche igpbsizione sono infatti test
laboratoristici complessi e che richiedono persersgecializzato e tempi di

esecuzione on compatibili con la pratica clinicatiraria.

2.2.1 Valutazione mediante metodica NIRA

Negli ultimi anni si e diffuso l'utilizzo di una mva metodica ad infrarossi
Near Infrared Reflectance Analysis (NIRA) per I'asiadella composizione di
materiali biologici. Questa metodica trova ampidiazgo in campo agrario

637 veterinario (latte di capr®) e umano (latte, feci}*° 442

(cereali
L’analisi viene effettuata rapidamente (circa 1 wtd), e consente la
valutazione simultanea del contenuto in acqua,oazigbidi, zuccheri. Per
'analisi sono sufficienti piccole quantita di caimpe. Non €& necessario
I'utilizzo di reagenti e viene richiesta una mangmone minima del materiale:
e infatti sufficiente una rapida omogeneizzaziorenuale. || materiale puo
essere analizzato fresco 0 puo essere conservattaaeémperatura di —20°C.
L’'unico svantaggio di questa tecnica €& rappresentdl fatto che la
macchina deve essere calibrata utilizzando i vattei metodi chimici

tradizionali.

10
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In ambito medico la metodica nasce come strumeadtbrato e validato per
I'analisi delle feci. Rispetto alle metodiche tradinali, che richiedono costi e
tempi elevati ed una lunga manipolazione del matersi rivela uno strumento
accurato, rapido e di pratico utilizzo clinico; teo ampio impiego nella
valutazione e nel monitoraggio dei malassorbinfaffti*.

Per quanto riguarda il suo utilizzo nella determaioae della composizione
del latte, la In ambito medico la metodica nascee&strumento calibrato e
valicato per l'analisi delle feci. Rispetto alle todiche tradizionali, che
richiedono costi e tempi elevati ed una lunga malagpone del materiale, si
rivela uno strumento accurato, rapido e di pratittizzo clinico; trova ampio
impiego nella valutazione e nel monitoraggio deiassorbimenti. NIRA si
rivelata una metodica attendibile ed accurataudistseguiti sul latte di capra
e sul latte umano. Tuttavia a tutt’oggi gli studndotti sul latte materno sono
esigui; un solo un precedente studio ha compana@onuetodica ad infrarossi
con le metodiche tradizionali di riferimento (Kjall per il dosaggio delle
proteine e il Roese-Gottlieb per i lipidi) nellalv@zione del contenuto di
macronutrienti del latte umano. In questo studiostata analizzata la
composizione di campioni di colostro, latte di matimeonati pretermine, e di
neonati a termine, dopo aver effettuato la caliorez dello strumento

utilizzando campioni di latte bovifib

2.3 Valutazione dell’osmolarita del latte materno

L’aggiunta di fortificante al latte materno detemaiun aumento della sua
osmolarita che sembra poter essere associata asetieadi problemi clinici,
guali distensione addominale e riduzione del tempevuotamento gastrico,
che possono predisporre a episodi di GER

Diversi studi hanno valutato le variazioni di osardh in seguito alla

fortificazione e hanno evidenziato come, molto sped’aumento di tale

11
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parametro ecceda il valore massimo consigliatoi peronati prematuri (400-
425 mOsm/l), oltre il quale sembra aumentato ichis di enterocolite
necrotizzante (NECS. Alcuni ricercatori hanno valutato le variazioni
dell’osmolarita del latte materno riproducendo dedizioni ambientali comuni
nei reparti neonatologici: uno studio particolarmeennteressante a tale
propositd* ha determinato i valori di osmolarita su diverampioni di latte
materno, conservati a 4°C, a cui erano stati aggiliversi tipi di fortificante;
le determinazioni sono state eseguite prima dellartifitazione,
immediatamente dopo e dopo ventiquattro ore. E’remein incremento
dell’osmolarita del latte materno subito dopo fartizione, e dopo 24 ore con
un incremento significativo dei livelli di osmol&i nel tempo. La diversa
composizione del fortificante inoltre € risultatasponsabile di differenti

incrementi di osmolarifa.

12
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Capitolo 3

Reflusso gastroesofageo nel neonato prematuro

3.1 Epidemiologia, fisiopatologia, clinica

I GER é una condizione molto comune nel neonait,astermine che
prematuro: in quest’ultimo, episodi di reflusso tgassofageo si verificano in
media dalle tre alle cinque volte ogni 8t&.

La maggior parte dei dati della letteratura ind@ama maggior frequenza
di GER nei neonati prematuri rispetto ai nati amiee con un’elevata
incidenza di concomitanti episodi di apnea ostratt central®. Viene inoltre
evidenziatd' una correlazione significativa tra severita délusso e durata
dell'ospedalizzazione.

Il reflusso gastroesofageo trae origine dall’alteyae di meccanismi
fisiologici, tra cui il tono dello sfintere esofagénferiore (LES), la motilita
esofagea e lo svuotamento gastficdNel neonato prematuro, oltre a questi
fattori fisiopatologici, rivestono un ruolo imponti i fattori legati alla
modalita di alimentazioneuna dieta costituita da elevati volumi di liquidb
mantenimento della posizione suph, la modalita di somministrazione dei
pasti (gavage, gastroclidie la composizione del latte. Sebbene il lattegavol
un importante ruolo di tampone nei confronti delithta gastrica, lo stato
fisico di liquido condiziona la grande facilita deflusso in occasione dei
rilasciamenti transitori del LE®S

L’aggiunta di fortificante al latte materno, fondamtale nei neonati
prematuri per garantire apporti proteici ed enecgetdeguati, determina un

aumento dell’osmolarita. Questa sembra poter essegeciata a: distensione
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addominale e riduzione del tempo di svuotamentarigas che possono
predisporre a episodi di GER

Dal punto di vita clinico nel neonato solo una marza degli episodi di
reflusso & accompagnata da un riguritt’apnea & considerata una delle pitl
frequenti manifestazioni atipiche del reflusso gsetofageo, anche se la
correlazione tra i due fenomeni risulta tuttora adthnza controver¥a®.
Apnea e GER sono spesso presenti contemporaneanemteonati prematuri
e gli episodi di apnea occorrono principalmentepeziodo post-prandidie?.
Al momento tuttavia, gli studi preposti a dimos¢rama correlazione tra apnee

e RGE forniscono risultati contrastahfi? ©3.

3.2 Approcci diagnostici

Nel neonato prematuro il dato clinico, non risudtaficiente a porre una
diagnosi certa di GER, € quindi necessario il Booa tecniche diagnostiche
strumentali.

Le metodiche diagnostiche pitl frequentemente if°ussultano essere, in
ordine decrescente di impiego: clinica, pHmetr&anee radiologico con mezzo
di contrasto, analisi delle secrezioni oro-faringeadoscopia con biopsia,
ultrasonografia, scintigrafia e manometria. Di r@eeintroduzione € I'utilizzo

combinato della pHmetria e dell'imedenziometriaahiminale.

3.2.1 pH-metria esofagea

La diagnosi di reflusso gastroesofageo in epocanatate. richiede una
misurazione continua e per tale scopo la pHmetsiafagea nelle 24 ore
rappresenta un adeguato strumento diagndsfito

La pHmetria evidenzia il verificarsi di episodi reflusso acido, definiti
come calo del pH esofageo al di sotto del valore #¢ indica la durata e la
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frequenza. Il software dello strumento calcola treoil cosiddettoindice di
reflusso (RI), ovvero la percentuale di tempo,tstale delle 24 ore, in cui il
pH misurato & inferiore a%, 42°°.

Il principale limite del suo utilizzo nei neonatigmaturi & legato al fatto che
guesta metodica non consente di individuare ilficarisi di reflussi non acidi,

che risultano particolarmente frequenti in questgppgo di soggetti.

3.2.2 Impedenziometria intraluminale e pH-impedenzametria

L’ impedenziometria intraluminale Multichannel Intraluminal Impedance
(MI1) ®7 si & rivelata utile come presidio complementate alanometria nella
rilevazione delle alterazioni motorie dell’apparajastrointestinale e come
strumento diagnostico nella valutazione della nmhalatda reflusso
gastroesofagéd®®.

La tecnica in questione prevede la registrazionde deariazioni di
impedenza elettrica che si realizzano all'internel tbme intestinale al
passaggio del bolo alimentare. In campo pediatrecostato preso in
considerazione limpiego di questa metodica nellodi® del reflusso
gastroesofageo dei bambini e, in particolare, denat(’. L'impedenziometria
intraluminale supera i limiti della pHmetria, po&hndividua gli episodi di
reflusso sulla base delle variazioni di impedenz diversi segmenti
esofagef’.

L’'impiego combinato di MIl e pHmetria permette dstihguere i reflussi
acidi dai non acidi e consente inoltre di indiviceiapisodi di reflusso acido di
durata inferire ai 5 secondi edepisodi di rereflussG °. Con
'impedenziometria e possibile inoltre distinguémenatura fisica del materiale
refluito’®, che pud essere liquido, gassoso o misto. L'atlizombinato di
pHmetria e impedenziometria presenta quindi la rpoédita di divenire il
nuovo gold standard nella diagnosi di GER, gralteecapacita di definire con

precisione molte caratteristiche degli episodiedliusso.
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La pH-impedenziometria, in ambito neonatologicsuita particolarmente
utile nelle fasi di ipoacidita gastrica, mentre tilimzo esclusivo del
monitoraggio pHmetrico determinerebbe la perditdadmaggior parte dei
reflussi non acidf. Questa metodica, ha consentito di indagare la leaiome
tra episodi di reflusso e sintomatologia respiiatarei neonati. Poiché la
maggior parte degli episodi di reflusso correlabdi alterazioni respiratorie si
realizza nelle ore postprandiali ed €, quindi, igotnon acido, I'utilizzo
esclusivo della pHmetria non risulta adatto almmscimento di tutti gli episodi
di GER™. Per quanto riguarda la correlazione tra GER ddodp di apnea
alcuni autori confermano la correlazione tra apae@ER® 3 mentre altri
hanno invece escluso questa relaziorfe

La MII risulta sensibile nel rilevare piccoli volundi bolo, che possono
essere causa di GER nel neonato prem&tumache un volume liquido di soli
0,1 ml produce le tipiche variazioni impedenzionobte, ad ulteriore conferma

della sensibilita della metodica.
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Capitolo 4

Studio sperimentale

4.1 Premesse

Il latte materno € considerato I'alimento di priswelta anche per i neonati
prematuri, in quanto fornisce componenti nutriziowaici, contribuisce alle
difese immunitarie, esercita un effetto trofico duhtto gastroenterico e
favorisce linstaurarsi del legame madre-bamBin@sso comporta inoltre
benefici effetti, ormai ampiamente documentati, aidbreve che a lungo
termine, anche nei neonati prematurT uttavia sia il latte materno che il latte
di banca forniscono un apporto energetico e diientiressenziali che risulta
inadeguato a coprire le maggiori necessita nuttediodi questa categoria di
neonati, ad assicurare una rapida crescita ed vihgpgo normale, che siano
paragonabili a quello che verrebbe raggiunto datEsso neonato in utero;
tutto ci® comporta un rischio molto elevato dinita di crescita intrauterifio

In accordo con I’American Academy of Pediatricg, apporti nutrizionali
per i neonati prematuri variano per quanto rigudelgroteine da 3,5 a 4
g/kg/die e per quanto riguarda i lipidi da 5,4 2 @lkg/dié. Per raggiungere i
fabbisogni nutrizionali il latte materno viene s$afhente supplementato con
prodotti fortificanti (HFM) costituiti da proteine;arboidrati e minerali, che
vengono addizionati al latte materno in quantitandard. Studi recenti
documentano che i neonati prematuri alimentati ledt@ materno fortificato
presentano un maggior accrescimento staturo-pdederdella circonferenza
cranica, senza aumento di effetti avversi, tral@nterocolite necrotizzante
(NECY>. Il contenuto proteico e lipidico del latte materpresenta tuttavia

un’elevata variabilita sia interindividuale che & a condizioni quali: I'eta
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gestazionale, il parto, le settimane del post-pantunché le varie fasi del
giorno. Risulta quindi difficile coprire efficacemie i fabbisogni nutrizionali
dei prematuri fortificando il latte materno in merad standardizzata™

Per sopperire adeguatamente agli elevati fabbismggnizionali dei neonati
pretermine, sarebbe auspicabile realizzare un eegidn fortificazione
personalizzata basato sull’analisi individualizzdédla composizione del latte
materno. Questa modalita consentirebbe di evitaralimentazione troppo
povera ma anche un’eccessiva sovralimentazione, reduire al minimo i
problemi di tolleranza alimentare legati alla fiiciziong’.

Infatti & stato dimostrato che l'aggiunta di fdd#nte al latte materno
aumenta I'osmolarita portandola verso valori pievali rispetto a quello che ci
si aspetterebbe basandosi solo sulla composiziahefadtificante, inoltre
I'osmolarita tende ad aumentare nel tefip@ale aumento di osmolarita pud
rallentare lo svuotamento gastrico post-prandi@ssere causa di scarsa
tolleranza alimentare e configurarsi quindi come possibile elemento
facilitante il reflusso gastroesofageo nei neomdithentati con latte materno
fortificato™.

Il neonato prematuro presenta un elevato rischicwluppare reflusso
gastroesofageo per una serie di fattori favordrgisi associano ad un variabile
grado di immaturita dell’apparato gastroentefic®ltre ai fattori fisiologici
quali I'immaturita dello sfintere esofageo infegofLES), la posizione supina
ed il riempimento gastrico con elevati volumi diquido®®>. anche la
composizione del latte pud contribuire agli episalli GER®. Poiché la
sintomatologia correlata pu0 essere clinicamentevante e ritardare la
dimissione, I'obiettivo della fortificazione persalizzata dovrebbe identificare
un regime alimentare in cui gli apporti riescancaogrire i fabbisogni senza
alterare la tolleranza gastrica.

Per lattuazione di un regime di fortificazione g@malizzata, non e
possibile prescindere dalla valutazione delle ¢enatiche nutrizionali
individuali del latte materno. Varie metodiche diboratorio sono state

utilizzate per analizzare il contenuto proteicoigdico del latte materno.
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Tuttavia, la maggior parte di queste metodicheiembno tempi lunghi di
esecuzione e non sono utilizzabili. come analisitinarie nella pratica
clinica® 8!

La metodica NIRA, costituisce al contrario una ndeta semplice e rapida
per la determinazione routinaria del contenuto iacronutrienti del latte
umano. Infatti, consente una valutazione quantdati un’ampia varieta di
componenti sia dei materiali solidi che dei ligffdiecessita di una minima
quantita di materiale (5 ml di latte) ed é estremai® rapida; infatti, in alcuni
minuti consente la determinazione del contenutdepro e lipidico del latte,
non necessita di reagenti e la manipolazione dedniate € minima.

Attualmente, non ci sono studi che abbiano valutétdluenza delle
caratteristiche nutrizionali e chimiche del lattaterno dopo fortificazione, sul
reflusso gastroesofageo (GER) come indice di tmiiea alimentare nel
neonato. Appare quindi importante valutare se quiale misura il contenuto
lipidico, proteico e 'osmolarita del latte materpdma e dopo fortificazione
possano contribuire al reflusso gastroesofageo mebnato prematuro

sintomatico.

4.2 Obiettivi dello studio

Lo studio in oggetto € suddiviso in due fasi, ognaon specifici obiettivi.
Nella prima fase (FASE )1l'obiettivo primario € quello di valutare
I'accuratezza e l'adeguatezza della metodica NIRAIp determinazione del
contenuto proteico e lipidico del latte materno.Madidazione di una metodica
rapida ed accurata che consenta la valutaziona delnposizione del latte
materno risulta di fondamentale importanza per rmpoéseguire una
fortificazione personalizzata in base al contenatio macronutrienti ed
ottimizzare gli apporti nutrizionali per i neonMLBW. Pertanto questa fase

dello studio e stata condotta con i seguenti abiett
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Valutare la composizione del latte materno, anaheone il contenuto in
lipidi ed azoto attraverso la metodica NIRA.

Confrontare i risultati ottenuti con i dati labayastici delle metodiche
tradizionali.

Poiché la fortificazione del latte materno rappmégeun presidio ormai
validato nella nutrizione del neonato prematursilta opportuno valutarne il
possibile effetto sull’incidenza di GER, in moddetala identificare quella
modalita di fortificazione che consenta il massibemeficio per la crescita del
neonato e, allo stesso tempo, minimizzi gli effatggativi sul reflusso
gastroesofageo, mediante pH-impedenziometria sofagea.

Nella seconda fase dello studio (FASH'@biettivo e stato quindi quello di
valutare e confrontare I'effetto dei diversi gradii fortificazione del latte
materno sulle caratteristiche chimico-fisiche @etd stesso e sull’incidenza di
GER nel neonato prematuro sintomatico.

4.3 Disegno dello studio

FASE 1

Sono stati raccolti 124 campioni di latte di cui &mpioni da madri di
neonati pretermine (eta gestazionale: 26-32 set@na 69 neonati a termine
(eta gestazionale 37-41 settimane). Le madri state snformate dello studio
ed hanno dato il loro consenso.

| campioni di latte delle madri dei neonati pretarenricoverati nella nostra
Terapia Intensiva Neonatale sono stati raccoltiénima giornata post-partum,
e sono stati estratti dal pool giornaliero.

| campioni di latte delle madri di nati a termirene stati anch’essi raccolti
in decima giornata di vita, in occasione dellataeisimbulatoriale.

Tutti i campioni, raccolti in contenitori sterilgono stati suddivisi in due

aliquote di cui: 5 ml per la valutazione del contenproteico e lipidico tramite
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metodica NIRA e 15 ml per l'analisi di laboratortcamite le metodiche
tradizionali.

La valutazione mediante metodica NIRA e stata ateguell’apposito
locale attrezzato all'interno della Terapia IntsasNeonatale. L’analisi tramite
le metodiche tradizionali &€ stata eseguita preadahoratorio specialistico.

La calibrazione e la validazione della metodica ocsmtate effettuate
utilizzando campioni di latte materno, e questo ewtad I'accuratezza del
metodo. Infatti, benché ogni nutriente presentisiaa specifica banda di
assorbimento, il suo spettro di riflettanza e iefimato dagli specifici legami
complessi tra i nutrienti.

Per la calibrazione della NIRA (Fenir 8820: Esetektrumets, Marino,
Roma) sono stati utilizzati gli spettri di assorbmo di 97 campioni di latte
materno che hanno costituito il “set di calibraBnSuccessivamente sono
stati utilizzati gli spettri di assorbimento diral0 campioni di latte materno
come “set di validazione” per la validazione deflatodica.

Il set di calibrazione € stato utilizzato per lseeazione di un modello
predittivo, attraverso l'analisi di regressioneeklme (Proteine: y=0,9994x-
0,0004; R=0,4651; grassi: y=1,0003x-0,0009;>=R,8542) Quindi questo
modello e stato applicato al set di validazione ymificare la riproducibilita
della NIRA rispetto alle metodiche tradizionali dferimento (Proteine:
y=0,976x+0,0052; R=0,6536; grassi: y=1,0164x-0,0107:=R,8008).

FASE 2:

La seconda parte dello studio € stata condottaaimiena randomizzata, non
controllata.

Sono stati arruolati 17 neonati prematuri con smtandicativi di GER
(frequenti rigurgiti e/o desaturazioni post-prafijliacon eta gestazionale
media di 30 settimane (range 24 e 33 settimanase medio alla nascita di
1265 g (range 580-1745g). Al momento dellesamsgntavano un’eta media
di 27 giorni di vita (range 12-145 giorni) ed unspanedio di 1690 g (range

1127-1180g). Tutti i neonati erano alimentati cattd materno e a pieno
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regime con l'alimentazione entrale (150 ml/kg/diépme criteri di esclusione
sono stati considerati: eta gestazionale > 33nsatie; presenza di patologia
acuta grave (infezioni, NEC).; assunzione cronicdadmaci che potessero
interferire con le funzioni motorie dell’apparatasgrointestinale (procinetici)

e/o con la secrezione acida dello stomaco (inibidetla pompa protonica,

antiacidi, H2-antagonisti).

| genitori dei piccoli sono stati informati e primdel’esame e stato
acquisito il loro consenso scritto. Il disegno deditudio e riassunto nello

schema seguente:

Pool di latte materno delle 24 ore, miscelato ésdiin 3 aliquote

‘\

7 pasti per esar 5 ml per analit 6 ml per anali
pH-impedenziometrico NIRA Osmolarita
Protein: —
1° pasto LM non fortificat Lipidi 2 ml LM non fortificatc
Randomizzati: 2ml LM + HMF 3%
e 2 pasti di LM non fortificato 2ml LM + HMF 5%
2 pasti di LM + HMF3%

* 2patidi LM + HMF5%

Nel giorno designato per 'esame, la mattina prasiaool delle 24 ore del
latte di ogni pretermine, raccolto e conservattatosben miscelato e diviso in
3 aliquote.

La prima aliquota e stata utilizzata per I'alimenid@me del neonato durante
le 24 ore dello studio: in questo periodo ogni redoré stato sottoposto alla
registrazione simultanea con impedenziometria luntnenale e pHmetria (pH-
MII)

Durante l'indagine si & seguito uno schema fissalidnentazione che ha
previsto, nelle 24 ore, I'assunzione di 7 pasth t@ stessa quantita fissa di
latte; alla fine di ogni pasto i neonati sono stagissi in posizione supina. Tultti

| pasti sono stati preparati dalla stessa inferaier
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Per tutti i neonati il primo pasto somministratseimpre stato costituito da
latte materno non fortificato (tale pasto ed ilatelo periodo post-prandiale
non sono stati considerati ai fini dell’analisitsca); i successivi sei pasti
sono stati suddivisi in 3 coppie: una coppia ditipasstituita da latte materno
non fortificato, un’altra da latte materno fortdiko al 3%, la terza da latte
materno fortificato al 5%.

Il fortificante utilizzato e FM-85, prodotto da Nksnella cui composizione
di trovano, proteine, maltodestrine, elettrolitvi,amine; ogni g di fortificante
contiene 0,2 g di proteine e 3,5 Kcal. La fortifime del latte materno é stata
eseguita immediatamente prima della somministrazehrogni pasto.

L’ordine di assunzione dei diversi pasti e statadmmizzato per ogni
paziente in modo tale che solo I'infermiere addatta preparazione ne fosse a
conoscenza: in questo modo, si € garantito cheetrd dei tracciati
impedenziometrici si svolgesse in cieco.

La seconda aliquota € stata utilizzata per la detezione dellbsmolarita
'osmolarita del latte materno non fortificato etst valutata subito dopo la
suddivisione delle aliquote, mentre 'osmolaritd lddte fortificato (una parte
fortificato al 3% e una al 5%) e stata valutataiButi dopo la fortificazione. |
valori di osmolarita raccomandati per i neonati ndovrebbero superare
400mOsm/k &2

La terza aliquota e stata utilizzata per la valiot@ delcontenuto proteico
e lipidico del latte materno non fortificato mediante metadidIRA. Il
contenuto proteico del latte materno dopo fortfioae e stato calcolato
aggiungendo l'apporto proteico dato dal fortifirdl contenuto proteico
misurato del latte materno.

Per rispettare le raccomandazioni sugli appértieonati pretermine a full
feeding (150 ml/kg) dovrebbero essere alimentatiwo latte che garantisca un
contenuto proteico da 2,33 a 2,66 g/100 g di @ contenuto lipidico da 3,6

a 4,8 g/100 g di latte.

23



Capitolo 4 - Studio sperimentale

4.4 Metodi dello studio

Nella prima fase dello studio_(FASE 19ono stati utilizzati per la
calibrazione e validazione della metodica NIRA tessa metodica NIRA e i
metodi di laboratorio per la valutazione del lattaterno spiegati di seguito.

Nella seconda fase dello studio (FASE sbno stati utilizzati la pH-
impedenziometria per la valutazione del reflussstrga@sofageo e la metodica
NIRA, dopo calibrazione e validazione, per l'analiel contenuto del latte
materno. La valutazione dell’'osmolarita e statagesa presso il Nostro

laboratorio centralizzato.

4.4.1 NIRA (Near-Infrared Reflectance Analysis)

La metodica NIRA (Fenir 8820: Esetek Instrumetsyint Roma) si basa
sul principio della riflessione delle radiazionifrerosse da parte dei
componenti del campione; nello spettro dell’infeso (da 800 a 2500 nm) si
individuano gli assorbimenti relativi a molti legamhimici ('atomo di
idrogeno, il carbonile, il doppio legame carbonarkonio e il perossidrile):
moltissime sostanze organiche ed alcune inorgamudsentano, quindi, bande
di assorbimento specifiche in questa regione dgflettro. Nel processo di
analisi vengono utilizzati filtri, a lunghezza dum selezionata, per
I'assorbimento delle sostanze da analizzare. lettahza dal campione nelle
specifiche bande e correlata alla concentraziorkeldenento in esame nel
campion&. E’ in grado di consentire la determinazione cowmteranea di
lipidi, azoto, acqua e carboidrati nei vari campioresame.

Dei campioni del pool di latte materno sono statdgvate aliquote da 5 ml
che sono stati inseriti nell’'apposita cella di nné&ione. L’'analisi, effettuata
rapidamente (1 minuto), ha consentito con la valate simultanea del

contenuto in azoto e lipidi. Non é sono stati mtiditi reagenti né e stata
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necessaria alcuna manipolazione del latte, € iingaifficiente una rapida
omogeneizzazione manuale.

La calibrazione e la validazione della metodicaettffata utilizzando
campioni di latte umano aumenta I'accuratezza dgbdo. Infatti, benché ogni
nutriente presenti la sua specifica banda di asseriio, il suo spettro di

riflettanza & influenzato dagli specifici legamiwplessi dei nutrierftf *

4.4.2 Metodiche di laboratorio

Per la valutazione del contenuto proteico del latt@terno la metodica
Gerber.

II' metodo Kjeldahl, che consente la determinaziatedl'azoto totale,
utilizza la digestione acida in presenza di un |lzatore al selenio che si
vrifica ad elevate temperature (370°C). L’Ammonibecsi libera durante
questa procedura & quindi quantificato con un neetadorimetricS’.

Il metodo Gerber per i lipidi si avvale di un apposubo graduato (tubo di
Gerber) in cui vengono mescolati specifici volumiatte ed acido sulfurico;
I'acido sulfurico dissolve le proteine del latte edarboidrati. 1 globuli di
grasso, piu leggeri, vengono separati tramite ifagazione. Il contenuto
lipidico viene quindi automaticamente valutato nddo graduato. Per favorire
la formazione di una colonna lipidica omogenea tdizaano aggiunte di

alcoof™.

4.4.3 pH-impedenziometria

La pH-impedenziometria consente il rilevamentodaareflussi acidi che di
quelli non acidi; pertanto, essa risulta di graotita nello studio del neonato
prematuro in cui, per le peculiari modalita di aimtazione, il pH gastrico
risulta tamponato per un tempo prolung&t8. Per I'esecuzione degli esami &
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stato utilizzato un unico dispositivo multicanalatraluminale per la
rilevazione dellimpedenza e del pH. (Sandhill &tigc Inc, Highland Ranch,
USA). Prima di ogni esame si € proceduto alla catiione del sensore di pH
utilizzando soluzioni a pH 4 e successivamente gHa7. Il sondino pH-
impedenziometrico utilizzato e di tipo flessibitepnouso presenta un diametro
esterno di 1,5 mm. E’costituito da sette elettroaipedenziometrici circolari
posti a costituire 6 canali bipolari d'impedenzawed elettrodo di antimonio
sensibile alle variazioni di pH. La distanza di tr8 tra un elettrodo e I'altro
ha permesso di ottenere informazioni su una lurgheamplessiva di 9 cm. Il
sondino e stato, quindi, introdotto per via nasaélume esofageo, per una
lunghezza precedentemente calcolata medianteraufardi Strobel in modo
che i canali d'impedenza si trovino posizionati tratto di lume compreso tra
la zona appena sopra il cardias (canale 6) eiidar(canale 1), con il sensore
pHmetrico situato a livello del canale 6 (al centrdel dipolo
impedenziometrico distale), approssimativamente ciybsopra la giunzione
gastroesofagea. La verifica del corretto posiziogram del sondino e stata
effettuata mediante analisi radiologica. | datiatei alle variazioni di
impedenza e di pH ad una frequenza di 50 Hz peracagrale di registrazione
sono stati acquisiti @ memorizzati su una schedanémoria removibile
(Sleutt? Sandhill Scientific). Dopo 24 ore dall'inizio dallregistrazione, la
pH-impedenziometria & stata spenta, il sondina#sire i dati presenti sulla
memoria removibile sono stati trasferiti al caltota e analizzati mediante un
apposito software (BioVIEW Analysisandhill 5.3.4)

L’impiego della MIl ha permesso di riconoscererdrisito di materiale nel
lume esofageo indipendentemente dal valore di pHistinguerne la direzione
e la natura fisica, di evidenziare l'altezza ragggudel materiale refluito e di
ottenere informazioni riguardo alla durata dei us$i. La simultanea
registrazione pH-metrica ha consentito, inoltregidtinguere la natura chimica
di ogni episodio di reflusso attraverso la misurael della differenza di
potenziale elettrico tra il sensore di pH posiztonael lume esofageo ed un

elettrodo di riferimento sulla cute del paziente.

26



Capitolo 4 - Studio sperimentale

Gli episodi di reflusso sono stati diagnosticatlesbase del riconoscimento
del tipico andamento di impedenza che li carattarizin calo del valore di
impedenza di almeno il 50% del valore basale, ¢chergichi in almeno due
canali consecutivi e con andamento retrogrado, icitetessando per primo il
canale piu distale.

Grazie all'apposito software e stato possibile rate, per ogni bambino
sottoposto alla registrazione, un elenco di tditegisodi di reflusso in ordine
di registrazione e, per ogni reflusso, la seguset di informazioni:

» Orario in cui si e verificato il reflusso.

* Natura fisica del reflusso (reflusso liquido, mjggassoso).

 Natura chimica del reflusso (reflusso acido, delsslita acido,
debolmente alcalino).

» Altezza raggiunta dal materiale refluito.

* Durata del reflusso.

La durata del reflusso e stata definita come ilge@mecessario affinché, nel
canale piu distale (canale 6), il valore d'impedetarnasse al 50% del valore
iniziale, dopo il calo dovuto al passaggio del mate refluito; cid corrisponde
ad una clearance di piu del 90% del volume di nedeerefluito.

Con l'aiuto dei genitori dei neonati e del persenifermieristico, € stato
compilato un diario che raccogliesse informazioelative alle 24 ore di
registrazione. Sul diario sono stati annotati, @gni pasto e relativo periodo
postprandiale, i seguenti dati:

* Il numero del pasto riportato sul biberon.

e L'orario di inizio e di fine pasto (che é stato istato anche
sull’'impedenzio-pHmetro).

» ll'livello di accettazione del pasto.

In base all’orario in cui si sono verificati gliispdi di reflusso e all’orario
dei pasti riportato sul diario, € stato possibiidguere il numero e il tipo di
reflussi relativi ad ogni periodo postprandialeldcSa questo punto € stata

rivelata la composizione dei singoli pasti assdatciascun bambino.
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Per ogni bambino é stata approntata una tabelauwidiva in cui sono stati
inseriti i dati relativi sia agli episodi di reflsg sia alle determinazioni delle
caratteristiche chimico-fisiche del latte. | datine stati quindi valutati allo
scopo di valutare le possibili relazioni tra fad#zione del latte materno e
reflusso gastroesofageo.

Come gia descritfd gli episodi di GER vengono individuati a due daer
altezze dal sistema pH-metrico e dallimpedenzioiaet piu prescisamente:
gli episodi di GER vengono individuati dal pH-metioca 1,5 cm al disopra
del LES, mentre il bolo che si muove in direzioagagrada deve raggiungere
per lo meno il 2° dipolo impedenziometrico distadegirca 4,5 cm al disopra
del LES, per poter essere individuato dall'impedametra

Un episodio di GER é definito “acido” quando il gH<4 e “non acido”
quando il pH &4 La percentuale complessiva di tempo in cui 'egofé
esposto a valori di pH<4 viene definita Indice deflesso (RIpH). La
percentuale complessiva di tempo in cui I'impedemgtro individua episodi
di GER nell’'esofago viene indicata come bolus exypwsindex (BEI), e
successivamente separata in indice di reflusscoa@iil-GER-BEI) e non
acido (NaMII-GER-BEI).

4.4.4 NIRA

La valutazione del contenuto proteico e lipidicdlel@pposite aliquote di
latte materno di ogni bimbo esaminato, & statazm#ita la metodica NIRA,
calibrata utilizzando latte materno e validataangplima parte dello studio.

4.45 Valutazione dell’'osmolarita

L’'osmolarita e stata valutata, presso il Nostroofakorio centralizzato,
utilizzando un osmometro crioscopico (OM 6030)raattrso la valutazione

dell’'abbassamento del punto di congelamento di aamli 60ul., con una
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riproducibilita inferiore all’1%. Tutti i campionsono stati analizzati in cieco

dagli operatori.

4.5 Analisi statistica

FASE 1

Per testare la concordanza tra la metodica NIR&redtodiche tradizionali
e Altman con i diagrammi di Bland -Altman (Med C&c3.9.0, Med Calc
Software).

Per valutare le differenze tra i campioni di latbaterno delle madri dei
neonati pretermine ed a termine € stato utilizzhtd test per variabili
indipendenti (SPSS 13.0 per Windows) considerando pg0,05 come
statisticamente significativo.

FASE 2

L’indice di reflusso misurato dopo i pasti di latteaterno e di latte materno
fortificato sono stati comparati con il test dideman. La correlazione tra il
contenuto proteico e lipidico del latte materndiredice di reflusso sono stati
valutati tramite il test di correlazione di Speannaosi come la correlazione
tra i valori di osmolarita e gli indici di refluss&n valore di p<0,05 é stato

considerato statisticamente significativo.
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Capitolo 5

Risultati sperimentali

5.1 Analisi dei dati

Nella prima fase dello studio (FASBsbno stati analizzati i dati riguardanti
» Calibrazione e validazione della metodica

* Analisi delle caratteristiche del latte materno

5.1.1 Accuratezza della metodica NIRA

Dall’analisi dei dati € emersa I'estrema accuradedel dosaggio di lipidi ed
azoto, eseguita tramite metodica NIRA, rispette aiktodiche tradizionali.

Nella tabella 1 vengono mostrati i valori medi (Sdd)i range dei livelli di azoto e
lipidi dosati nei campioni di latte delle madri deonati pretermine e a termine,
dosati con la metodica NIRA e con le metodicheiniadali (Kjeldahl, Gerber).

| diagrammi 1 e 2 mostrano il contenuto di azolieli dei latti pretermine e a
termine dosati con la NIRA e le metodiche tradiaigrrispettivamente Gerber per il
contenuto lipidico e Kjeldahl per il contenuto aot In entrambi la differenza tra le
metodiche e plottata verso la loro media. La d#ffela media e tra -0,04 e + 0,03;
inoltre la maggior parte dei valori singoli € aiterno del range: 1 DS, questo dato

evidenzia I'eccellente precisione della NIRA panaga alle metodiche tradizionali.
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Figura 1:

Diagramma Bland-Altman mostra la concordanza tradéodica NIRA e le metodiche tradizionali (Gerber
per il contenuto lipidico [A] e Kjeldahl per il ctenuto azotato [B]) nell’analisi del contenuto dampioni

di latte di madri di neonati pretermine
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Figura 2:

Diagramma Bland-Altman mostra la concordanza tradéodica NIRA e le metodiche tradizionali (Gerber
per il contenuto lipidico [A] e Kjeldahl per il ctenuto azotato [B]) nell’analisi del contenuto dampioni

di latte di madri di neonati a termine

[A]
15F
=]
10F o +1.96 SD
________________________________ qmmmmmmmm———m—mm oo
o Qg o 0,91
05 FECRLI
o B g o
@ " ) I: a8 nn a i " Mean
o 00 g o o BE— =
% “n o SSmo nu o nn 0,00
1 _ | o (=] %
§ 05 oL a o o
S S, n_____-1.96SD
1.0 i 20,91
15
=]
200 . | . I . | . I . | . I . |
0 1 2 3 4 5 6 7
AVERAGE of NIRA and GERBER
[B]
1.0
______ e e b 20- 0D,
0.5 o 0,53
a nnEn o .
:(I g ° 9y o Enfb &
T = gt¥og 0 oo Mean
=) , T a . ETE T &
= ooogtTRE P -0,04
— m g o
:d o o o
1 =]
< 05 3 5 g -1.96 SD
= ] mmm———— Bl o e e e e
=z -0,60
=]
1.0
=]
150 I I | |
15 2,0 25 3.0 35

AVERAGE of NIRA and KIELDHAL

32



Capitolo 5 - Risultati sperimentali

5.1.2 Valutazione della composizione del latte mateo

Dall’analisi del latte materno eseguita tramite adéta NIRA € emerso che |l
contenuto azotato dei campioni di latte delle matirheonati prematuri varia da
1,189/100 g di latte a 2,719% (mediana 1,88g%; eanterquartile 1,75-2,089%),
mentre il contenuto lipidico varia da 1,27 % a @#3(mediana 3,39%; range
interquartile 2,94-4,019%).

Il contenuto azotato nei campioni di latte delledmai neonati a termine varia da
1,489/ % a 2,479g% (mediana 1,899%; range interdgidrf77-1,999%), mentre il
contenuto lipidico varia da 1,01g% a 6,01g% (meaiam4g%,; range interquartile
1,83-3,419%).

La variabilita € pitu pronunciata per i lipidi cherpl’azoto, sia nei pretermine
(rapporto range interquartile:mediana per i lipggdD,32 mentre per I'azoto e 0,17)
mentre per I'azoto € 0,12). Il latte delle madre danno partorito prematuramente
mostra un contenuto lipidico (media 3,56g9%) sigaifivamente piu elevato (p<
0,001) rispetto al latte di madri a termine (me#ja6g%). Non ci sono differenze
significative per quanto riguarda il contenuto prod, con una media di 1,919% nel
latte di madri che hanno partorito prematuramenti &,88g% nei latti degli a

termine.
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Tabella 1: Valori di azoto e lipidi valutati confaetodica NIRA e con le metodiche tradizionali nei

campioni di latte di madri di neonati pretermingi @eonati a termine

AZOTO LIPIDI
n°| NIRA Kjeldhal | T earson NIRA Gerber | Fearson

corr. corr.
1.91+0.25) 1.89+041| r=0739 | 3.56+0.93| 3.52+1.03 | r=0.806
PRETERMINE | 55 (1 182 71)| (1.22-3.22)| p=0.000 | (1.27-6.23) | (0.78-6.02) | p=0.000
TERMINE | 69| 1-88£019 [ 1924035 r=0569 | 2.76+113| 2.76%1.33 | r=0.942
(1.48-2.47)| (1.4-3.29) | p=0.000 | (1.01-6.01) | (0.58-6.5) | p=0.000

Valori espressi in g/100 g di latte. (Media + D&nge).

Nella seconda fase dello studio (FASEdho stati analizzati i dati riguardanti

 Valutazione delle caratteristiche del

proteica, lipidica, osmolarita

latte matermoncentrazione

* Incidenza e caratteristiche del Reflusso Gastragsaf

* Influenza della composizione del

Gastroesofageo

5.1.3 Utilizzo della metodica NIRA validata

latte materno skkflusso

L’analisi del latte materno eseguita mediante metodNIRA ha confermato

I'ampia variabilita del contenuto proteico e ligidi del latte materno. Il contenuto

proteico dei 17 campioni non fortificati varia d2 & 1,92 g/100 g di latte (mediana

1,7 g%) e il contenuto lipidico varia da 3 a 6 gitefliana 4,96 g%). Non € stata

trovata nessuna correlazione tra il contenuto mote lipidico del latte materno.

| valori di osmolarita del latte non fortificato nano tra 267 e 330mOsm/kg
(mediana 298). Dopo fortificazione, al dosaggiondtad del 3% di FMS85, il

contenuto proteico raggiunto dai campioni di |att@terno varia da 1,8 a 2,52 g%. Il

contenuto proteico presenta quindi un valore abttbhsdei 2,33 g% in 11/17

campioni; mentre per nessun campione e stato ohaiw® un contenuto proteico

superiore ai 2,6669%. L’'osmolarita varia tra 28508mOsm/kg (mediana 347), un

solo campione presenta valori di osmolarita superd® 400 mOsm/kg.
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Dopo fortificazione, al dosaggio standard del 5%-mi85, il contenuto proteico
raggiunto dai campioni di latte materno varia da 2,2,92 g%. Solo un campione
raggiunge un contenuto proteico al disotto dei %3 Mentre il contenuto proteico
si presenta con valori al disopra dei 2,66 g% ilZ@ampioni. L’'osmolarita varia
tra 315 e 438 mOsm/kg (mediana 407), ed é supeaodd0 mOsm/kg in 9/17

campioni.

5.1.4 GER e latte materno prima e dopo fortificazine

La pH-impedenziometria (pH-MII) & stata ben toltaraa tutti i pazienti, e la
posizione del dispositivo di rilevazione non ha igubmodifiche nei pazienti nel
corso di nessun esame. Gli indici di reflusso naisurei 17 pazienti durante i pasti
di latte materno e durante quelli di latte matefortificato sia al 3% che al 5% sono

rappresentati nella tabella N 2:

Tabella 2. Indici di reflusso. | valori sono esiga mediana (range). p <.05 & considerato Stisente

significativo
LM LM+HMF3% | LM+HMF5% | p
GERs Acidi (n°) 13 (1-50) 29 (1-40) 11 (1-47) NS
GERs Non Acidi (n°) 8 (1-24) 13 (0-53) 13 (3-74) 0.01
GERSs* Total (n°) 28 (4-58) 34 (4-76) 28 (9-93) NS
RIpH (%) 4.09 (0.01-56.08) | 5.59 (0.05-29.23)  5.69 (0.38-85.8 NS
aMII-GER-BEI (%) 0.19(0.00-2.19) |  0.60 (0.00-1.81)]  0.33 (0.00-4.05) NS
NaMI-GER-BEI (%) | 0.68(0.04-4.48) | 1.08(0.28-10.36)  1.27 (0.14-5.08D.028
A'(tfézga?i'E%'iR 3.20 (2.59-7.50) | 3.59 (2.25-5.83) >24(265584)| 4 44g

LM = latte materno; HMF = fortificante del latte teeno; GER = reflusso gastroesofageo; RIpH = Reflux
Index; aMII-GER-BEI = acid bolus exposure index; N&ER-BEI = non acid bolus exposure index;
LES= sfintere esofageo inferiore. * total GERs coamglono gli episodi di GER individuate sia dalla MlI

che dalla pH metria
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Non é stata individuata nessuna differenza sigtifra tra le tre tipologie di
pasto, né per quanto riguarda il numero degli ebidoreflusso acido, né per il gli
indici di reflusso (RIpH,) né per il Bolus-expostunglex acido (aMII-GER-BEI).

Al contrario, dopo fortificazione, é stato indiveho un aumento significativo sia
nel numero degli episodi di reflusso non acido (p£) che del Bolus-exposure
index non acido (NaMII-GER-BEI) (p=0,028), cosi anper l'altezza media
raggiunta dagli episodi di GER (p=0,008).

Il contenuto proteico e lipidico dei campioni dittamaterno valutati attraverso la
metodica NIRA e lI'osmolaritd dopo la fortificazignsono stati correlati con gli
indicatori di GER durante i corrispondenti due aanagivi periodi postprandiali.

E’ stata individuata una correlazione inversa digaiiva tra il contenuto proteico
del latte materno non fortificato, il numero degpisodi di GER acido (P=0,050,
rho= -0,483), e gli indici di reflusso acido (Rigb= 0,041, rho= -0,0501]) misurati
dopo due pasti con latte materno non fortificaig3g).

Dopo fortificazione, il contenuto proteico del &tinaterno continua ad essere
correlato con RipH anche se non raggiunge valasigtificativita (Fig 3b).
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Figura 3
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Non é stata trovata nessuna correlazione tra ilecato in lipidi e gli indici di
reflusso. Nessuna correlazione € stata inoltreateowra i valori di osmolarita, sia

prima che dopo fortificazione, e gli indici di nediso.
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5.2 Conclusioni

Esiste un’eccellente concordanza tra i valori plidii ed azoto valutati attraverso
la metodica NIRA e le metodiche laboratoristichadizionali (Gerber per |l
contenuto lipidico e Kjeldahl per il contenuto a#o), sia nei campioni di latte
materno dei neonati pretermine che a termine.

Le valutazioni effettuate hanno confermato I'ampéaiabilita nel contenuto in
macronutrienti del latte materno. In particolar&ampioni di latte delle madri dei
neonati pretermine presentano un contenuto lipisiigeeriore rispetto al latte dei nati
a termine, mentre, per quanto riguarda il contemruteico, non € stata trovata
nessuna differenza significativa tra le due catiegdir campioni. L'ampia variabilita
nella composizione del latte materno va considerata particolare attenzione
soprattutto per quanto riguarda i neonati preteemincui fabbisogni nutrizionali
sono estremamente variabili in base all'eta gestate, al peso alla nascita, ai giorni
di vita e alle condizioni cliniche.

Una nutrizione ottimale € essenziale per la progadsnga distanza dei neonati
prematuri. Infatti, benché studi evidenzino conpramaturi alimentati con formule
arricchite di proteine presentino una maggiore (e rapida crescita, uno sviluppo
superiore a 18 mesi e un quoziente intellettivoesiope a 7,5-8 anffi, da studi pitl
recenti emerge un effetto negativo della sovrali@meone nell'infanzia con
aumentato rischio di sviluppare patologie cardicetst *°. L'alimentazione dei
neonati prematuri con il latte materno delle prepnadri presenta maggiori vantaggi
rispetto all'alimentazione sia con latti formulatie con il latte di bana Tra gli
effetti benefici dell’alimentazione con latte matersono riportati una riduzione
nell'incidenza di sepsi e di enterocolite necradizte: nello specifico I'alimentazione
esclusiva con latte materno riduce di 6 volte ischio di NEC rispetto
all'alimentazione con latte artificiale, e la preza del latte materno nella dieta

risulta essere un fattore protettivo anche in reginallattamento misto con rischio
di sviluppare NEC 3 volte inferiof&®*

Tuttavia sia il latte materno che il latte di bafieeiscono un apporto energetico
e di nutrienti essenziali che risulta inadeguat@oprire gli elevati fabbisogni
nutrizionali di questa categoria di neonati. Paagtre apporti nutrizionali adeguati
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si rende pertanto necessario I'utilizzo dei foctifiti. Vista I'elevata variabilita nella
caratteristiche organolettiche del latte materna, rhancanza di adeguate
informazioni riguardo alla composizione prima ddlatificazione, comporta rischi

di eccessiva 0 scarsa concentrazione in nutrienti.

Alla luce di questi dati, piuttosto che un apposiandard di fortificazione,
dovrebbero poter essere garantiti apporti proteitmali attraverso la valutazione
del contenuto azotato del latte materno e variahdegime di fortificazione dopo
periodica determinazione dell'azoto ureico (BBN)Gia nel 1993, Polberger e
Lonnerdaf® si prefissero I'obiettivo di migliorare la gest®nutrizionale dei VLBW
attraverso una fortificazione individualizzata tte. Tra i test a disposizione per la
valutazione dei macronutrienti del latte maternoca®mno un metodo semplice,
rapido e poco costoso, e individuarono due metaidittaad essere utilizzati in
laboratori associati alle NICU (Lowry Protein Assaynd Total Lipid Assay).
Tuttavia, nonostante questo tentativo fatto piul@i anni fa la fortificazione
individualizzata del latte materno non € mai eatralla pratica clinica. Tutto cio e
probabilmente dovuto alla difficolta di individuatest in grado di valutare la
composizione del latte materno che siano utilizzabime determinazioni routinarie
delle NICU. | metodi suggeriti infatti sono metodne necessitano di strutture
laboratoristiche e richiedono almeno 4 ore per aguailisi.

Al contrario la metodica NIRA oltre ad essere umuraento accurato per la
valutazione della composizione del latte materisnilta facilmente utilizzabile nella
pratica clinica routinaria: € infatti uno strumegtmmpatto e sufficientemente piccolo
da trovare collocazione all'interno delle NICU, sente un’eccellente precisione
nelle determinazioni e costituisce una metodicaideaper la valutazione del
contenuto del latte materno. La determinazioneesopbranea del contenuto azotato
e lipidico viene eseguita in pochi minuti, non iedhe reagenti, la quantita di latte e
la manipolazione necessaria sono minime.

Per questi motivi puo essere utile nella pratigaicd, per migliorare I'approccio
nutrizionale dei VLBV, consentendo di assicurafabbisogni necessari attraverso il
monitoraggio routinario della composizione deldattaterno e il raggiungimento di
un regime di fortificazione personalizzata ed adale al modificarsi delle necessita.
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Ad oggi, la fortificazione standard del latte matere una pratica comune
nell’alimentazione del neonato prematuro, raccoratmdper garantire loro un
adeguato apporto proteico ed energético

Tuttavia, nonostante I'ampio utilizzo di fortifickrdel latte materno si conosce
poco riguardo ai loro effetti sulla funzionalita sg@intestinale. Dopo aver
individuato nella metodica NIRA uno strumento aetared utilizzabile nella pratica
clinica per la valutazione della composizione @dfel materno, nella seconda parte
dello studio, I'analisi del contenuto proteico pidico del latte é stata utilizzata per
individuare gli effetti di differenti regimi di foificazione sulla tolleranza alimentare,
e nello specifico sull’entita del reflusso gastafageo.

Come era prevedibile, nella seconda fase del nadtrdio € stata confermata
I'elevata variabilita del contenuto proteico e digio del latte materno. Il contenuto
proteico del latte non fortificato e risultato imsamente correlato agli indici di
reflusso acido: i neonati alimentati con latte matea maggior contenuto proteico
mostrano indici di reflusso piu bassi. Parallelateegli indici di reflusso acido piu
elevati sono stati misurati in quei neonati alinagéinton latte a piu basso contenuto
proteico. Non é stata individuata nessuna corretezitra gli indici di GER ed |l
contenuto lipidico del latte non fortificato.

Dopo fortificazione si assiste ad un peggioramendo reflussi non acidi. Un
ulteriore dato emerso e che, oltre al peggioramelaioreflussi non acidi, dopo
fortificazione alla dose standard del 5%, il contenproteico del latte materno
supera gli apporti raccomandati nella maggior paeiecampioni.

Non é stata individuata nessuna correlazione tradjti di GER e osmolarita sia
prima che dopo fortificazione, tuttavia dopo fod#zione I'osmolarita supera i
livelli consigliati per i neonati.

Studi che si siano focalizzati sull'effetto dellartificazione sulla tolleranza
alimentare e lo svuotamento gastrico nei neonampturi sono pochi ed hanno
portano a risultati contraddittori. Ewer e coll.nha dimostrato che I'aggiunta di
fortificante al latte materno rallenta significatimente lo svuotamento gastrico se
paragonato al latte materno non fortificdtoAl contrario, altri studi hanno
evidenziato I'assenza di effetti di rallentamentdiasmotilita gastrica dopo aggiunta
di due differenti tipi di fortificant& .
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Studi su giovani adulti hanno valutato I'effettolldedensita calorica e dello
specifico ruolo della natura delle calorie sul livedi svuotamento gastrico nei
soggetti sani. E’ stato evidenziato una relazioneare tra la densita calorica delle
soluzioni e il livello di svuotamento gastrico, éecl'osmolarita influenza lo
svuotamento gastrico, anche se solo se per soluaibalti livelli di tonicita. Il tipo
di calorie non ha invece effetto sullo svuotamegastric’.

Questi dati contrastanti sullo svuotamento gastmi@o contribuiscono a chiarire i
nostri studi sulla correlazione tra reflusso gastafageo e contenuto proteico del
latte materno. La relazione tra svuotamento gastiaeflusso gastroesofageo nei
neonati prematuri & stato recentemente néyalel nostro studio non & stata
individuata nessuna correlazione tra gli indiciGER ed il contenuto lipidico del
latte umano che si ritiene rallenti lo svuotamegastricG*. A tutt'oggi non ci sono
dati sull’effetto del contenuto proteico dei pasti reflusso gastroesofageo.

Il nostro studio € il primo a dimostrare uno speoifeffetto del contenuto
proteico del latte materno sul reflusso gastrogmmfanel neonato prematuro.
L’ampia variabilitd del contenuto del latte materéagia stata documentdtala
mancanza di indicazioni precedenti alla fortifica® sulla composizione dello
specifico latte materno pud portare ad ovvi risthscarsa o eccessiva nutrizione:
addizionando infatti al latte materno una quarititsa di proteine si rischia di fornire
ad un certo gruppo di neonati un eccessivo cariotejgo, rispetto ai fabbisogni
raccomandati come limite superiore per il fabbisogoteico, mentre per altri
neonati il rischio & di garantire un apporto infeei a quello auspicabile.

Per questa ragione molti autori suggeriscono diréala fortificazione sulla base
della composizione del latte matefhe di considerare I'azoto ureico, come indice
per 'adeguatezza dell'intake proteféo

Il nostro studio evidenzia la presenza di una refez inversa tra il contenuto
proteico del latte materno non fortificato e il losso gastroesofageo acido nel
neonato prematuro. Dopo I'aggiunta di fortificasteassiste ad un aumentano degli
indici di reflusso non acido e, per fortificazioali 5%, in molti campioni di latte si
raggiunge una concentrazione proteica superidimi raccomandati. L'osmolarita
poi pud aumentare in maniera importante, raggiudgeralori che sono considerati

fattori di rischio per I'enterocolite necrotizzaffteNe consegue che I'aggiunta di una
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quantita standard di fortificante al latte umanon rpreceduta da valutazioni della
composizione di base del latte materno puo esstempalmente dannosa.

Un fattore limitante di questo studio e che la pipedenziometria non e in grado
di individuare i reflussi non acidi limitatament#esofago distale: percio non siamo
in grado di determinare né la prevalenza dei reflnen acidi “short” né I'effetto del
contenuto proteico su questo tipo di GER. Inolgegesti dati preliminari sono
ricavati da un campione relativamente piccolo eeasitano di essere confermati da
trial clinici piu ampi. L'effetto del contenuto pieico del latte materno sul reflusso
gastroesofageo potrebbe essere secondario ad uatasyento gastrico piu lento in
relazione ad un effetto individuale dell’alimentoa sfortunatamente il nostro studio
non é stato tracciato specificatamente per invasig ruolo patogenetico di queste
variabili.

In conclusione, é stato dimostrato che il contemigtolatte materno prima e dopo
fortificazione puo influenzare il reflusso gastrofegyeo nei nati pretermine. Inoltre
la fortificazione standard puo peggiorare gli indit GER non acido e, vista
'estrema variabilita della composizione del latteaterno, lintake proteico
raccomandato e I'osmolarita possono venire supd?ati questa ragione dei neonati
prematuri alimentati con latte materno o di barmelsbe auspicabile un regime di
fortificazione individualizzata. Tuttavia sono nssari ulteriori trial clinici per
valutare come la fortificazione individualizzataspa ottimizzare sia gli apporti

nutritivi che la tolleranza alimentare.
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