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RESUMEN
“Efecto de los grupos histo-sanguineos y lactancia materna en la susceptibilidad
a Escherichia coli enterotoxigénica en nifios <3 anos”
Autores: Br. Anthony Borge, Br. Claudia Soto, Br. Lisbeth Morales.

Tutor: Luis Fernando Duarte Sanchez, MSc.

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las principales causas de diarrea
infecciosa en el mundo, afectando principalmente a nifios menores de cinco afios. Se
estima que provoca 117 episodios de diarrea por cada 1,000 nifos anualmente, con
alrededor de 18,669 muertes en este grupo etario. En Nicaragua, la enfermedad diarreica
aguda es la segunda causa de mortalidad infantil, siendo ETEC un agente etiolégico
importante.

Estudios previos han demostrado asociaciones entre el fenotipo del grupo sanguineo
Lewis, el estatus de secretor y la susceptibilidad a infecciones por ETEC. Por ejemplo,
Svennerholm AM et al. observaron mayor susceptibilidad en nifios con fenotipo Le(a+b-)
(P<0,001) mientras que Colston JM et al. reportaron un aumento del 38 % en el riesgo
de diarrea en hijos de madres secretoras (HR = 1,38; intervalo de confianza (IC) del 95
%, 1,15-1,66).

Con base a estos antecedentes, se investigo la relacion entre ETEC, el grupo sanguineo
Lewis, el estatus de secretor y la lactancia materna en nifios menores de tres afios en
Ledn, Nicaragua. Se analizaron 146 muestras de heces y saliva mediante gqPCR y ELISA,
y se evaluaron factores de riesgo usando razones de momios (OR).

De los participantes, 43 nifos presentaron gastroenteritis aguda con deteccion de ETEC
y 103 no presentaron sintomas. Se detecté ETEC en el 38.3% de las muestras,
predominando en varones y en hogares con uso de letrina. Los casos clinicos se
caracterizaron por diarrea de 5 dias promedio y seis deposiciones diarias, sin necesidad
de hospitalizacion en la mayoria.

Aunque se observaron tendencias de mayor riesgo en nifios Lewis (a-b+) y secretor, asi
como en hijos de madres secretoras que lactaron menos de seis meses, no se hallaron

asociaciones estadisticamente significativas con la infeccién por ETEC (P>0.05).
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1 INTRODUCCION

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las causas mas comunes de diarrea
bacteriana en nifios menores de 5 afios en paises de bajo y mediano ingreso (LMICs por
sus siglas en inglés). La transmisién de este microorganismo es a través de la ingesta
de agua y/o alimentos contaminados; causa diarrea acuosa que puede durar varios dias
provocando deshidratacion y desnutricion con efectos fisicos y cognitivos en los nifios a
largo plazo. El mecanismo patogénico involucra brevemente la adhesion al epitelio del
intestino delgado por medio de fimbrias, y posteriormente la produccién de toxinas que

alteran el balance metabdlico intracelular induciendo diarrea acuosa.(1)

A parte de lo anterior, diferentes estudios han reportado que los antigenos de histo-grupo
sanguineo Lewis y el estatus secretor pueden ser determinantes dentro de los posibles
factores de susceptibilidad del huésped ante agentes entéricos, puesto que pueden
funcionar como correceptores para diferentes microrganismos como Candida albicans,

Helicobacter pylori,(2) (3) Rotavirus y Norovirus(4) (5).

La lactancia materna proporciona proteccion contra la diarrea. En particular, los nifios
amamantados por madres no secretoras tienen una proteccidn mejorada contra la
diarrea, lo que sugiere que la lactancia materna puede mitigar el riesgo de infecciones

entéricas en estos casos.(6)

Estos factores interactian de manera compleja para influir en la susceptibilidad a las
infecciones por ETEC en nifios, y su comprension puede ayudar a desarrollar estrategias

de prevencion mas efectivas.



2 ANTECEDENTES

Khalil | et al., (2018), analizaron la carga global de la diarrea por Shigella 'y Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) segun la edad, el sexo, y la geografia, encontrando que
ETEC fue la octava causa principal de mortalidad por diarrea en 2016 entre todos los
grupos de edad a nivel mundial, lo que representa un estimado de 51,186 muertes (95%
Ul 26,757-83,064;). Adicionalmente, alrededor del 3.2% (1.8-4.7) de todas las muertes
por diarrea fueron atribuibles a ETEC. ElI mayor niumero estimado de muertes de
menores de 5 afios debido a ETEC se registré en Africa subsahariana oriental (5,485
muertes, 2,889-8,941). ETEC se aislo 0,84 (0,71-0,98) veces mas frecuentemente en
pacientes hospitalizados por diarrea que en pacientes que no fueron hospitalizados por
diarrea. Lo anterior sugiere que un bajo estatus econdémico, el inadecuado acceso agua
potable y sistemas de saneamiento son factores de riesgo importantes para contraer
infecciones por ETEC. Ademas que este microorganismo es causante de cuadros

clinicos severos que requieren de hospitalizacion.(7)

Colston JM, et al., (2019), analizaron los efectos del antigeno del grupo histo-sanguineo
infantil y materno sobre las infecciones entéricas sintomaticas y asintomaticas en la
primera infancia, encontrando que los hijos de madres secretoras (FUT2 positivas)
tuvieron un aumento del 38 % en el riesgo de diarrea por todas las causas (HR = 1,38;
intervalo de confianza (IC) del 95 %, 1,15-1,66). Ademas, encontraron una reduccion del
19% en el riesgo de contraer diarrea por todas las causas en nifios FUT2 y FUT3
positivos (HR = 0,81; IC 95 %, 0,71-0,93) y 17 % (HR = 0,83; IC 95 %, 0,74-0,92),
respectivamente. Adicionalmente se encontré que existe una fuerte asociacion entre los
HBGA vy diarreas infecciosas provocadas por patdégenos especificos, en particular para

norovirus, rotavirus, Escherichia coli enterotoxigénica y Campylobacter jejuni / coli. (8)



Svennerholm AM et al., (2009), reportan que los nifios con el genotipo Le(a+b—) tenian
incidencias significativamente mas altas de diarrea causada por ETEC que expresan
fimbrias del grupo CFA/I que los nifios Le(a—-b+), sugiriendo que estos eran mas

susceptibles a las infecciones por este patotipo de E. coli.(9)

Pérez J., (2019), determind que nifios leoneses menores de 5 afios con fenotipo
Le(a+b-) y no secretores tenian mayor riesgo de desarrollar infeccion por ETEC (OR
=3.942; IC=0.31-49.84 /| OR =4.099; IC= 0.42-40.18), en comparacién a nifios Le(a-b+)
y secretores. Asociacion que es mas marcada en los menores de 1 afo (OR =4.761;
IC=1.77-12.83) (P=0.002). (10)



3 JUSTIFICACION

Se estima que Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), produce anualmente un
aproximado de 116.8 episodios de diarrea por cada 1000 nifios y ~ 18,669 muertes en
menores de 5 anos en todo el mundo.(7) Carga que es soportada predominantemente
por nifos en las regiones de ingresos bajos y medianos como Nicaragua. Las distintas
consecuencias de las infecciones por ETEC ademas de diarrea son retraso en el
crecimiento y desarrollo cognitivo, entre otras formas de desnutricién(2) (3) (4) (5). A lo
anterior, Nicaragua no es la excepcion puesto que diferentes investigaciones asocian a
ETEC con la diarrea infantil. (2) (9)

A parte de lo anterior, diferentes estudios han reportado que el fenotipo Lewis y el estatus
secretor del binomio madre e hijo pueden ser determinantes dentro de los posibles
factores de susceptibilidad del huésped ante agentes entéricos. En ese sentido, la
lactancia materna es clave puesto que diferentes oligosacaridos dependientes del

estatus secretor materno pudiesen estar involucrados en la susceptibilidad a ETEC.

En Nicaragua, al igual que en muchos LMICs, actualmente se desconoce el rol que
juegan los antigenos de histo-grupo sanguineo y el estatus secretor del binomio madre
e hijo en la susceptibilidad de la poblacion pediatrica ante infecciones por ETEC. Asi
como también el impacto de estos sobre la eficacia de los candidatos propuestos de
vacunas contra ETEC. Vacunas que tienen un estatus prioritario para mitigar no solo la
enfermedad diarreica aguda, sino minimizar las manifestaciones de la enfermedad a
largo plazo. Asi, también en estos esfuerzos hay que considerar que individuos
naturalmente no susceptibles pudiesen no desarrollar o montar una pobre respuesta
inmune humoral posterior a la vacunacion. Por lo tanto, comprender el rol de los
Antigenos de Histo-Grupo sanguineo (HBGA) del sistema Lewis, el Estatus Secretory la

lactancia materna en la susceptibilidad a infecciones por ETEC es prioritario.



4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cual es el efecto de los Antigenos de Histo-Grupo sanguineo (HBGA) del sistema
Lewis, el Estatus Secretor y la lactancia materna en la susceptibilidad a infecciones por

ETEC en nifios menores de 3 afos de la ciudad de Ledn?



5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los Antigenos de Histo-Grupo sanguineo (HBGA) del sistema

Lewis, el Estatus Secretor y la lactancia materna en la susceptibilidad a infecciones por

ETEC en ninos menores 3 anos de la ciudad de Ledn.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los factores de riesgo sociodemograficos asociados a las infecciones por
ETEC en la poblacion en estudio perteneciente a los sectores de salud Perla Maria
Norori.

Caracterizar la clinica de las infecciones causadas por Escherichia coli
Enterotoxigénica en nifios menores de 3 afos.

Identificar el riesgo asociado de los histo-grupos sanguineos del sistema Lewis y
estatus secretor en nifios infectados por Escherichia coli Enterotoxigénica.

Calcular la incidencia entre las infecciones causadas por Escherichia coli
Enterotoxigénica, los patrones de lactancia materna y el estatus secretor de la madre

en ninos menores de 3 anos.



6 MARCO TEORICO

6.1 GENERALIDADES

Es caracteristico que Escherichia coli colonice habitualmente el tracto gastrointestinal de
neonatos en las primeras horas posteriores al parto. De manera general, esta bacteria
establece una relacion simbiotica de larga duracion con el huésped humano. Las cepas
comensales de E. coli, en condiciones normales, exhiben una baja propensién a inducir
patologias, salvo en individuos con compromiso inmunolégico.(12)

Escherichia coli, un bacilo Gram negativo, lactosa positiva y oxidasa negativo,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, manifiesta la capacidad de desarrollarse
tanto en ambientes aerobios como anaerobios, mostrando preferencia por la temperatura
de 37°C. Esta bacteria puede presentar movilidad variable y, en algunos casos, exhibe

flagelos peritricos .(13)

E. coli es reconocida por su capacidad para desencadenar diversas enfermedades,
abarcando desde afecciones del tracto gastrointestinal hasta afectaciones en sitios
extraintestinales, como las vias urinarias, el torrente sanguineo y el sistema nervioso
central. Dentro de los patdgenos intestinales, se distinguen seis categorias: E. coli
enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de
adhesion difusa (DAEC). Las infecciones de las vias urinarias constituyen las
manifestaciones mas frecuentes de infecciones extraintestinales ocasionadas por E. coli
uropatogena (UPEC).(12)

ETEC representa una causa de diarrea de gran relevancia, aunque subestimada, en
regiones del mundo en desarrollo, caracterizadas por la falta de acceso a agua potable
y condiciones sanitarias deficientes. En dichas areas, se manifiesta como la causa
bacteriana mas prevalente de diarrea tanto en nifios como en adultos, constituyendo
también la etiologia mas frecuente de la diarrea del viajero. La incidencia de diarrea por

ETEC es mas prominente en la poblacion infantil, sugiriendo el desarrollo de una



respuesta inmunitaria protectora con el transcurso de la edad. La patogenia de la diarrea
inducida por ETEC comparte similitudes con la observada en el célera, y los sintomas
clinicos pueden variar desde formas leves hasta un cuadro clinico severo, analogo al

célera.(14)

Los factores de virulencia particulares, tales como las enterotoxinas y los factores de
colonizacion, distinguen a la ETEC de otras categorias de Escherichia coli diarreogénica.
La ETEC se clasifica en una familia heterogénea de E. coli fermentadora de lactosa,
exhibiendo una diversidad significativa en los tipos antigénicos O. Estos
microorganismos producen enterotoxinas, que pueden ser termolabiles y/o estables al
calor, asi como factores de colonizacién que facilitan la colonizacion del intestino

delgado, dando lugar a la manifestacién de la diarrea. (15) (16) (17)

6.2 EPIDEMIOLOGIA

La primera sospecha sobre Escherichia coli como la agente causal de la diarrea infantil
surgio en la década de 1940, cuando se identificé una asociacion entre epidemias de
diarrea severa en guarderias y serotipos especificos de E. coli. (18) Estos serotipos
particulares, designados como E. coli enteropatégenos, fueron epidemiolégicamente
implicados como la causa subyacente de dichos brotes. Los estudios realizados en 1961
utilizando asas ileales de conejo con estas cepas evidenciaron una correlacion limitada
entre la acumulacién de liquido y los serotipos de E. coli implicados, aunque los
resultados no fueron concluyentes. (19) Posteriormente, experimentos llevados a cabo
con voluntarios confirmaron que la ingesta de cantidades significativas de estos
organismos inducia diarrea, y las cepas ingeridas se recuperaban posteriormente en las
heces. (20)

Las infecciones diarreicas representan una de las principales causas de mortalidad en
ninos menores de 5 afos en paises subdesarrollados. De manera colectiva, se estima
que los patégenos responsables de la diarrea estan asociados con entre 1 y 2 millones
de defunciones anuales. (21) Ademas de la amenaza mortal, las infecciones recurrentes

y los episodios sintomaticos atribuibles a este patdégeno pueden desencadenar o



intensificar el retraso en el crecimiento y otras manifestaciones de desnutricién, asi como
reducir la funcionalidad inmunolégica. Asimismo, se ha observado que estas infecciones
aumentan la propension a enfermedades intestinales inflamatorias créonicas

subsiguientes y pueden obstaculizar el desarrollo cognitivo. (2) (3) (4) (5)

En regiones subdesarrolladas, la deteccion de la Escherichia coli Enterotoxigénica
(ETEC) no se incluye en los examenes de rutina para nifios que experimentan episodios
de diarrea, lo que complica la determinacion precisa de la incidencia de infecciones por
ETEC. A pesar del aumento de casos relacionados con ETEC en América Latina y Africa,
especialmente en el contexto de la diarrea del viajero, esta cepa continua siendo el

agente causal mas identificado, contribuyendo al 30% de los casos. (22)

6.3 TRANSMISION, RESERVORIO Y FUENTES

Las infecciones ocasionadas por la Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) se
propagan predominantemente a través de la ruta fecal-oral, siendo la exposicion
comunmente vinculada al contacto con alimentos y agua potable contaminados.
Ejemplos de alimentos susceptibles a la contaminacion por patégenos incluyen aquellos
que se mantienen a temperatura ambiente, frutas y productos distribuidos por
vendedores ambulantes en zonas endémicas. (22) En paralelo, las aguas superficiales
en paises subdesarrollados pueden albergar este microorganismo y funcionar como una
fuente significativa de contaminacién durante el contacto con dicho tipo de agua. La
contaminacion de alimentos puede tener origen en la manipulacién por parte de personas

infectadas, portadores asintomaticos o en el riego de vegetales con agua no tratada.

Aunque la persistencia y la capacidad de la ETEC para sobrevivir en estos entornos aun
no estan completamente comprendidas, un estudio ha demostrado que esta bacteria
puede subsistir por mas de tres meses en agua fresca y formar biopeliculas en fuentes
de agua potable. La dosis infecciosa de la ETEC, en comparacion con otros patotipos de
Escherichia coli, es relativamente alta, situandose entre 1076 y 1078; sin embargo, es
importante sefalar que estas cifras se basan en cultivos de laboratorio y pueden diferir

de las dosis infecciosas observadas en infecciones naturales. (23)



6.4 PATOGENESIS

Pasos de la patogenia molecular de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

Paso 1: Los ETEC se impulsan hacia la luz del intestino delgado a través de flagelos
peritricos.

Paso 2: ETEC involucra la mucina que recubre las células del epitelio del intestino
delgado, en parte mediada por el puente EtpA de los flagelos bacterianos con los
glucanos presentes en la mucina.

Paso 3: Degradacién de MUC2 y el uso de los antigenos de histocompatibilidad
sanguinea de tipo Lewis como receptores permiten el acceso bacteriano a la superficie
epitelial.

Pasos 4 y 5: ETEC involucra a los enterocitos a través de moléculas de factor de
colonizacion codificadas por plasmidos ademas de EtpA, donde la administracion de
toxina termolabil (LT) activa la produccion de monofosfato de adenosina ciclico celular
(cAMP), que a su vez activa la proteina quinasa A (PKA). Las subunidades cataliticas de
PKA fosforilan canales sodio (Na +) y cloruro (ClI -), lo que resulta en la exportacion neta
de sal y agua en el lumen intestinal y diarrea. La PKA también fosforila otras proteinas
diana celulares y entra en el nucleo para alterar la transcripcion a través de la proteina
de union al elemento de respuesta cAMP (CRE) (CREB).

Paso 6: La toxina estable al calor (ST) se une a la guanilato ciclasa C para provocar la
produccion de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), activando la proteina quinasa
G (PKG), que fosforila las proteinas del canal idnico y otros objetivos. (1)

Aunque la capa de mucina secretada en el intestino delgado es relativamente delgada
en comparacion con la del colon, es probable que esto impida de manera eficaz la
participacion efectiva de las bacterias patégenas, incluida la ETEC y que la LT, como la
toxina del célera, puede inducir la produccion y liberacidn de mucina de las células
caliciformes. Los estudios han demostrado que el dominio pasajero secretado de EatA,
que contiene tanto actividad de unidon a mucina como la triada catalitica de serina
proteasa, degrada MUC2, la principal mucina secretada por las células caliciformes

intestinales.(1)
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MUC2 es una glicoproteina muy grande que se ha dimerizado en su extremo C-terminal
y se cree que forma estructuras triméricas complejas en el extremo N-terminal de la
molécula. Esto da como resultado matrices hexameras de MUC2 dispuestas en laminas
(24) que, en efecto, atrapan a las bacterias y evitan el compromiso patégeno-
huésped. Los datos que surgen de la degradacién de MUC2 mediada por EatA sugieren
que esta proteasa conservada, asi como SepA, una proteina homologa de Shigella
flexneri, funcionan escindiendo MUC2 para disolver eficazmente las laminas protectoras
de mucina. Por lo tanto, ETEC equipado con EatA puede superar la barrera de la mucina,
lo que permite que estos patdgenos participen en interacciones productivas patégeno-
huésped esenciales para la administracion de toxinas.(25)

EtpA promueve estas interacciones al actuar como un puente molecular (26) entre las
bacterias y los glucanos de la célula huésped presentes en las mucinas (27) y las células
epiteliales intestinales. Debido a que los glucanos del grupo sanguineo A también estan
presentes en el epitelio intestinal, la union preferencial de EtpA puede explicar las
observaciones de enfermedades mas graves observadas entre las personas del grupo

sanguineo A+, incluidos los nifos pequefos infectados de forma natural. (28)

6.5 FACTORES DE COLONIZACION

Los CF de ETEC son llamados antigenos de superficie de coli (CS), sufijo con un nimero,
excepto por el CFA/Il. Son estructuras de superficie que se necesitan para la colonizacién
y causar la enfermedad. Actualmente, se han caracterizado al menos 22 FC, sin
embargo, entre el 30%-50% de los aislados de ETEC tienen CF indetectable; esto puede
deberse a la ausencia de CF, perdida de sus propiedades en el reaislamiento de las
cepas o a la falta de herramientas adecuadas para su deteccion (14). Los CF se unen a
diferentes receptores en las células huésped. Por ejemplo CS6 se une a fibronectina y
sulfatida (SO3-3Gal31 ceramida), un glicoesfingolipido mayor (29) (30). También CFA/I
se une a glicoproteinas y glicoesfingolipidos que se encuentran en la superficie de
células del huésped del intestino delgado (31). Los CF tienen otras funciones ademas de
adhesion a la células del huésped, longus (CS21, una fimbria tipo 1V) ha demostrado
estar relacionada en los cambios de motilidad y auto-agregacion, la cual funciona como

protectora contra los antibidticos in vitro (32). Otras proteinas adhesivas que se
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encuentran en ETEC son codificadas en el locus tia y tib. Genes del locus tia (se
encuentran también en cepas de EPEC, EAEC y Salmonella sonnei) pueden estar
involucradas en la invasion y adherencia a células epiteliales e interactuan con los
proteoglicanos de herparan sulfato; al igual que el locus tib (33). Se ha encontrado que
TibA esta involucrada en la auto-agregaciéon y en la formacion de biopelicula (34). La
proteina EtpA contribuye a la adherencia de las células epiteliales y se piensa que actua

transitoriamente siendo expuesta en el extremo del flagelo para mediar la adhesién.(35)

6.6 TOXINA TERMO LABIL (LT)

La toxina termol-abil, esta relacionada con la toxina del célera (CT), es una molécula
heterohexamérica compuesta de la sub-unidad B (pentamérica) y una unica sub-unidad
A. La subunidad A consiste en dos dominios unidos por un puente disulfuro: A1, es la
toxina activa, y A2 es una porcion hélica que se une a la sub-unidad B. La union de la
sub-unidad B al gangliosido GM1 ubicados en las caveolas de la superficie celular del
huésped provoca la endocitosis de la holotoxina. La porcion A1 deber ser traslocada a
ADP-ribosilato Gsa, a través de la membrana celular por factores ribosilantes de ADP
(ARF). La inhibicion de la actividad GTPasa Gsa lleva a la activacion constitutiva de
adenilato ciclasa. Posteriormente, el aumento de niveles de cAMP activa al canal de
cloro, regulador transmembrana fibrosis cistica (CFTR) seguido por la secrecion neta de
electrolitos y agua. Tanto CT y LT son secretadas a través de la membrana externa en
un proceso de dos etapas. En el primer paso, los péptidos de sefial N-terminal de las
subunidades son cortada durante el transporte a través de la membrana interna al
periplasma donde los mondmeros se ensamblan en holotoxina. La secrecion a través de
la membrana externa se encarga un aparato de secrecion tipo Il conocido como via de

secrecion general (GSP).(35)

6.7 TOXINA TERMO ESTABLE (ST)

La toxina termo-estable son pequefios péptidos ricos en cistina secretados por ETEC,
que se unen al dominio extracelular de guanilil ciclasa C (GC-C) en el borde de cepillo

en el epitelio intestinal. Estas interacciones activan el dominio catalitico intracelular de
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guanilil ciclasa que lleva a la acumulacién intracelular de cGMP. El incremento de cGMP
en cambio activa la proteina cinasa Il dependiente de cGMP llevando a la fosforilacion
del CFTR, llevando a la secrecion de Cl e inhibicion de la absorcién de NaCl seguido de
pérdida neta, a través de diarrea osmaética (28). Varios péptidos de ST han sido
identificados en varias cepas de ETEC aisladas en humanos. Estas incluyen los péptidos
STa (ST I) que se unen a GC-C, ST-la (ST-P) y ST-Ib (ST-H), ST-la (STP) esta
tipicamente relacionada con las cepas porcinas. Sin embargo, STb se une a diferentes
receptores, no estimula la produccion de nucleétidos ciclicos. Moléculas de ST |
comparten un nucleo de aminoacidos que contienen 3 diferentes enlaces disulfidicos que

son necesarios para su actividad biologicas.(35)

6.8 MANIFESTACIONES CLINICAS

La infeccién provocada por ETEC induce una forma de diarrea liquida que se clasifica en
un espectro de moderada a severa, tipicamente sin presencia de sangre. Esta entidad
clinica comparte similitudes en su presentacion con la diarrea asociada al cdlera,
caracterizandose por su capacidad para inducir rapidamente deshidratacion. Ademas de
la diarrea, los individuos afectados pueden experimentar sintomas adicionales, tales
como dolor de cabeza, fiebre, calambres abdominales, nauseas y vomitos.

El inicio de la diarrea generalmente es rapido, con un periodo de incubacidon que puede
ser tan breve como 5 horas, aunque en la mayoria de los casos se observa un promedio
de 1-2 dias después de la ingestion del patéogeno. La duracién de la diarrea varia,
generalmente extendiéndose de 3 a 5 dias, aunque en algunos casos puede prolongarse
por mas de una semana. Es crucial destacar que, si bien los indices de mortalidad son

bajos cuando se proporciona un tratamiento adecuado. (36)

6.9 COMPLICACIONES

Una de las principales complicaciones clinicas mas severas causada por ETEC es la
deshidratacion particularmente en nifios menores de 5 afos. El deterioro nutricional del

lactante es un factor esencial para contraer diarrea por ETEC, ademas casos repetidos
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de diarrea en la nifiez se han asociado con el retraso en el crecimiento y otras formas de
desnutricion, reducir la funcidn inmunologica y aumentar la propension a la enfermedad
intestinal crénica inflamatoria subsiguiente, también puede dificultar el desarrollo
cognitivo. (2) (3) (4) (5)

Estudios han demostrado que un pequefio porcentaje de personas que han padecido de
diarrea del viajero desarrollan sintomas crénicos que pueden durar de meses a anos.
Cambios inflamatorios de bajo grado caracteristico de la mucosa podrian sugerir una

respuesta adversa en curso de la infeccion previa.(37)

6.10 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

ETEC se define como la presencia de una o ambas de sus enterotoxinas y por ende la
identificacion se realiza por la deteccion de las enterotoxinas ST, LT o ambas. Como la
mayoria de los patotipos de E. coli, ETEC no puede ser distinguida en el medio de cultivo
MacConkey de las E. coli comensales, y por lo tanto su deteccién se tiene q realizar a

través de técnicas moleculares como el PCR.

6.11 ANTIGENOS DE HISTO-GRUPOS SANGUINEOS

Sistema Lewis El Histo-grupo sanguineo Lewis es unico debido a que no estan de
manera intrinseca en los glébulos rojos (GR), pero se absorben pasivamente sobre la
membrana de GR del plasma. Hay una regla general que se aplica a los fenotipos de
glébulos rojos de personas de raza blanca y negra. Los adultos con un gen Le son Le (a-
b+) o Le (a+b-); si son secretores de ABH, sus glébulos rojos son Le (a-b+); si son no
secretores son Le (a+b-). Las personas homocigotas con el gen le son Le (a-b-). Los
glébulos rojos de los fetos, muestras de corddn y neonatos generalmente son Le (a-b-).
Los bebés pueden ser transitorios Le (a+b+) antes de convertirse en Le (a+b-). Las
mujeres Lewis positivas pueden ser Le (a-b-) transitoriamente durante el embarazo. El
fenotipo en glébulos rojos Le (a+b+), es muy raro en adultos europeos, pero es comun
en Asia oriental y sudoriental, y en la region del Pacifico. Los antigenos de Lewis
comienzan a aparecer en los glébulos rojos poco después del nacimiento. Lewis A se

desarrolla primero; Los globulos rojos de infantes con un gen Le generalmente se
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convierten en Le(a+) durante los primeros meses de vida. En personas de raza blanca,
a los 3 meses de edad, el 80% de los infantes son Le (a +), este numero se reduce al
nivel de adultos del 20% en 2 afios. Durante este periodo, el fenotipo de gldbulos rojos
Le (a+b+) no es infrecuente. A los 6 afios de edad, la proporcion de Le (b +) alcanza el
nivel adulto.(38) (39)

6.12 SINTESIS DE LOS HISTO-GRUPOS SANGUINEO LEWIS, SECRETOR.

Los carbohidratos del histo-grupo sanguineo, secretor y Lewis no son productos
primarios de genes. Se sintetizan mediante glicosiltransferasas especificas codificadas
por los genes FUT1, FUT2 y FUT3. Estas enzimas incorporan secuencialmente,
unidades de monosacaridos a cadenas de precursores oligosacaridos lineales o
ramificadas, modificando y creando nuevas especificidades antigénicas. Seis tipos de
monosacaridos se encuentran en los carbohidratos de los grupos histo-sanguineos
+Lewis y secretore: R-D-glucosa (Glc), B-D-N-acetilglucosamina (GlcNAc), R-Dgalactosa
(Gal), B-D-N-acetilgalactosamina (GalNAc), a-fucosa (Fuc) y D-manosa. La L-fucosa es
el monosacarido inmunodominante presente en carbohidratos H, Lewis A y Lewis B,
mientras que N-acetilgalactosamina (GalNAc) y galactosa (Gal) son los monosacaridos
inmunodominantes presentes en carbohidratos "A" y "A Lewis B", y 'B"y ‘B Lewis B,

respectivamente. (39) (40)

Se han caracterizado seis tipos de cadenas de oligosacaridos precursoras. El tipo 1 se
encuentra en el epitelio gastrointestinal, respiratorio, genitourinario y secreciones
exocrinas. El tipo 2 es predominante en el tejido hematopoyético y en el endotelio
vascular. El tipo 3 se puede encontrar vinculado a mucinas o como una extension del
carbohidrato “A” tipo 2 debido a la adicion de una galactosa a la terminal N-
acetilgalactosamina. El tipo 4 es abundante en el tejido renal. El tipo 5 es sintético y aun
no se ha aislado de los tejidos humanos. El tipo 6 se encuentra en las células intestinales
humanas. (40)

Las glicosiltranferasas para modificar y crear nuevas estructuras de carbohidratos de
histo-grupos sanguineos Lewis y secretor, compiten por el mismo precursor. Por lo tanto,

la presencia, ausencia o combinacion de estas glicosiltranferasas determinara la calidad
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y la cantidad de carbohidratos expresados por individuos. Algunas glicosiltranferasas que
actuan sobre la biosintesis de carbohidratos de los histo-grupo sanguineos tienen
redundancia y degeneracion. Se observa redundancia cuando dos enzimas separadas
sintetizan el mismo antigeno. La fucosiltransferasa definida por el gen FUT3 es capaz de
sintetizar al menos cuatro carbohidratos de diferentes grupos histo-sanguineos (Lewis A,

Lewis B, "A Lewis A", y "A Lewis B",) derivados del oligosacarido precursor tipo 1. (39)

Los carbohidratos del grupo histo-sanguineo sintetizados a partir de los oligosacaridos
precursores de tipo 2 son intrinsecos a la membrana de los globulos rojos. Sin embargo,
aquellos sintetizados a partir del precursor oligosacarido tipo 1 (A, B, H, Lewis Ay Lewis
B) son extrinsecos ya que se originan en el higado, pancreas, rindn e intestino delgado,
se transportan desde su lugar de sintesis al plasma sanguineo y luego se adsorben en
los glébulos rojos. (40)

FUT-3 crea una nueva especificidad antigénica y diversifica los carbohidratos anteriores
mediante la sintesis de Lewis A, Lewis B, "A Lewis A", y "A Lewis B". Incorpora una
molécula de fucosa mediante un enlace glicosidico a 1,4 al carbono 4 del Glc-NAc del
oligosacarido precursor tipo 1 para formar el Lewis A. Por la misma reaccion, FTU-3
forma Lewis B del antigeno H tipo 1. El papel del FUT-2 funcional es crucial para la accion
de otras glicosiltransferasas del grupo histosanguineo en la diversificacion de los
carbohidratos en secretores. En resumen, los niveles definidos de glicosilacion en
oligosacaridos precursores son responsables de la diversidad estructural de los
carbohidratos y de los polimorfismos observados en estos sistemas antigénicos. El

primer nivel, controlado por FUT-3, da como resultado la sintesis de Lewis A.
El segundo nivel, controlado por FUT-1 y FUT-2, da como resultado la expresiéon de

carbohidratos H tipo 2 y H tipo 1, respectivamente. En el tercer nivel, controlado por FUT-

3, el antigeno H tipo 1 se convierte en Lewis B. (39)
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Imagen 1. Sintesis de los histo-grupos sanguineo Lewis, secretor y ABO. (41)
6.13 VACUNAS EN DESARROLLO CONTRA ETEC

El acceso a agua potable, el saneamiento y la atencion clinica adecuada son
fundamentales para reducir la carga de ETEC. Sin embargo, estas intervenciones no
siempre son practicas y es posible que no logren una cobertura equitativa y sostenible.

Una vacuna ETEC eficaz desempefaria un papel fundamental en la prevencion primaria
de enfermedades y en la minimizacion de las manifestaciones agudas y cronicas de la
infeccion por ETEC en areas endémicas. Hay muchas vacunas diferentes que se estan
desarrollando para proteger contra la infeccion por ETEC principalmente, en varias
etapas del desarrollo clinico(33). Las vacunas se pueden dividir en dos grupos: la primera
es una vacuna viva atenuada que contiene cepas de ETEC genéticamente modificadas,
no patdégenas, o bacterias portadoras alternativas que expresan los importantes
antigenos de ETEC, y la segunda vacuna inactivada que contiene células completas

muertas, CF 19 purificada Antigenos o LT inactivados. (42)
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6.14 LACTANCIA MATERNA Y SU IMPLICACION EN LAS INFECCIONES
GASTROINTESTINALES.

La lactancia materna es fundamental para la salud de los lactantes, especialmente en la
prevencion de infecciones gastrointestinales agudas. La evidencia cientifica respalda
que la lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses de vida reduce
significativamente el riesgo de infecciones gastrointestinales en los lactantes. (43)

El estudio de McCormick et al. en el MAL-ED Cohort Study demostré que la lactancia
materna completa se asocia con una menor deteccién de patéogenos entéricos como
Escherichia coli y Campylobacter spp. en las heces de los lactantes durante los primeros
seis meses de vida, ademas de retrasar la primera deteccion de algunos patdégenos

bacterianos y virales.(43)

La lactancia materna proporciona componentes bioactivos que modulan la funcion de la
barrera intestinal, como las inmunoglobulinas y los oligosacaridos de la leche humana,
que son cruciales para el desarrollo del sistema inmunologico y la microbiota intestinal
del lactante.(44) Estos componentes ayudan a proteger la mucosa intestinal contra
infecciones y promueven un desarrollo inmunoldgico equilibrado.(45)

En resumen, la lactancia materna exclusiva durante los primeros seis meses de vida es
una estrategia eficaz para reducir el riesgo de infecciones gastrointestinales agudas en
lactantes, lo que subraya la importancia de promover esta practica para optimizar la salud

temprana de los nifios. (43,44)

18



7 DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Caso — Control anidado.

Area de estudio: Todos los sectores del puesto de salud Perla Maria Norori.

Poblacion de Estudio: Los datos para esta investigacion fueron obtenidos de la base
de datos del centro de investigacion de enfermedades infecciosas del Area de

Conocimientos de Ciencias Médicas, UNAN-Leon.

Muestra de estudio: Esta compuesta por 146 niflos menores de 3 afos y sus madres
de la cohorte de SAGE.

Casos: Se seleccionaron 43 nifios que experimentaron gastroenteritis con deteccion de
ETEC en los primeros 3 afios de vida.

Controles: Estan compuestos por 103 nifios que no experimentaron gastroenteritis en los

primeros 3 afnos de vida.

Muestreo: No probabilistico por conveniencia.
Criterios de inclusién

e Binomios madre e hijos que se les haya podido determinar los antigenos de histo-

grupo sanguineo.

¢ Nifos con datos de lactancia completos de los primeros afios de vida.
Criterios de exclusion

e Nifos a los que no se pudo recolectar muestra de heces suficiente.

e Nifios que no cumplian con la edad establecida para el estudio.

e Ninos que residan fuera de los sectores del puesto de salud Perla Maria Norori.
Fuente de informacién:
Primaria: Todos los datos de infecciones por ETEC tanto en casos como controles.
Secundaria: Datos de histogrupo sanguineo del binomio madre e hijo, lactancia,

sociodemograficos y manifestaciones clinicas.
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Material y métodos.

Figura 1. Cohorte de Nacimiento junio 2017- Julio 2021.
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8 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Recoleccion de las muestras de heces: Las muestras de heces fueron colectadas una
vez cada mes, sin embargo, también se colectaron muestras de heces diarreicas de las

visitas semanales, de los nifios que padecian la afectacion.

Recoleccion de informacién: Los datos clinicos y epidemiolégicos de los nifios fueron
colectados durante las visitas semanales y mensuales. También se colecto una ficha

adicional para los nifios que tengan diarrea.

Transporte de la muestra: Las muestras fueron trasportadas en el pafial desechable
utilizado por cada nifio, dentro de una bolsa ziplock estéril, dentro de un termo a 4°C
aproximadamente, al Centro de Enfermedades Infecciosas (CEI) en el laboratorio de

Microbiologia y parasitologia del campus médico de la UNAN — Ledn.

Almacenamiento de la muestra: Las muestras de heces y las diarreicas se
almacenaron en crioviales de 2.0 ml con PBS 1X'y en crioviales de 2.0 ml sin PBS 1X a
-20° C hasta su analisis. Al llegar el dia de andlisis fueron colocadas a —10° C y por ultimo

a 4° C antes de su procesamiento.

Extraccién y purificacion del ADN: Se utilizé el método de extraccion QlAamp DNA

Stool Mini Kit (Cat # 51604 para 50 analisis).

Se incorporaron las glass beads 212-300 um a este método de extraccion con el objetivo

de facilitar un poco mas la maceracion de las muestras de heces.

1. Todas las muestras fueron colocadas en Coolrack antes de utilizarlas, con el fin de
mantener las muestras a temperaturas optimas de viabilidad.

2. Se agregaron 0.03 gramos de 212-300 uym glass beads en crioviales de 1.8 ml.

3. Posteriormente se pes6é 180-220 mg de la muestra de heces y se afadieron en

crioviales de 1.8 ml (colocar en gradilla para crioviales de 1.8 ml).

21



NOTA: A) En algunos casos las heces se encontraban re-suspendidas en PBS 1X, se

extraian 200 ul de la suspension y se afiadian en crioviales de 1.8 ml (Que contienen el

buffer InhibitEX y las glass beads).

4. Se afadié 1.0 ml de buffer InhibitEX a cada criovial con la muestra.

5. Se colocaron los crioviales con la suspension, en Vortex BEAD MILL (Fisher) por 1
minutos.

6. Se calentaron la suspensién a 70°C por 5 minutos en bafio maria.

7. Fueron mezcladas por BEAD MILL por 15 segundos y se centrifugaron la muestra a
14,000 rpm por 1 minutos.

8. Se anadieron 15 pL de Proteinasa K en un nuevo criovial de 1.8 ml y se agregaron
200 pL del sobrenadante obtenido en el paso 7.

9. Se adicionaron 200 uL de Buffer AL y se Vortea por 15 segundos.

10.Se incubaron a 70°C por 10 minutos en bafio maria. Posteriormente se centrifugaron
brevemente para eliminar gotas en el interior del tubo.

11.Se agregaron 200 yL de etanol (96-100%) al lisado y se mezclaron por vortex. Se
centrifugaron brevemente para eliminar gotas en el interior del tubo.

12.Cuidadosamente se agregaron 600 uL del lisado obtenido en el paso 11 a la columna
mini spin previamente. Se cerraron las columnas y se centrifugaron a 14,000 rpm por
1 minuto. Se colocaron las columnas en un nuevo tubo colector de 2 ml y se
descartaron los tubos que contenian el filtrado.

13.Se abrieron cuidadosamente las columnas y se agregaron 500 pL de Buffer AW1. Se
cerraron las columnas y se centrifugaron a 14,000 rpm por 1 minuto. Se colocaron las
columnas en nuevos tubos colectores de 2 ml y se descartaron los tubos que contenia
el filtrado.

14.Se abrieron cuidadosamente las columnas y agregar 500 uL de Buffer AW2. Se
cerraron las columnas y se centrifugaron a 14,000 rpom por 3 minutos. Se colocaron
las columnas en nuevos tubos colectores de 2 ml y descartaron los tubos que
contenian el filtrado.

15.Se centrifugaron a 14,000 rpm por 3 minutos. Este paso ayudo a eliminar restos de
Buffer AW2.
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16.Al finalizar se transfirieron las columnas de QlAamp a un tubo eppendorf de 1.5 ml
previamente etiquetado. Se abrieron cuidadosamente las columnas y se afiadieron
200 uL de Buffer ATE directamente en la membrana. Se incubaron por 1 minuto a
temperatura ambiente, posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm por 1 minuto
para eludir el ADN.

17.EI ADN eludido fue guardado a -20 °C hasta su analisis.

qPCR para la identificacion de ETEC
Para el analisis por el método de qPCR se utilizaran Primers y Sondas descritas a

continuacion:

Tabla 1. Descripcion de Primers v Sondas

Gen Primers y sondas 5ad
LT F: F, TTCCCACCGGATCACCAA
R: R, CAACCTTGTGGTGCATGATGA
P: FAM- CTTGGAGAGAAGAACCCT-NFQ
ST Fh: GCTAAACCAGYAGRGTCTTCAAAA
Fp: TGAATCACTTGACTCTTCAAAA
Rh: CCCGGTACARGCAGGATTACAACA
Rp: GGCAGGATTACAACAAAGTT
Ph: FAM-TGGTCCTGAAAGCATGAA-NFQ
Pp: FAM-TGAACAACACATTTTACTGCT-NFQ

Los Primers fueron utilizados a concentracion de trabajo de 10 uM y el Probe a 5 uM,
para una concentracion final de 0.4 uM y 0.2 uM respectivamente en un volumen final de

reaccion de 25 pL.

Preparacion del MasterMix y preparacion del plato.
Se mezclaron los Primers, las sondas, el agua libre de nucleasas y el MasterMix 2.0 para
obtener un volumen de 24 uL para ETEC. Se homogeniz6 la mezcla y se centrifugd

brevemente antes de agregar la muestra. Se siguieron las indicaciones a continuacion:
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1) En el cuarto blanco, se descongelaron los reactivos y se colocaron en coolrack.

2) Se centrifugaron brevemente los Primers y sondas para posteriormente colocarlos
en el coolrack.

3) Se determinaron el numero de reacciones (N) por ensayo. Fue necesario hacer
reacciones extras para controles, mezcla y error de pipeteo (si el numero de
muestras incluyendo el control fue de 1 a 14, se sumo 1 reaccion, si fue mayor de
15 se sumaron 2 reacciones).

4) Se prepararon las mezclas a como se indica en la tabla numero 2.

Tabla 2. Mezcla para gPCR

COMPONENETES VOL (uL) / RXN.
Taq Environmental Master Mix 2.0 12.5

Mix Primer 1

Probe 1

Agua libre de nucleasas 9.5

ADN 1

Volumen total 25

Programa de amplificacion.
Se utilizé el equipo para qPCR CFX96 de la compafia Bio-Rad para la amplificacion y el
analisis de las muestras. A como se describe a continuacion:

1) 95°C por 10 minutos.

2) 45 ciclos a 95°C por 10 segundos y 60°C por 1 minuto.
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Figura 2. Programa de amplificacién

45 CICLOS
95°C 95°C SINGLE
10 minutos 10 segundos - 60°C
1 minuto

B) Deteccidén de histo-grupos sanguineos Lewis en saliva
Se determin6é el fenotipo Lewis y secretor mediante la realizacion del ensayo

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) descrito por Nordgren et al modificado.

Fenotipo Lewis: Se sensibilizaron las placas de ELISA (Greiner Bio-One™ Microplacas
ELISA MicrolonT™, Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Denmark) con 100uL de saliva,
diluida 1:500 en buffer carbonato (0.1 M buffer carbonato—bicarbonato, pH 9.6), la placa
fue incubada a 4°C en camara humeda durante la noche. Al dia siguiente se lavo 4 veces
la placa con PBS — Tween20 al 0.05%, se agregd 50uL de anticuerpo anti-Lewis A (a-
Lewis A seraclone Cypress Diagnosis), diluido 1:500 con BSA 3% PBS — Tween20 y
seran incubados por 90 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo se lavé 4 veces con PBS
— Tween20 al 0.05%, luego se agregaron 50uL de conjugado anti-Lewis (Goat anti-horse
MTC BIORR) diluido 1:2000 con PBS y se incubd durante 90 minutos a 37°C.
Seguidamente se lavd nuevamente 4 veces e inmediatamente después se agregd 50ul
del sustrato TMB y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente en camara oscura.
Una vez transcurrido el tiempo, se detuvo la reaccién enzimatica con acido sulfurico 2N.
Finalmente, se obtuvieron las lecturas de absorbancias a una longitud de onda de 450nm
con un filtro diferencial de 630nm. Se consideraron como fenotipo Lewis A, si la densidad
optica = 0.100. En cada placa se utilizo saliva Lewis A, Lewis B y Lewis-Negativo
previamente identificados como controles y ademas PBS para controlar el fondo. El
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procedimiento aqui descrito se utilizd para determinar Lewis B, con la excepcion que se

utilizé el monoclonal anti-Lewis B (a-Lewis B seraclone Cypress Diagnosis).

Fenotipo Secretor: Las placas de ELISA se sensibilizaron con 100uL de saliva diluida
1:500 en PBS y se incubaron a 4°C durante la noche, en camara humeda. Al dia siguiente
se lavaron 4 veces con PBS — Tween20 al 0.05% y se bloquedé con BSA 3% PBS -
Tween20 durante 90 minutos a 37°C, en camara humeda. Transcurrido el tiempo se lavo
4 veces con PBS-Tween20 al 0.5%, se agregaron 50ul de lectinperoxidasa (HRP-
conjugated Ulex europaeus agglutinin (UEA-I, Sigma Aldrich, Sweden) diluido 1:3000 con
PBS y se incubo durante 90 minutos a 37°C. Posteriormente se realizaron 4 lavados y
se agregaron 50ul del sustrato TMB y se incubaron por 10 minutos a temperatura
ambiente en camara oscura. Una vez terminado el tiempo se detuvo la reaccion
enzimatica con acido sulfurico 2N. Finalmente se obtuvieron las lecturas de absorbancias
a una longitud de onda de 450nm con un filtro diferencial de 630nm. Se utilizé6 PBS para
controlar el fondo y se agregaron los controles positivos y negativos respectivos. Las

muestras fueron consideradas positivas si la densidad 6ptica = 0.100.
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Tabla 3. Operacionalizacién de variables

Operacionalizacion de variables

Variable Definiciéon conceptual valor
Anos cumplidos desde su .
Edad 'S CUMp 0-3 afios
nacimiento.
Qgragtgrlstlcas blolpglcas y Masculino
Sexo fisiolégicas que definen al hombre y
mujer. Femenino
Habit lacionad | Presencia de
. e abitos relacionados con e :
Disposicion de inodoro.

cuidado personal que inciden

heces " Presencia de letrina.
positivamente en la salud. :
Ninguna.
Nifos que Alimentacion que comienza en el Si
recibieron lactancia |nacimiento con leche producida en NG
materna exclusiva el seno materno. ,
Otro tipo

Perfil de HBGA del
nino

Caracteres heredados, localizados
en estructuras polimoérficas de la
membrana del eritrocito.

Secretor positivo

Secretor negativo

Lewis positivo

Lewis negativo

Perfil de HBGA de la
madre

Caracteres heredados, localizados
en estructuras polimorficas de la
membrana del eritrocito.

Secretor positivo

Secretor negativo

Lewis positivo

Lewis negativo

Expulsion forzada del contenido

estomacal a través de la boca, a No
Voémito menudo como respuesta a irritacion,
infeccion, o alguna otra condicién .
meédica. Si
. No
Elevacion anormal de la
Fiebre temperatura corporal, generglmente .
como respuesta a una infeccién u Si

otra condicion médica.
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Sangre en heces Presencia de sangre visible en | No
las deposiciones, indicando Si
posibles problemas
gastrointestinales.

Recibio Zinc Indica si el paciente ha recibido | No
suplemento de zinc como parte | Si
del tratamiento.

Recibio Liquido Se refiere a la administracion de | No

Intravenoso liquidos directamente en la Si
vena para tratar la
deshidratacion u otros
problemas médicos.

Recibio indica si se administraron No

Medicamento para | farmacos especificos para tratar | Si

Vomito o Diarrea los sintomas de vomito o
diarrea.

Recibio Atencion Senala si el paciente recibio No

Primaria cuidados médicos basicos y Si
atencion en un entorno no
hospitalario.

Recibio Atencion Indica si el paciente fue tratado | No

Hospitalaria en un hospital por sus sintoma | Si

Requirid Se refiere a si el paciente No

Hospitalizacion necesitd ser ingresado en el Si

hospital para recibir atencién

médica continua.

Dias de diarrea

cantidad de dias de diarrea

Numero de dias de

diarrea.
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Plan de analisis

Se cre6 una base de datos utilizado el programa IBM SPSS® 21. Las frecuencias y
porcentajes de cada una de las variables a estudiar se calcularon de forma separada
para casos y controles. El grado de asociacion entre el histo-grupo sanguineo Lewis,
estatus secretor, lactancia materna, las infecciones sintomaticas por ETEC vy la
significancia estadistica se determind con la prueba exacta Fisher y un valor de P< 0.05
considerado significativo, las variables numéricas se analizaron obteniendo la mediana
con rangos intercuartilicos y evaluamos los factores de riesgo mediante el calculo de Odd
Ratio (OR).

La incidencia acumulada fue calculada en los grupos de interés de patrones de lactancia

y estatus secretor materno. Las graficas fueron realizadas mediante GraphPad Prism V8.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por las Juntas de Revisién Institucional o Comités de ética de
las Facultades de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua (UNAN)-
Ledn (IRB #: 00003342).

Limitaciones

Una limitacion importante para considerar es que, durante el desarrollo del presente
trabajo, surgid el interés de incluir variables adicionales, como el estatus secretor infantil
y relacionar el estatus secretor materno con la lactancia, dichas variables no formaban
parte del planteamiento inicial del estudio. Estas variables fueron incorporadas
progresivamente en la investigacion por su relevancia potencial, lo que amplié y modifico
parcialmente los objetivos previstos originalmente. Sin embargo, por motivos
administrativos se mantuvo el titulo inicial, lo que generd cierta discordancia entre el
enunciado del temay los analisis finalmente realizados. Aunque este ajuste metodolégico
enriquecio los hallazgos, es importante sefalar la falta de coherencia entre el titulo formal

del proyecto y el contenido final del estudio.
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9.1 FACTORES DE RIESGO SOCIODEMOGRAFICOS.

9 RESULTADOS

El estudio incluyé un total de 146 nifios menores de 3 afios de los cuales el 38.3% (n=56)

se les detectd ETEC. Dentro de las caracteristicas sociodemograficos asociadas a ETEC

se encontré que el género masculino levemente aumentado en ETEC positivo (63% vs
46.4%) ORFemenino=( 9 (IC=0.46-1.76). El uso de letrinas fue una de las variables
encontradas con mayor frecuencia dentro del grupo de ETEC positivo (39.3%) OR=2,
(IC=0.97-4.1) (ver tabla 4). De igual manera, la edad (Mediana: 10 [5.9-17.8) se

encuentra ligeramente incrementada en los ETEC positivos. Por otro lado, el consumo

de agua potable fue comun en ambos grupos por lo que no se observan diferencias en
ambos grupos OR=0.7, (IC=0.14 — 4.49).

Tabla 4. Factores de riesgo sociodemograficos asociados a las infecciones por ETEC.

Crudo Ajustado ¥
n (%)
H 0, 1)
Variables ETEC (+) ETEC (-) p OR 1C95% OR 1C95%
Femenino 26 (46.4%) 44 (48.9%)
Sexo 0.77 0.9 0147%' _ _
Masculino 30 (53.6%) 46 (51.1%) :
g cion d Letrina 22 (39.3%) 22 (24.4%)
epas'c'on © 005 2 09741 15 0.71-3.21
eces
Inodoro 34 (60.7%) 68 (75.6%)
Pozo 2 (3.6%) 4 (4.4%) »
Agua 079 07 S 05 005437
Potable 54 (96.4%) 86 (95.6%) '
Edad en * *
Mosos 10* (5.9-17.8) 3.25* (1.6-5.1) B B

* Mediana (Rango intercuartilico), ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica)
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9.2 CARACTERIZACION CLINICA DE LAS INFECCIONES POR ETEC.

El cuadro clinico de las infecciones por ETEC (n=43) se caracterizd por una diarrea con
promedio de 5 dias de duracion que por lo general no requirié de atencion primaria en
salud ni hospitalaria (74.4%, 88.4% respectivamente); a su vez, no ameritd recibir liquido
intravenoso (97.7%) y no tuvieron sintomatologias como vomito (79.1%), fiebre (74.4%),

ni presencia de sangre en heces (97.7%). (ver tabla 5)

Tabla 5. Caracterizacion clinica de las infecciones por ETEC.
(n=43 casos)

Variables Frecuencia (n)  Porcentaje (%)
Vémito No 34 79.1%
Si 9 20.9%
Fiebre No 32 74.4%
Si 11 25.6%
No 42 97.7%
Sangre en heces -

Si 1 2.3%
o,
Recibi6 Zinc No 31 712.1%
Si 12 27.9%
Recibié Liquido No 42 97.7%
Intravenoso Si 1 2.3%
Recibié Medicamento No 27 62.8%
para Vomito o Diarrea Si 16 37.2%
Recibid Atencion No 32 74.4%
Primaria Si 11 25.6%
Recibié Atencion No 38 88.4%
Hospitalaria Si 5 11.6%
Requirié Hospitalizacion No 42 97.7%
Si 1 2.3%

Dias Diarrea 5(3-8)*

Deposicién de Heces por dia 6 (4-7)*

* Mediana (Rango intercuartilico), ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica)
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9.3 DETECCION DE ETEC SEGUN FENOTIPO LEWIS Y ESTATUS SECRETOR.

La poblacion en estudio esta conformada en su mayoria por nifios Lewis (a+b-/a-b+)
(80.40%) y secretores (90.10%), al analizar el grado de asociacién entre el histo-grupo
sanguineo y las infecciones por ETEC, encontramos que el odds de detectar ETEC es
58% menos en los nifios con fenotipo no secretor ETEC OR=0.42 (1C=0.35-1.60, p =
0.83) en comparacion de los nifios secretores, y que el odds de detectar ETEC en el
grupo Lewis (a-b-) es 9% menor en comparacion con Lewis (a+b-/a-b+), OR=0.91
(1C=0.56-1.59; p = 0.42). (ver grafico 1).

A) B)

. Ref. Secretor (n=129) Proporciones
0.42 (0.35-1.60), P=0.830 100% 91.10%

Ref. Lewis (a+b-) & (a-b+) (n=116)

No Secretor _|]

(n=17) e

0.91 (0.56-1.59), P=0.420

. 80.40%
. 80%
. 60%
Lewis (a-b-) _| =
(n=30) e 40%
< 19.60%
T T T 1 20%
0.0 0.5 1.0 15 2.0 8.90%
OR estimado (IC95%) 0%

Lewis (a+b-) Lewis (a-b Secretor  No secretor
& (a-b+)

Grafico 1. Probabilidad y proporciéon de detectar ETEC segun fenotipo Lewis & estatus
secretor del infante (n=146). A) Probabilidades de deteccion de ETEC segun estatus secretor
(linea roja) y fenotipo Lewis (linea verde). Los grupos de referencias fueron seleccionados de
acuerdo a poder estadistico. B) Proporcién de deteccion de ETEC dentro de los grupos Lewis

y el estatus secretor.

32



9.4 RELACION ENTRE LOS FENOTIPOS LEWIS Y LA DETECCION DE ETEC.

Continuando con la linea de investigacion anterior en este grafico analizamos el grado
de asociaciéon entre el histo-grupo sanguineo Lewis y las infecciones por ETEC
separandolos en 3 grupos Lewis a+b- (5.4%), Lewis a-b+(75%) y Lewis a-b- (19.6%),
obtuvimos que en la comparacion entre el fenotipo Lewis (a-b-) con Lewis (a+b-) los
resultados sugieren que el fenotipo Lewis (a+b-) tiene 37% menor de probabilidad de
detectar por ETEC comparado a los Lewis (a-b-) OR=0.63 (IC=0.21-1.89, p=0.38); al
comparar Lewis (a-b-) versus Lewis (a-b+) obtuvimos que el fenotipo Lewis (a-b-) tiene
un 10% menos probabilidad de detectar una infeccion por ETEC comparado al Lewis (a-
b+) OR=0.90 (1C=0.53-1.52, p=0.69). Por otro lado, al comparar Lewis (a+b-) con Lewis
(a—b+) como grupo de referencia, se encontré que Lewis (a+b-) tiene 43% menos
probabilidad en comparacién con el fenotipo Lewis (a-b+) OR=0.57 (IC=0.20-1.57,
p=0.22) (ver grafico 2).

A) B)
Ref. Lewis a-b- (n=30) P H
A roporciones
Lowad- . 0.63 (0.21-1.89), P=0.380 P
(n=13) - Ref. Lewis a-b+ (n=103) 100%
0.90 (0.53-1.52), P=0.690 o
‘ 80% 75%
aisaths : o Ref. Lewis a-b+(n=103)
= & ' - . 0.57 (0.20-1.57), P=0.220
(n=30) : ( ) 60%
40%
Lewis a+b- | i o ) 19.6%
(n=13) .
T I T 1 20% >-4% .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0% N—
OR estimado (IC95%) Lewis (a+b-) Lewis (a-b+) Lewis (a-b-)

Grafico 2. Probabilidad y proporciéon de detectar ETEC segun fenotipo Lewis del infante
(n=146). A) Probabilidades de deteccion de ETEC segun los fenotipos Lewis: Lewis (a-b-)
versus Lewis (a+b-) (linea negra), Lewis (a-b-) versus Lewis (a-b+) (linea roja), Lewis (a+b-)
con Lewis (a—b+) (linea verde). Los grupos de referencias fueron seleccionados de acuerdo a

poder estadistico. B) Proporciéon de deteccion de ETEC dentro de los grupos Lewis.
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9.5 DETECCION DE ETEC SEGUN EL FENOTIPO LEWIS Y ESTATUS SECRETOR
COMBINADO DEL INFANTE.

Para profundizar en los resultados, se realizé un analisis adicional considerando tanto el
fenotipo Lewis como el estatus de secretor, agrupandolo de la siguiente manera; Lewis
(a+b-) No Secretor (8.3%), Lewis (a-b-) Secretor (18.1%), Lewis (a-b+) Secretor (70.8%)
Lewis (a-b-) No Secretor (2.8%). Al compararlos entre si encontramos ciertas tendencias;
entre Lewis (a+b-) No Secretor y Lewis (a-b-) Secretor la susceptibilidad recae en el
grupo Lewis (a-b-) Secretor, ya que Lewis (a+b-) No Secretor tiene un 35% menos de
probabilidad de presentar infeccion por ETEC OR=0.65 (IC=0.22—-1.94; p=0.42).

Al comparar a los nifios Lewis (a-b-) Secretor versus Lewis (a—b+) Secretor, el resultado
sugiere que existe un ligero aumento en la probabilidad de detectar ETEC en el grupo
Lewis (a-b+) Secretor, ya que Lewis (a-b-) Secretor tiene un 4% menor probabilidad
OR=0.96 (IC=0.56-1.64; p=0.87); de igual manera, al comparar Lewis (a-b-) No
secretores versus Lewis (a-b+) Secretores, encontramos que los Lewis (a-b-) No
secretores tienen un 38% menos de susceptibilidad en la deteccidn de dichas infecciones
OR=0.62 (IC=0.11-3.45, p=0.54).

Finalmente, se comparo el grupo Lewis (a+b-) No Secretor con Lewis (a-b+) Secretor,
encontrando que el grupo Lewis (a-b+) Secretor es mas susceptible ante infecciones
entéricas por este patotipo, ya que Lewis (at+b-) No Secretor tuve 38% menos
probabilidad en la deteccién OR=0.62 (IC=0.23-1.70, p=0.30). (ver graficos 3).
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A) B)

Ref. Lewis a-b- & Secretor (n=26) °
: Y 0.65(0.22-1.94), P=0.420 Pro porciones
Lewisa+b- | = _ g ; A Ref. Lewis a-b+ & Secretor (n=102)
& No Et:gretor $ T & 0.96 (0.56-1.64), P=0.870 100%
(n—‘ ) s m Ref. Lewis a-b+ & Secretor (n=102) 80% 70.8%
Lewis a-b- . 0.62 (0.11-3.45), P=0.540 °
- oA
. (S,fgrg;m : Ref. Lewis a-b+ & Secretor (n=102) 60%
. 0.62 (0.23-1.70), P=0.300 20%
Lewisa-b- || = ’ 18.1%
& No S_ecretor g . 20% 8.3% 2.8%
re=d) : 0% I
Lewis (a+b-) . ° . ) . )
&Nosecretor 7| ¢ Lewis (a+b-)Lewis (a-b+) Lewis (a-b-) Lewis (a-b-)
(n=12) T T T 1 & No & Secretor & Secretor & No
0 1 2 3 4 secretor secretor

OR estimado (IC95%)

Grafico 3. Probabilidad y proporciéon de detectar ETEC segun fenotipo Lewis y Estatus
Secretor combinado del infante (n=146). A) Probabilidades de deteccion de ETEC segun los
fenotipos Lewis y Estatus Secretor combinado: Lewis (a+b-) No Secretor y Lewis (a-b-)
Secretor (linea negraV¥), Lewis (a-b-) Secretor versus Lewis (a—b+) Secretor (linea negrad),
Lewis (a-b-) No secretores versus Lewis (a-b+) Secretores (color rojo), Lewis (a+b-) No
Secretor con Lewis (a-b+) Secretor (linea verde). Los grupos de referencias fueron
seleccionados de acuerdo a poder estadistico. B) Proporcion de deteccion de ETEC dentro de

los grupos Lewis y estatus Secretor combinado.
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9.6 DETECCION DE ETEC Y ESTATUS SECRETOR MATERNO.

El estatus secretor materno lo podemos observar como un posible factor de riesgo que
influye en la susceptibilidad a infecciones por ETEC en los primeros afos de vida.
Nuestros resultados sugieren que los hijos de madres no secretoras podrian tener un
23% menos de probabilidad de presentar infecciones por ETEC en comparacion con los
hijos de madres secretoras OR de 0.77 (IC=0.25 - 2.38, P=0.65). (ver grafico 4).

Madre Se+ (n=122)
0.77(0.25-2.38)

Madre -
No Secretora|
(n=16)

T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

OR estimado (1C95%)

Grafico 4. Probabilidad de detectar ETEC segun estatus secretor materno (n=138).
Estatus secretor materno (linea roja). El grupo de referencia fue seleccionado de acuerdo a

poder estadistico.

9.7 PATRONES DE LACTANCIA Y ESTATUS SECRETOR MATERNO CON LAS
INFECCIONES POR ETEC EN LACTANTES.

Del total de 138 madres que participaron en el estudio, 16 (11.5%) tuvieron fenotipo no
secretor y 122 (88.5%) un fenotipo secretor. Se analiz6 la incidencia acumulada (IA) a
los 12 meses de edad en las infecciones por ETEC en los nifios, tanto en los casos, como
en los controles, y dentro de cada grupo se analizé de acuerdo con el periodo de
lactancia, separandolos en nifios con lactancia materna menor o igual a 6 meses y nifios

con lactancia materna superior a 6 meses. En los casos, encontramos que los niflos que
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lactaron menos 6 meses tuvieron la mayor |IA al cumplir el primer afo de vida con un

60%, mientras que los nifios que lactaron por mas de 6 meses la IA fue del 42.85%. De

manera similar, en los controles encontramos que los nifios que lactaron menos 6 meses

tuvieron mayor IA que los nifios que lactaron por mas de 6 meses con |IA del 11.54% vy

10.40%, respectivamente (Ver grafico 5A). Finalmente, comparamos el tiempo de

lactancia materna y el estatus secretor con |IA en la deteccion de ETEC. Donde

encontramos que, en los casos, los hijos de madres secretoras que lactaron menos de 6

meses en casos tuvieron IA del 70%, y los nifios que lactaron mas de 6 meses una IA

del 45.83%. En los controles, los nifios que lactaron menos de 6 meses tuvieron una IA

del 10% y los nifos que lactaron mas de 6 meses tuvieron una |A del 13.24% (Ver grafico

5B).

A)

Incidencia acumulada de ETEC por casos y

controles segun tiempo de lactacia materna
-~ Casos con lactancia <6 Meses (n=15)
-8~ Casos con lactancia >6 Meses (n=28)
-8 Control con lactancia <6 Meses (n=41)
—@- Control con lactancia >6 Meses (n=62)

80

60

40-

20

Incidencia acumulada

B)

Incidencia acumulada de ETEC segun
lactancia materna y estatus secretor materno

100

Casos <6M Madres Sec
Casos >6M Madres Sec
Control <6M Madres Sec
Control >6M Madres Sec

S4ny

80

Incidencia acumulada

Grafico 5. patrones de lactancia materna y el estatus secretor materno con las

infecciones por ETEC en lactantes A) Incidencia acumulada en casos y controles segun

lactancia mayor o menor de seis meses. B) Incidencia acumulada en casos y controles segun

lactancia mayor o menor de seis meses segun estatus secretor materno.
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10 DISCUSION

En este estudio se emplearon datos de la cohorte de nacimiento SAGE para identificar
factores de riesgo potenciales de infeccion por ETEC (fenotipo Lewis, estatus secretor y
tiempo de lactancia materna). Sobre esa base, se disefi6é un estudio de caso—control que
incluyo 146 lactantes menores de 3 afios procedentes de la ciudad de Leon, con el fin de

evaluar la asociacién de estas variables con la presencia de ETEC en heces.

El analisis reveld un leve predominio de casos en nifios de sexo masculino. Ademas, el
uso de letrinas se observé con mayor frecuencia en los nifios ETEC positivos, lo que
sugiere que las condiciones de saneamiento inadecuadas podrian facilitar la transmision
de este patdgeno, lo cual se relaciona con otras investigaciones como las de Khalil et al.
Que han demostrado que el bajo estatus econémico y el inadecuado acceso a sistemas
de saneamiento son factores de riesgo importantes para contraer infecciones por
ETEC(7). Estos hallazgos refuerzan la necesidad de implementar intervenciones

dirigidas a mejorar las condiciones higiénico—sanitarias en poblaciones vulnerables.

De acuerdo con la caracterizacién clinica, los casos de diarreas con detecciéon de ETEC
produjeron una diarrea que comunmente no requirié de atencion primaria ni hospitalaria
y tampoco tuvieron sintomatologias como vomito, fiebre y presencia de sangre en heces,
lo cual se alinea con estudios como el de Haque et al. de la cohorte de nacimiento MAL-
ED que encontr¢ altas tasas de infeccion asintomatica por ETEC, con tasas de incidencia
en algunas regiones que superaban los 45 casos por cada 100 nifios(46), aunque las
infecciones asintomaticas por ETEC suelen ser altas, no son inofensivas, ya que estas
se asocian con consecuencias negativas para la salud, como retraso del crecimiento,
debilidad y bajo peso infantil.(28,46).

En los ultimos afos, se ha considerado que los grupos histo-sanguineos podrian jugar
un rol importante en la patogénesis de ETEC, de acuerdo con estudios como el de
Svennerholm AM et al. los cuales reportan que los nifios con genotipo Le(a+b-) tenian
incidencias significativamente mas altas de diarrea causada por ETEC que expresan

fimbrias del grupo CFA/l que los nifos Le(a-b+), sugiriendo que estos eran mas
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susceptibles a las infecciones por este patotipo de E. coli (46). Datos similares han sido
reportados por Pérez J.(10). En nuestro estudio encontramos que al comparar los
fenotipos Lewis obtuvimos que el fenotipo Lewis (a-b+) tiene mayor riesgo de contraer
esta infeccidén, aunque estos resultados no son estadisticamente significativos, existen
una tendencia a que el fenotipo Lewis (a-b+) sea mas susceptible a las infecciones por
dicho microorganismo, pero cabe recalcar que lo cual podria deberse a las proporciones

desiguales en el tamafo de la muestra.

Por otro lado, el fenotipo secretor, determinado por la actividad de FUT2 en mucosas,
modula la expresion de antigenos ABO(H) y Lewis. Mottram et al. describen que los no
secretores presentan mayor riesgo de diarrea sintomatica por ETEC (48), pero en
nuestro estudio los nifos secretores mostraron una ligera predisposicion a la
colonizacion por este patdogeno, aunque no fue estadisticamente significativo. Es posible
que otros factores genéticos, nutricionales u otros aun no caracterizados estén influyendo
en esta relacion. Al analizar el fenotipo Lewis y secretor de manera simultanea,
encontramos que Le(a-b+) Secretor tiene mayor probabilidad de deteccion ante
infecciones entéricas por este patotipo. Nuestros resultados difieren con los de otros
estudios como el de Svennerholm AM et al. los cuales reportan que los nifios con
genotipo Le(a+b-) tenian incidencias significativamente mas altas de diarrea causada por
ETEC que expresan fimbrias del grupo CFA/l que los nifilos Le(a-b+), sugiriendo que
estos eran mas susceptibles a las infecciones por este patotipo de E. coli (46). Sin
embargo, en este estudio, posiblemente debido al numero limitado de muestras de las
que pudimos realizar PCR, solo pudimos encontrar una tendencia, pero no una relaciéon
significativa. Ademas, el estudio de Svennerholm AM et al. Incluyé ETEC que expresan
fimbrias del grupo CFA/I, mecanismo patogénico que no fue incluido en el presente

estudio.

En otra instancia la lactancia materna se ha postulado como un posible modulador que
afecta la susceptibilidad a infecciones por ETEC en los primeros anos de vida. Nuestros
resultados sugieren que los nifios con lactancia materna por mas de 6 meses disminuyen

la incidencia de la infeccion al primer afio de vida, y que los hijos de madres no secretoras
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podrian tener un 23% menos de probabilidad de presentar infecciones por ETEC en
comparacién con los hijos de madres secretoras; esto relaciona con el estudio de Colston
JM en el que encontraron que los hijos de madres secretoras (FUT2 positivas) tuvieron
un aumento del 38% en el riesgo de padecer diarrea por todas las causas (HR = 1,38; IC
=1,15-1,66) (8).

La principal limitacion de nuestro estudio radica en el tamafo y la distribucion desigual
de los fenotipos Lewis y estatus secretor, lo que reduce la potencia estadistica para
detectar asociaciones pequefias. Asimismo, la falta de datos sobre variables ambientales
y nutricionales impide ajustar completamente el modelo. Futuras investigaciones
deberian ampliar la muestra, incluir analisis multivariables y explorar mecanismos

moleculares que expliquen estas tendencias.
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11 CONCLUSIONES

En cuanto a las caracteristicas sociodemograficas las infecciones por ETEC
predominaron en nifios del género masculino y aquellos que hacian uso de letrina.
El cuadro clinico de las diarreas con deteccion de ETEC se caracterizo por diarrea
con un promedio de 5 dias y 6 deposiciones diarias. La mayoria de los casos no
requirieron de hospitalizacion ni liquidos intravenosos.

No se encontrdé asociacion estadisticamente significativa entre el Histo-grupo
sanguineo Lewis y estatus secretor e infecciones por ETEC. Sin embargo, nifios
con el fenotipo Lewis(a-b+) y ser secretor tienden a ser mas susceptibles ante
infecciones por ETEC.

Los hijos de madres secretoras que lactaron menos de 6 meses presentaron mayor
incidencia a padecer infecciones por ETEC a lo largo del primer afio de vida en

comparacion con aquellos que lactaron mas de 6 meses.
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12 RECOMENDACIONES

Investigar el impacto de las infecciones por ETEC en el desarrollo fisico y cognitivo
de los infantes.

Realizar el estudio con un mayor numero muestral, para incrementar la potencia
estadistica del mismo.

Explorar con mayor profundidad el papel del estatus secretor materno en la
lactancia para futuras investigaciones sobre los mecanismos inmunolégicos en el

primer afo de vida.
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14 ANEXOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

1. Informacioén del Paciente:
o Sexo: [] Masculino [ ] Femenino
o Edad:

2. Condiciones Generales:

o Deposicion de Heces: [ ] inodoro [ ] letrina
o Agua: [] potable [ ] pozo
3. Sintomas:
o Vomito: []Si[]No
o Fiebre:[]Si[]No
o Sangre en Heces:[]Si[] No
4. Tratamiento:
o Recibié Zinc: [] Si[] No
o Recibi6 Liquido Intravenoso: [ ] Si[] No
o Recibié Medicamento para Vémito o Diarrea: [] Si[] No
5. Atencion Médica:
o Recibié Atencion Primaria: []1 Si[] No
o Recibié Atencion Hospitalaria: [ ] Si[] No
o Requirié Hospitalizacion: [] Si[] No
6. Detalles Adicionales:

o Dias con Diarrea:

o Deposicion de Heces por Dia:
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