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RESUMEN

Infecciones sintomaticas por Escherichia coli Enterotoxigénica en nifios < 5 afios de Leon y

su correlacion con los fenotipos Lewis y secretor
Pérez, Johann

La diarrea es la segunda causa de morbilidad y la tercera de mortalidad en nifios menores de 5 afios
a nivel mundial. Recientes estimaciones mundiales atribuyen mas de un millén de muertes por afio
por diarrea en todos los grupos de edad y aproximadamente el 4% del DALYS (afios de vida
ajustados en funcion de la discapacidad, por sus siglas en inglés). En Nicaragua, la enfermedad
diarreica es la segunda causa infecciosa de mortalidad entre los nifios, ETEC continGa siendo un
agente causal importante en este contexto. Amhed et al., demostro que nifios Bangladesi Lewis A
eran mas susceptibles a padecer infeccion sintomatica por ETEC (P <0,001). En base a este
hallazgo, este estudio investigo si existe asociacion entre las infecciones sintomaticas por ETEC y
el histo-grupo sanguineo Lewis y estatus secretor. Se seleccioné al azar un total de 237 muestras
de heces y saliva de nifios menores de cinco afios de edad, provenientes de la ciudad de Leon.
ETEC fue detectada en las heces de los nifios mediante un ensayo de PCR convencional. El
fenotipo Lewis y el estado de secretor se determinaron mediante ELISA basado en saliva.
Paralelamente, se evaluaron los factores de riesgo para la infeccion por ETEC mediante un modelo
de regresion logistica multivariado. En el estudio fueron 96 nifios sintomaticos y 141 nifios
asintomaticos. Se detectd un total de 36 (15.2%) muestras positivas para ETEC. El fenotipo Lewis
A y ser no secretor indicaron tener mayor riesgo de desarrollar infeccion (OR =3.942; 1C= 0.31-
49.84 / OR =4.099; IC= 0.42-40.18). Nifios infectados menores de 1 afio fueron estadisticamente
significativo y son los mas propensos a padecer infecciones por ETEC con respecto al modelo de
riesgo (OR =4.761; 1C=1.77-12.83) (P=0.002). Tanto en el grupo sintomaticos y el grupo
asintomaticos la mayoria de los participantes resultaron Lewis B y secretores positivos. No se
encontrd asociacidn entre el histo-grupo sanguineo Lewis como el estatus secretor y las infecciones
sintomaticas por ETEC (P=0.289/ P=0.226).
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GLOSARIO

E. coli Escherichia coli

DEC Escherichia coli diarreogénica

ETEC Escherichia coli enterotoxigénica

EHEC Escherichia coli enterohemorragica
EAEC Escherichia coli enterogregativa

EPEC Escherichia coli enteropatdgena

DAEC Escherichia coli adherente-difusa

LT Enterotoxina termo-estable

ST Enterotoxina termo-labil

CF Factor de colonizacion

MLST Tipificacion de secuencia multilocus
ARF Factores ribosilantes de ADP

CFTR Regulador transmembrana fibrosis cistica
GSP Via de secrecion general

GR Globulos rojos

EAST1 Toxina termo-estable agregativa

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
SNP Polimorfismo de un solo nucleétido
DALYS Afios de vida ajustados en funcion de la

discapacidad

LMIC Paises de ingresos bajos y medios



1. INTRODUCCION

La diarrea es la segunda causa de morbilidad y la tercera de mortalidad en nifios menores de 5 afios
a nivel mundial. Recientes estimaciones mundiales atribuyen mas de un millén de muertes por afio
por diarrea en todos los grupos de edad y aproximadamente el 4% del total de afios de vida
ajustados en funcion de la discapacidad (DALYS). A pesar de la reduccion en la mortalidad, la
morbilidad a causa de diarrea sigue siendo una carga importante en los paises de ingresos bajos y
medios (LMIC) en América Latina, Africa y Asia, donde la calidad del agua y el saneamiento es

inadecuada®@@@@)

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las causas mas comunes de diarrea en infantes
en paises en via de desarrollo. La estimacion de mortalidad en menores de cinco afios debido a
ETEC fue de 23,649 en el 2015®. La caracteristica distintiva de ETEC es la expresion de 1 6 2
enterotoxinas acarreadas por plasmidos, la enterotoxina termo-estable (ST) o enterotoxina termo-
labil (LT). Ambas toxinas intervienen en la desregulacion de los canales de iones en las criptas del
intestino delgado®. Ademas, los aislados de ETEC pueden llegar a expresar de 1 a 3 factores de
colonizacion (CF) que estan involucrados en la adhesion al epitelio intestinal. Los CF mas
prevalentes son CFA/I y antigenos se superficie de coli (CS) 1-6 (CS1-CS6)®.

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que los antigenos de grupos sanguineos pueden
jugar un rol en las infecciones, puesto que pueden funcionar como correceptores para diferentes
microrganismos como Candida albicans y Helicobacter pylori & ®. Ademas, se ha demostrado
que los antigenos del histo-grupo Lewis funcionan como receptores para agentes entéricos como
Rotavirus y Norovirus, y en dependencia del antigeno presente y la cepa infectante el resultado
puede ser un curso clinico de infeccion con o sin sintomas” &), Esto es debido a que los antigenos
Lewis también son sintetizados en la mucosa intestinal por un grupo de glicosiltranferasas que
insertan residuos de fucosa en los precursores oligosacaridos. Dependiendo su sintesis a la

presencia de los genes FUT2 y FUT3®),

En Nicaragua, se ha investigado anteriormente la presencia de los diferentes tipos de E. coli
diarreogénica (DEC). Siendo ETEC, EAEC (E. coli enteroagregativa) y EPEC (E. coli
enteropatdgena) los patotipos a los que se les atribuyen mayor nimero de casos asociados a diarrea

en nifios menores de 5 afios“® Y. También, se ha logrado estudiar diferentes factores de

1



colonizacion de cepas de ETEC en diferentes afios de estudio (2005, 2006 y 2010), indicando que
CS19 fue el CF més frecuente en las cepas de ETEC asiladas de casos severos a moderados en

comparacion a casos de diarrea leve, en esos afios™?).

Adicionalmente, estudios recientes sugieren que cepas ETEC que expresa la enterotoxina ST
afecta con mayor frecuencia a nifios con grupo sanguineo "A" o "AB" que a nifios "0" ¥, Asj
mismo, otro estudio determind genéticamente que nifios Lewis A", estaban mas propensos a
presentar una infeccidn sintomatica por ETEC que expresaban factores de colonizacién del grupo
CFA/I en comparacion a los Lewis B o Lewis negativo. Se cree que esta asociacion se da por la
capacidad de CFA/I a adherirse glicoespingolipidos terminales de Lewis A. En contraste, otro
estudio en el mismo grupo de nifios de Bangladesh encontr6 que 14 (44%) de estos con los SNP
rs200157007-TT y rs601338-AA se asociaron con infeccion por ETEC sintomatica pero no
asintomatica, independientemente del estatus del secretor, lo que sugiere que FUTZ2, el regulador
de los antigenos de Lewis y ABO (H) en la mucosa intestinal, podria ser una caracteristica
genotipica del huésped afectando la susceptibilidad a la infeccion por ETEC®¥. Por lo antes
mencionado, este estudio pretende investigar si existe asociacion entre las infecciones sintomaticas
por ETEC y el histo-grupo sanguineo Lewis y estatus secretor, realizando una deteccion fenotipica

de estos antigenos.



2. ANTECEDENTES

En Nicaragua ETEC ha sido un patégeno de importancia clinica, por tal razén se han hecho
diferentes estudios como el realizado por Vilchez et al., publicado en el 2014, caracterizaron
diferentes cepas de ETEC asiladas a partir de nifios que asistieron a diferentes unidades de salud
en Ledn. Se analizaron un total de 58 ETEC, donde la distribucion de los factores de colonizacion
(CF) y enterotoxinas variaba. Entre los CF detectados, 91.7% pertenecian a la familia de fimbrias
clase 5 (CS19, CFA I, CSI, CS2, CS4, CS14, CS17). Paralelamente, STh se detecté con mayor
frecuencia entre las cepas de nifios en la comunidad (47.8%) comparado a las cepas provenientes
de casos de las unidades de salud (0.0). La combinacion de STh y LT fue mayor entre cepas de

nifios atendidos en unidades de salud (27.3%) comparados con los nifios captados en la comunidad
(12)

Becker et al., realizd un estudio de cohorte sobre la etiologia de casos de diarrea en nifios en la
ciudad de Leon después de la introduccion de la vacuna de Rotavirus entre el afio 2010-2011.
Donde se reportaron un total de 677 episodios de diarrea entre 354 nifios, de estos 45.1% tuvieron
1 episodio de diarrea, 34% tuvieron 2 episodios de diarrea y 20.9% reportaron 3 episodios de
diarrea. De todos los episodios reportados el 3.4% resultaron en hospitalizacion. Al menos un
enteropatdgeno fue detectado entre 61.1% de muestras de nifios sintomaticos y 41.5% en muestras
de nifios sanos. Los enteropatdgenos detectados en los nifios sintomaticos fueron Norovirus
(20.4%), Sapovirus (16.6%), EPEC (11.3%), E. histolytica/dispar (8.3%), Giardia lamblia (8.0%),
ETEC (7.7%) y Rotarvirus 5.3%. Cabe resaltar que en este estudio a diferencia del realizado por
Vilchez et al., 2014 la enterotoxina termoestable (ST) se detecté solamente en cepas provenientes

de nifios sintomaticos®®,

Vilchez et al., en el periodo de Marzo 2005 a Septiembre del 2006 analizaron 526 muestras de
heces de nifios de Leon entre las edades de 0-60 meses (381 sintomaticos y 145 asintomaticos),
encontrando una prevalencia de DEC en un 67.2% en los nifios sintomaticos y 63.4% en nifios
asintomaticos. ETEC se aislé con mas frecuencia en nifios sintomaticos 20.5% que en nifios
asintomaticos (8.3%). ETEC se detectd en todos los grupos de edad, pero fue levemente mas

prevalente en el grupo de edad <12 meses Y.



Paniagua et al., realizaron un estudio en la ciudad de Leon que incluy6 235 nifios en el afio 1997,
de los cuales se analizaron 808 muestras asociadas a episodios de diarrea, asi como 1472 muestras
de controles asintomaticos. ETEC se encontré duplicado 38% (310/808) al ser comparado con las
muestras de los controles 19% (277/1,472). Segln grupo etario, el grupo de 0-6 meses obtuvo la
mayor proporcion de casos de diarrea y asintométicos fue de 42% y 20%, respectivamente.
Paralelamente, se detectaron la presencia de las toxinas ST y LT de las ETEC aisladas, donde en
un 16% se detectaron ambas toxinas, en muestras sintomaticas (131/808), mientras ST se detectd
con mas frecuencia en pacientes asintomaticos 8% (122/1,472). A la mismas vez, se detectaron 4
factores de colonizacion, donde CFA | se detectd en un 36% de los aislados ETEC de episodios
de diarrea y 23% en las ETEC provenientes de los controles asintomaticos, y PCFO166 (ahora

CS14) en los aislados ETEC de diarrea en un 19% y de controles en un 22% 9,

Datos sobre ETEC y el tipo ABO en infecciones es controversial. Black et al., 1987, infecto
voluntarios con diferentes cepas de ETEC, incluyendo las que co-expresaban LT y ST. EI 57% de
los sujetos desarrollo diarrea con una ligera preferencia por el grupo sanguineo "O". No hubo
correlacion entre la infeccion y el tipo ABO entre los individuos expuestos 9. Por otro lado Qadri
el al., 2007 encontr6 mayor incidencia de diarrea en nifios de tipo sanguineo "A", "B" y "AB" (P=
0.02-0.03). El tipo sanguineo "AB" estaba en mayor riesgo de presentar diarrea (OR=2.5; 1C=0.95—
6.66)12),

Ahmed et al., determino la expresion de antigenos Lewis en 179 nifios de un estudio de cohorte en
Dhaka en el afio 2009, en el cual ETEC que expresaron CF como CFA/I, CS3, CS5 y CS6 fueron
aislados con mayor frecuencia en los dos primeros afios de vida. Mostrando que las infecciones
sintomaticas por ETEC fueron mas frecuentes en nifios con el fenotipo Lewis A (P < 0.001),
mientras que las infecciones sintomaticas y asintomaticas tuvieron igual frecuencia en nifios con
el fenotipo Lewis B. También demostré que nifios con el fenotipo Lewis A tuvo una mayor
incidencia en diarrea causada por ETEC que expresaban fimbrias pertenecientes al grupo CFA/I

en comparacion a nifios con el fenotipo Lewis B (P < 0.001)®7),



3. JUSTIFICACION

ETEC es un agente de gran importancia clinica en nuestro medio, infecciones repetidas pueden
asociarse con secuelas y enfermedades a largo plazo, como desnutricién, retardo en el crecimiento,
neumonia y artritis, tanto en los paises con LMIC como en los paises desarrollados. Las
complicaciones son mas severas en bebés y en nifios de edad escolar, obstaculizando el desarrollo
cognitivo. Ademas, el aumento de la resistencia a los antibiéticos como ciprofloxacina, subrayan

aun mas la persistente necesidad de crear medidas de contingencia eficaces contra este patdgeno.

Para poder reducir el nimero de infecciones por ETEC, se necesitan importantes cambios tales
como mejoras en los sistemas de agua, saneamiento, calidad en la preparacion y distribucion de
alimentos. En paises en vias de desarrollo como Nicaragua, estos cambios implicarian un alto costo
y tomaria tiempo. Por tal razon, la introduccion de vacunas podria ayudar al manejo clinico de

infecciones por ETEC.

Los hallazgos encontrados en este estudio proporcionan ademas de estimaciones de la carga de
infecciones por ETEC, datos que podrian ayudar a la evaluacion del impacto futuro de una vacuna.
Estos datos, brindan informacion relevante para realizar ensayos clinicos y evaluar la eficacia de
vacunas en el pais. Por lo tanto, es importante comprender todos los posibles escenarios tales como
factores genéticos del huésped y limitaciones implicadas que pueden influir en las estimaciones de

infecciones por ETEC y la eficacia de una posible vacuna contra esta bacteria.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cudl es la relacion de las infecciones sintomaticas por Escherichia coli Enterotoxigénica

relacionadas con el histo-grupo sanguineo Lewis y secretor en nifios Leoneses < 5 afios?



5. HIPOTESIS

El fenotipo Lewis A y no secretor son un factor predisponente para desarrollar infecciones
sintomaéticas causadas por ETEC.



6. OBJETIVOS

General

e Determinar la asociacion de las infecciones sintomaticas por Escherichia coli
Enterotoxigénica y los histo-grupo sanguineos Lewis y secretor en nifios menores de 5 afios

con y sin diarrea de la ciudad de Leon.

Especificos

e Describir caracteristicas sociodemogréaficas de la poblacidn de estudio.

e Determinar la distribucién de histo-grupo sanguineo Lewis y estatus secretor de nifios en
estudio.

e Investigar la prevalencia de infecciones sintomaéticas y asintomaticas por E. coli
enterotoxigénica.

e Correlacionar las infecciones por Escherichia coli Enterotoxigénica con el Histo-grupo

sanguineo Lewis y estatus secretor.



7. MARCO TEORICO

7.1 Generalidades

E. coli normalmente coloniza el tracto gastrointestinal de recién nacidos a pocas horas del
nacimiento. Por lo general, E. coli y el huésped humano coexisten en beneficio mutuo durante
décadas. Estas cepas comensales de E. coli rara vez causan enfermedad, excepto en huéspedes
inmunocomprometidos®®).

E. coli es un bacilo Gram negativo, lactosa positiva y oxidasa negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Puede crecer tanto en ambiente aerobio y anaerobio, preferiblemente a 37°C,
puede ser motil o no métil, con flagelo peritrico®?.

E. coli puede causar una amplia gama de enfermedades que abarcan desde el tracto gastrointestinal
a otros sitios extraintestinales tales como las vias urinarias, torrente sanguineo, y el sistema
nervioso central. Entre los patdgenos intestinales existen 6 categorias: E. coli enteropatdgena
(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 vias urinarias son las infecciones mas comunes por E. coli extraintestinal causada

por E. coli uropatogena (UPEC)®®).

ETEC es la mayor causa de diarrea del viajero y es endémica en paises en subdesarrollados. En
estos paises, puede ser aislada tanto de portadores sintoméaticos como asintomaticos, con alto grado
de mortalidad en nifios. ETEC es definida por la habilidad de producir ya sea enterotoxina termo-
labil o termo-estable, asi como factores de colonizacion para su adherencia en el epitelio
intestinal®®. Ademas de su impacto en los humanos, la industria porcina también tiene efectos
adversos, ya que la diarrea por ETEC causa alta morbilidad y mortalidad en cerdos recién nacidos

y destetados.

7.2 Serotipos

Existen al menos 78 antigenos "O™ detectables y 34 antigenos "H™ asociados a ETEC, entre los
serotipos mas comunes aislados estaban: O6:H16 (LT; Toxina termo-labil) /ST; Toxina termo-
estable), 08:H9 (ST), 025:NM (LT), O78:H12 (ST), 0148:H28 (ST), and 0153:H45 (ST)@Y,



Sin embargo, la prevalencia y serotipos (toxinas que producen o CF que expresan) pueden variar
segun el lugar aislado. Steinsland et al., 2010 analizaron 1019 asilados de muestras humanas
encontrando que podian ser diferenciarse en 42 grupos clénales distintos, con diferentes perfiles

de toxinas y CF dispersos en todas las lineas®?.

7.3 Epidemiologia

Las infecciones diarreicas son una de las principales causas de muerte en paises subdesarrollados
en niflos menores de 5 afios de edad. Colectivamente, se estima que a los patégenos causantes de
diarrea se les atribuye entre 1-2 millones de muertes anualmente®®. ETEC contribuye
significativamente a la mortalidad asociada a infecciones diarreicas, sumando cientos de miles de
muerte cada afio. Ademas, esta infeccidén aparenta contribuir sustancialmente a la morbilidad y

puede estar relacionada con el retraso en el crecimiento en nifios infectados.

En paises subdesarrollados la deteccion de ETEC no es parte de los exdmenes de rutina en nifios
que presentan diarrea; por esta razén, la incidencia por infecciones por ETEC no puede ser
determinada adecuadamente. A pesar del incremento en casos en Latinoamérica y Africa de diarrea
del viajero relacionados a ETEC, esta sigue siendo el agente causal méas detectado y se le atribuye

el 30% de los casos®¥.

Los perfiles de toxinas y adhesinas de los aislados de ETEC son variables y difieren entre distintas
areas geogréficas y poblacion. Isidean et al., 2011 realizé una revision de literatura en 35 paises y
se encontro un promedio de 45% aislados de ETEC expresaban ST solamente, 27% Unicamente
LT y 33% expresaron ST/LT. Ademas, se determind la prevalencia de CF y demostro que CFA/I,

CS6 y CS21 son los CF que més se detectan a nivel mundial en aislados de ETEC®®,

7.4 Transmision, reservorio y fuentes

Las infecciones por ETEC se transmiten a través de la ruta fecal-oral. La exposicién usualmente
se da por entrar en contacto con alimentos y agua potable contaminados. Algunos ejemplos de
alimentos en riesgo de ser contaminados por agentes patdgenos son por ejemplo: la comida que se
mantiene a temperatura ambiente, salsas caseras, frutas y alimentos distribuidos por vendedores
ambulantes en areas endémicas®?. Adicionalmente, aguas superficiales en paises subdesarrollados
pueden contener este microorganismo y puede servir como una fuente importante de

contaminacién durante el contacto con este tipo de agua. Los alimentos pueden ser contaminados
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por personas infectadas que los manipulan, portadores asintomaticos o cuando los vegetales son
irrigados por agua no tratada.

La persistencia y habilidad de ETEC sobrevivir estos ambientes se desconoce. Pero un estudio
demostr6 que ETEC pudo sobrevivir mas de 3 meses en agua fresca y pudo formar biopelicula en
fuentes de agua potable. La dosis infecciosa comparado a otros patotipos de E. coli es
relativamente alto 10° y 108; sin embargo, las dosis infecciosas estan basadas en cultivos de
laboratorio y pueden diferir con la dosis infecciosa de la infeccion natural@®.

7.5 Patogénesis

La patogenia de la infeccién por ETEC, implica la adherencia a las mucosas y la secrecion de
liquidos mediada por toxinas. Los genes que codifican las toxinas, y muchos de los genes que
codifican las adhesinas, se encuentran codificados exclusivamente en plasmidos. Una vez que
ETEC coloniza el intestino delgado a través de la fijacion al epitelio del huésped por proteinas de
superficie llamadas factores de colonizacion (CF). Una vez fijada, la bacteria elabora toxinas que

causan manifestaciones clinicas tipicas de la infeccion®@.

7.5.1 Factores de colonizacion

Los CF de ETEC son llamados antigenos de superficie de coli (CS), sufijo con un nimero, excepto
por el CFA/I. Son estructuras de superficie que se necesitan para la colonizacion 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@?,

Los CF se unen a diferentes receptores en las células huésped. Por ejemplo CS6 se une a
fibronectina®” y sulfatida (SO3-3GalB1 ceramida), un glicoesfingolipido mayor®®. También
CFA/I se une a glicoproteinas y glicoesfingolipidos que se encuentran en la superficie de células
del huésped del intestino delgado®®®. Los CF tienen otras funciones ademas de adhesion a la células
del huésped, longus (CS21, una fimbria tipo 1) ha demostrado estar relacionada en los cambios

de motilidad y auto-agregacion, la cual funciona como protectora contra los antibidticos in vitroG®,

Otras proteinas adhesivas que se 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
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involucradas en la invasion y adherencia a células epiteliales e interacttan con los proteoglicanos
de herparan sulfato; al igual que el locus tib®Y. Se ha encontrado que TibA esta involucrada en la
auto-agregacion y en la formacion de biopelicula®. La proteina EtpA contribuye a la adherencia
de las células epiteliales y se piensa que actla transitoriamente siendo expuesta en el extremo del
flagelo para mediar la adhesion®.

7.5.2 Toxina termo labil (LT)

La toxina termo-labil, estda relacionada con la toxina del cdlera (CT), es una molécula
heterohexamérica compuesta de la sub-unidad B (pentamérica) y una tnica sub-unidad A. La sub-
unidad A consiste en dos dominios unidos por un puente disulfuro: Al, es la toxina activa, y A2
es una porcién hélica que se une a la sub-unidad B. La unién 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 Al deber ser traslocada a ADP-ribosilato Gsa, a traves 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 secrecién 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 cortadas durante el transporte
dependiente de sec a través de la membrana interna al periplasma donde los mondémeros se
ensamblan en holotoxina. La secrecion a través de la membrana externa se encarga un aparato de

secrecion tipo 11 conocido como via de secrecion general (GSP)®),

7.5.3 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 guanilil ciclasa que lleva a la
acumulacion 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 absorcion de NaCl seguido de pérdida neta, a través de diarrea osmotica®.
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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-1b (ST-H), ST-la (ST-
P) esta tipicamente relacionada con las cepas porcinas. Sin embargo, STh se une a diferentes
receptores, no estimula la produccién de nucle6tidos ciclicos. Moléculas de ST | comparten un
nlcleo de aminoécidos que contienen 3 diferentes enlaces disulfidicos que son necesarios para su

actividad biologicas®.

7.5.4 Toxina termo-estable enteroagregativa EAST1

La toxina termo-estable enteroagregativa (EAST1, por sus siglas en inglés), comparte estructura
similar con los péptidos de TE1®. Se ha identificados en otros patégenos incluyendo ETEC.
Aunque se cree que aumenta las concentraciones de cGMP, su mecanismo patogénico no se ha
demostrado completamente, un estudio afirma que EAST1 de ETEC no esté relacionada con casos
de diarrea®®.

7.6 Manifestaciones clinicas

La infeccion por ETEC causa diarrea liquida que se puede categorizar de moderada a severa
(usualmente sin sangre), tiene una presentacion clinica similar a diarrea causada por colera y puede
causar rapidamente deshidratacion. También se pueden presentar sintomas como dolor de cabeza,
fiebre, calambre abdominal, nausea y vomito. El inicio de la diarrea generalmente es rapido, con
periodo de incubacion que puede ser corto como 5 horas, pero generalmente tiene un promedio de
1-2 dias después de la ingestion. La duracion de la diarrea puede ser de 3-5 dias, pero se puede
prolongar por mas de 1 semana. Los indices de mortalidad que son bajos cuando son tratados

adecuadamente (1%)¢,

7.6.1 Complicaciones

La complicacion mas seria por la diarrea causada por ETEC es la deshidratacion particularmente
en nifios, otro efecto es el retraso en el crecimiento. Casos repetidos de diarrea en la nifiez se ha
asociado con retraso en el crecimiento de manera significante. Ademas, la desnutricion aparenta
poner en alto riesgo para el desarrollo de diarrea causa por ETEC. También, la diarrea en los nifios

con infeccién por ETEC tiende a ser severa cuando estos estan desnutridos®®,
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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 afios. La patogénesis de estas
presuntas secuelas post-infeccidn, se refieren al sindrome del intestino irritable post-infeccion. Sin
embargo, cambios inflamatorios de bajo grado caracteristicos en la mucosa podrian sugerir una

respuesta adversa en curso de la infeccion previa®®),

7.7 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 deteccién 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 deteccion se tiene q realizar a través de técnicas moleculares;
desafortunadamente estas técnicas no se realizan en laboratorios de rutina, lo cual no es rentable

para laboratorios de paises en vias de desarrollo.

Los ensayos funcionales o fisiologicos han sido usados afios atrds para identificar las bacterias
productoras de toxinas, estas han sido suplantadas por métodos inmunoldgicos o moleculares.
Entre los ensayos fisiologicos, el modelo de asa ileal de conejo para LTC" y el ensayo de raton
infante para ST eran usados como “gold standard”®®. En 1974 la accion directa de LT en dos
lineas celulares en cultivo celular Y1 células adrenales®® y células de ovario de hamster chino®“?,
proporcionaban respuestas fisioldgicas que podian ser detectadas por cambios morfoldgicos en
cultivo celular. Estos cambios eran especificos para LT y eran neutralizados por una antitoxina.
Estos cultivos celulares eran ampliamente utilizados para la identificacion de LT hasta el desarrollo
del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) en 1977“Y. Otro ensayos son
coaglutinacidn estafilocécica, que utiliza la proteina A de estafilococos recubiertos con antisuero
especifico contra la enterotoxina termo-labil de Escherichia coli “?. La aglutinacion pasiva en
latex, donde particulas de latex son sensibilizadas con antisueros contra LT o ST*®, La prueba
Biken, es una inmunoprecipitacion in vitro, en el centro de la placa de agar se coloca el suero anti-
LT con 4 colonias de ETEC alrededor, asi como 2 discos de polimixina B, donde se observan
lineas de precipitinas entre el centro y las cepas en caso positivo “4 Estos ensayos eran especificos,
pero no eran usados con propasitos diagnosticos. EI ELISA se ha utilizado de manera amplia como

método para detectar LT, particularmente usando el método gangliosido GM1.

14



7.8 Antigenos de histo-grupos sanguineos: Sistema Lewis

El Histo-grupo sanguineo Lewis es unico debido a que no estdn de manera intrinseca en los
glébulos rojos (GR), pero se adsorben pasivamente sobre la membrana 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 globulos
rojos Le (a+b+), es muy raro en adultos europeos, pero es comin en Asia oriental y sudoriental, y
en la region del Pacifico®® ),

Los antigenos de Lewis comienzan a aparecer en los globulos rojos poco después del nacimiento.
Lewis A se desarrolla primero; Los glébulos rojos de infantes con un gen Le generalmente se
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 globulos rojos Le (a+b+) no es infrecuente. A los 6

afios de edad, la proporcion de Le (b +) alcanza el nivel adulto“® 49,

7.8.1 Sintesis

Los carbohidratos de grupo histo-sanguineo ABO, H, secretor y Lewis no son productos primarios
de genes. Se sintetizan mediante glicosiltransferasas especificas codificadas por los genes ABO,
FUTL1, FUT2 y FUT3. Estas enzimas incorporan secuencialmente, unidades de monosacéridos a
cadenas de precursores oligosacaridos lineales o ramificadas, modificando y creando nuevas

especificidades antigénicas® 40,

Seis tipos de monosacaridos se encuentran en los carbohidratos de los grupos histo-sanguineos
ABO, H, Lewis y secretore: B-D-glucosa (Glc), R-D-N-acetilglucosamina (GIcNAc), R-D-
galactosa (Gal), B-D-N-acetilgalactosamina (GalNAc), a-fucosa (Fuc) y D-manosa. La L-fucosa
es el monosacéarido inmunodominante presente en carbohidratos H, Lewis A y Lewis B, mientras
gue 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.® 46),
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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 adicién 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®,

Las glicosiltranferasas para modificar y crear nuevas estructuras de carbohidratos de histo-grupos
sanguineos ABO, H, Lewis y secretor, compiten por el mismo precursor. Por lo tanto, la presencia,
ausencia o combinacién de estas glicosiltranferasas determinara la calidad y la cantidad de
carbohidratos expresados por individuos. Algunas glicosiltranferasas que actian 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. Por ejemplo, la
fucosiltransferasa definida por el gen FUTL1 y la fucosiltransferasa definida por el gen FUT2 son
capaces de sintetizar el carbohidrato H tipo 2 a partir del mismo oligosacéarido precursor (tipo 2).
La degeneracion ocurre cuando la misma enzima sintetiza diferentes estructuras de carbohidratos.
Por ejemplo, la fucosiltransferasa definida por el gen FUT2 es capaz de sintetizar los carbohidratos
H tipo 1 y H tipo 2 a partir de sus precursores oligosacaridos tipo 1y tipo 2. Adicionalmente, 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 oligosacérido precursor tipo 1¢8),

Los carbohidratos del grupo histo-sanguineo sintetizados a partir de los oligosacaridos precursores
de tipo 2 son intrinsecos a la membrana de los glébulos 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, rifion e intestino delgado, se transportan desde su lugar de sintesis

al plasma sanguineo y luego se adsorben en los globulos rojos®.

FUTIII 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 o 1,4 al carbono 4 del Glc-NAc del oligosacarido precursor tipo 1

para formar el Lewis A. Por la misma reaccion, FTUIII forma Lewis B del antigeno H tipo 1. El
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papel del FUTII funcional es crucial para la accion de otras glicosiltransferasas del grupo histo-

sanguineo 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. EIl primer nivel, controlado por FUTIII, da como resultado la sintesis de
Lewis A. El segundo nivel, controlado por FUTI y FUTII, da como resultado la expresién de
carbohidratos H tipo 2 y H tipo 1, respectivamente. En el tercer nivel, controlado por FUTIII, el

antigeno H tipo 1 se convierte en Lewis B“®),
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Imagen 1. Sintesis de los histo-grupos sanguineo Lewis, secretor y ABO®7),

7.9 Susceptibilidad a infecciones debidas a factores genéticos del huésped

Diversos estudios han demostrado que la expresion de fenotipo Lewis y ABO pueden ser un gran
determinante dentro de los posibles factores susceptibilidad del huésped. Nifios menores de 5 afios
tienen una incidencia 4-5 veces mayor a padecer la infeccion en relacion a nifios mayores“®. Una
posible hipdtesis en la disminucion en los casos con la edad es la inmunidad adquirida por
infecciones previas. Alternativamente, los cambios desarrollados en la expresion de ABO y Histo-

grupo sanguineo Lewis relacionados por la edad pueden influenciar la susceptibilidad del huésped.
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ETEC puede expresar diferentes factores patogénicos, incluyendo fimbria CFA/I, toxinas hLT y
ST. Se ha reportado que la fimbria CFA/I reconoce distintos glicoesfingolipidos en el intestino de
cerdos, incluyendo lactocil-ceramida (LacCer)“®). LacCer es un receptor comdn para bacterias y

es altamente expresado en el epitelio intestinal humano.

La toxina LT puede unirse a LeY, sin aparente preferencia por ABO. A pesar de lo mencionado,
se ha reportado predileccion por ABO en modelos animales. Se demostré que hLT se une a los
epitopes ABO, con la produccion de diarrea secretoria en un modelo de conejo. El nivel de unién
de hLT fue 4 veces mayor al grupo AB fue que en el grupo H (48.7 vs 11.4 fmol/ug proteina) y
pudo ser bloqueado por lectinas anti-A y anti-AB. Ademas, union de hLT glicoconjugados AB
permitio la activacién de adenilato ciclasa con secrecién de fluidos, independientemente de los
receptores GM160),

El fenotipo no secretor ha sido asociado con el incremento de susceptibilidad en infecciones
causadas por diferentes patogenos por ejemplo: E. coli uropatdogena, Haemopilus influenzae,
Neisseria meningitides and Candida albicans®. Por otro lado, el estatus secretor Lewis B parece
incrementar la susceptibilidad a padecer infecciones por Helicobacter pylori, asi como algunos
genotipos de Norovirus y Rotavirus comparado a los no secretores®%, Hallazgos de un estudio
en la zona urbana de Dhaka ha demostrado nifios con el fenotipo Lewis A tuvieron una mayor
incidencia en diarrea causada por ETEC que expresaban fimbrias pertenecientes al grupo CFA/I
en comparacion a nifios con el fenotipo Lewis B %, En contraste, otro estudio en los mismos nifios
de Bangladesh encontré que 14 (44%) tenian los SNP rs200157007-TT y rs601338-AA se
asociaron con infeccion por ETEC sintomatica pero no asintomatica, independientemente del
estatus del secretor, lo que sugiere que FUT2, el regulador de los antigenos de Lewis y ABO (H)
en la mucosa intestinal, podria ser una caracteristica genotipica del huésped afectando la

susceptibilidad a la infeccion por ETEC(4),

7.10 Vacunas en desarrollo contra ETEC

Hay muchas vacunas diferentes que se estan desarrollando para proteger contra la infeccion por
ETEC principalmente, en varias etapas del desarrollo clinico @Y. Las vacunas se pueden dividir en
dos grupos: la primera es una vacuna viva atenuada que contiene cepas de ETEC genéticamente
modificadas, no patégenas, o bacterias portadoras alternativas que expresan los importantes

antigenos de ETEC, y la segunda vacuna inactivada que contiene células completas muertas, CF
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purificada Antigenos o LT inactivados ©2. Para desarrollar una vacuna eficaz con una amplia
proteccion, se ha sugerido que la vacuna debe incluir una combinacion de los antigenos fimbriales

mas prevalentes, como el CFA-I y el CS1-CS.

7.10.1 Enterotoxinas y CF puros

Los candidatos de vacuna para ETEC basados en toxina pueden ser administrados via oral o
parenteral. Sin embargo, la proteccion solo se puede establecer a través de inmunidad contra CF.
La combinacion de componentes de toxina con CF puede conferir proteccién. Una vacuna que
consiste en la sub-unidad B de la toxina del célera, que induce anticuerpos que reconocen la sub-
unidad B de LT o inmunizada con la holotoxina LT por parches en la piel, provee proteccion a
corto plazo a viajeros, brindando pocos meses de proteccién y se limita a cepas de ETEC que

expresan la toxina LT®.

7.10.2 "Nano-microparticulas”

Los CF no son tan efectivos como inmunogenos orales, son sensibles a degradaciones proteoliticas.
Para evitar la degradacion de este material en el estbmago, la inmunizacion se realiza encapsulando
los CF en microesferas. Estudios sobre el uso oral de polylactide-co-glycolide (PLGA) que
contenian CFA/I, CS3 Y CS6, demostraron que las microesferas tenian la habilidad de ser

absorbidas y estimular respuesta inmune local y sistema®®,

7.10.3 Plantas comestibles

LT-B ha sido expresada en especies de plantas transgénicas. Increiblemente, voluntarios
expresaron una robusta respuesta en las mucosas al haber ingerido papas®® o maiz transgénico®”.
Aunque no esta dilucidado el nimero de otros antigenos expresados que se necesitan para tener

una proteccion amplia.

7.10.4 Bacterias inactivadas

La inactivacion se realiza con colcicina E1 o formalina, matan a la bacteria, pero no se pierden las
caracteristicas antigénicas. Moléculas de CF son mas estables que moléculas purificadas de CF y
retienen su antigenicidad y estructuras de fimbrias. Sin embargo, los intentos en preparar toxoide

ST no fueron exitosos por el pequefio tamafio y grandes cantidades de cistina en la molécula.
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7.10.4 Bacterias vivas atenuadas

Para la preparacion de estas vacunas, han sido utilizadas diferentes estrategias, usando Shigella,
Vibrio cholerae y Salmonella atenuada para expresar varios factores de CF individuales o en
combinacion con el toxoide LT. Otra estrategia, es utilizar ETEC atenuada como transportador y
proveedor de antigenos protectores. Se ha obtenido cierto éxito en cepas de Shigella atenuadas por
ingenieria. Estas cepas son usadas acarreadores vivos expresando antigenos de ETEC. Segun la
estrategia, vacunas hibridas son hechas en la base de Shigella/ETEC vias, las cuales son capaces
de producir moléculas de CF o LT®®),

En un estudio, Shigella flexneri 2a, flexneri 3a, flexneri 6 y Shigella sonnei fueron disefiadas para
tener una expresion estable de las fimbrias ETEC y subunidad LTB. EI modelo clinico demostro,
que la vacuna se toleré adecuadamente y que se producen IgG sistémica e IgA a nivel de mucosas
contra Shigella y ETEC®®.

7.10.5 Proteinas fusion o quimericas

Las proteinas quiméricas que contienen subunidades proteicas, enlazadores y secuencias con
adyuvantes no solo pueden aumentar inmunogenicidad de las proteinas recombinantes, también
proporcionan la posibilidad de inducir amplias respuestas inmunes celulares y humorales. Si la
proteina quimerica contiene antigenos de diferentes patdgenos o cepas de un patdgeno, sera posible
proporcionar inmunidad simultdneamente contra una variedad de factores con una sola proteina.
En un estudio, se disefiaron proteinas quimericas que contienen factores de colonizacion CS6 y
CFA/l y CfaB, ST toxoide, CssA, CssB, y sub-unidad B de LT, y se demostrado que su

inmunogenicidad era aceptable®,
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8. MATERIAL Y METODO
Tipo de estudio: Caso-control.
Periodo de estudio: Septiembre 2014-Febrero 2018.
Poblacion de estudio: Nifios menores de 5 afios del municipio de Ledn que asistan a los
diferentes puestos de salud y Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Argiello de Ledn
(H.E.O.D.R.A).
Muestreo: no probabilistico por conveniencia.
Muestra: un total de 237 nifios, de los cuales 96 eran casos y 141 controles.
Definicion de Caso: nifios menores de 5 afios con diarrea, caracterizada por la ocurrencia
de 3 0 més evacuaciones liquidas, o al menos una evacuacion sanguinolenta en 24 horas.
Control: nifios sin historial de diarrea al menos por 2 meses y sin haber tomado antibidtico
15 dias previos a su captacion en el estudio.
Criterios de inclusion:
e Nifios atendidos en las unidades de salud del municipio de Ledn.
¢ Nifios que no hayan recibido antibiotico en los Ultimos 15 dias.
¢ Nifios que no hayan recibido trasfusion de sangre desde el nacimiento.
Criterios de exclusion:
¢ Nifios que tenga enfermedades cronicas o defectos congénitos.

¢ Nifios que residan fuera del municipio de Leon.

Recoleccion de muestras: se recolectaron muestras de heces y de saliva, en el Hospital
Escuela Oscar Danilo Rosales Arglello, centro de salud Félix Pedro Picado de Sutiaba y
centro de salud Perla Maria Nonori. Las heces fueron colectadas en un frasco estéril. La
saliva se colectd en un frasco estéril en el caso de nifios que pudieran escupir, en el caso de
nifios que no pudieran escupir se aplicd un hisopo estéril en la boca y se depositoé en
crioviales que contenian 500 pl de PBS 1X. Los frascos fueron etiquetados adecuadamente,
luego fueron transportadas en termo a temperatura de 4°C al laboratorio de Microbiologia

de la UNAN, Le6n para su analisis en un lapso menor a dos horas.
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o Andlisis Bacterioldgico:
a) Se realizd una dilucion 1/10 de la muestra de heces. Aproximadamente 1 gr de la
muestra en un 1 ml de fosfato buffer salina (PBS) 1x.
b) Se inoculé en los medios:
e Agar MacConkey (OXOID, RU), medio diferencial para aislar bacterias Gram
negativas.

e Seincubaron en condiciones aerobias a 37° C por 24 horas.

o Analisis moleculares

e Extraccion de ADN: 5 colonias lactosa positivas caracteristicas de E. coli por cada
muestra fueron suspendidas en 1 ml de PBS 1X. La suspension bacteriana fue
hervida por 20 minutos, posteriormente se centrifugd a 14000 RPM por 3 minutos

para sedimentar los restos celulares. El sobrenadante se utilizo para realizar PCR.

e PCR Multiplex para E. coli enterotoxigénica: Se realizo PCR mdltiplex para la
deteccidn de los genes que codifican para las diferentes toxinas de ETEC, siguiendo
el procedimiento descrito por Nguyen et al®?,

Tabla 1. Secuencia de primers utilizados

Blanco | Genes Secuencia de primer 5”- 3’ Pares de
bases
(PB)
ETEC LT F: TCTCTATGTGCATACGGAGC 322
R: CCATACTGATTGCCGCAAT
ST F: GCTAAACCAGTAGAGGTCTTCAAAA 147
R: CCGGTACAGAGCAGGATTACAACA

e Se utilizaron Pure Tag Ready-To-Go PCR Beads® (GE Healthcare UK), la cual contiene
Tris/HCI (pH=9) a 10mM, KCI a 50 mM, MgCI2 a 1.5 Mm, dNTP a 200uM cada uno,

DNA Polimerasa 2.5U. Estas beads fueron resuspendidas hasta un volumen final de 25ul
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agregandoseles agua miliQ®, 2uL de cada cebador (tabla 1) y 2uL del extracto de ADN de
controles positivos de ETEC en una sola reaccion.

Figura 1. Programa de amplificacion para E. coli diarreogénica:

35 ciclos
|
95°C 95°C
5 min 30 seg. 72°C ’ 72°C
1 min ‘ 7 min
58°C
30 seg. 4°C

o
Los productos amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.3% empleando un

marcador de 100 pb (New England Biolab), tefiido con bromuro de Etidio, expuesto a luz

ultravioleta y fotografiado.

o Deteccidn de histo-grupos sanguineos Lewis en saliva: se determind el fenotipo Lewis
y secretor mediante la realizacion del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

descrito por Nordgren et al®:

e Fenotipo Lewis: Se sensibilizaron las placas de ELISA (NUNC 96F Maxisorp;
Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Denmark) con 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 hiumeda durante la noche. Al dia siguiente se lavé 4 veces la placa con PBS
— Tween20 al 0.05%, se agregd 100uL de anticuerpo anti-Lewis A (a-Lewis A
seraclone Cypress Diagnosis), diluido 1:5000 con PBS y serdn incubados por 90
minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo se lavé 4 veces con PBS — Tween20 al 0.05%,

luego se agregaron 100uL de conjugado anti-Lewis (Goat anti-horse MTC BIORR)
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diluido 1:1000 con PBS y se incub6 durante 90 minutos a 37°C. Seguidamente se lavo
nuevamente 4 veces e inmediatamente después se agreg6 100ul del sustrato TMB y se
incubd por 20 minutos a temperatura ambiente en camara oscura. Una vez transcurrido
el tiempo, se detuvo la reaccion enzimética con &cido sulfdrico 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 6ptica>
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 procedimiento
aqui descrito se utiliz6 para determinar Lewis B, con la excepcion que se utilizo el

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

e 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 himeda. Al dia
siguiente se lavaron dos veces con PBS-Tween20 al 0.05% y se bloque6 con PBS-BSA
al 3% durante 60 minutos a 37°C, en camara humeda. Transcurrido el tiempo se lavo 2
veces con PBS-Tween20 al 0.5%, se agregaron 100ul de lectinperoxidasa SIGMA-
28146-IMG diluido 1:400 con PBS y se incubd durante 90 minutos a 37°C.
Posteriormente se realizaron 4 lavados y se agregaron 100ul del sustrato TMB vy se
incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente en cAmara oscura. Una vez terminado
el tiempo se detuvo la reaccion enzimatica con acido sulfarico 2N. Finalmente se
obtuvieron las lecturas de absorbancias a una longitud de onda de 450nm con un filtro
diferencial de 630nm. Se utilizo PBS para controlar el fondo y se agregaron los
controles positivos y negativos respectivos. Las muestras fueron consideradas positivas

si la densidad optica > 0.100.

o Andlisis Estadisticos: se cred una base de datos utilizado el programa IBM SPSS® 20. Las
frecuencias y porcentajes de cada una de las variables estudiadas fueron calculadas de
forma separada para casos y controles. ElI grado de asociacién entre el histo-grupo

sanguineo Lewis, estatus secretor y las infecciones sintométicas por ETEC vy la
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significancia estadistica fue determinada con la prueba exacta Fisher y un valor de P< 0.05
fue considerado significativo.

Para evaluar los factores de riesgo para la infeccion por ETEC en la poblacién se realiz6 el
calculo de Odd Ratio (OR). Inicialmente se realizd un analisis bivariado. Cuando la
variable no fue dicotémica se hizo el OR utilizando como referencia aquel dato cuyos
valores de n eran mayores. Seguidamente se efectué un modelo de regresion logistica
multivariado para mitigar el efecto de las variables entre si. Se establecié como variable
dependiente las infecciones por ETEC y como variables independientes incluyendo: edad,

género, procedencia, histo-grupos sanguineos Lewis y secretor.

Aspectos éticos: la presente investigacion fue realizada a través de la obtencion de
consentimiento informado de los padres o responsable de los nifios involucrados en el
estudio. Este estudio fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Nacional
Auténoma de Nicaragua, Leon (Acta. N°64, 2014). Ver en anexo formatos de

Consentimiento y Cuestionario epidemiologico.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1) Caréacteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio: El estudio incluyd un total
de 237 nifios menores de 5 afios, de los cuales 40.5% (n=96) fueron sintomaticos y 59.4% (n=96)
asintomaticos. Hubo una diferencia en la distribucion por género entre sintomaticos y
asintomaticos, con el género masculino levemente sobre representado en los sintomaticos (63.%
vs 51%, OR=0.60; 1C=0.35-1-01). Segun la procedencia, hubo diferencia significativa del area
urbana y rural con un predomino de sintomaticos en el area rural en comparacién con el grupo
asintomaticos (OR=4.18; 1C=1.10-19.82). Se observaron diferencias entre grupos de edades, con
un predominio de nifios de 13-24 (OR=0.52; 1C=0.26-1.04) meses en los sintomaticos y un
predominio de nifios de 0-12 en los asintométicos (OR=1.40; 1C=0.77-2.56), en comparacion con
el grupo de 25-60 meses. En el grupo de sintomaticos se observé una mayor proporcion de la
presencia de letrinas en comparacion con el grupo asintomaticos (OR=1.52 1C=0.79-2.94). Y en
relacion a las fuentes de agua se observd una mayor presencia de pozos en los sintomaticos
OR=3.82 1C=0.73-20.10). En sintesis, se puede decir que hay una mayor proporcion en variables
como procedencia, grupo de edad y género, las cuales son caracteristicas comdnes asociasdas en
diarrea infantil observadas en otros estudios. Los analisis de ETEC en ambos grupos nos permitiran

establecer si estas variables tienen un grado de relacion con esta etiologia especifica.(Ver tabla 2)
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Tabla 2. Caracteristicas sociodemogréaficas de la poblacion en estudio.

Indicador

Género (%)
Masculino
Femenino

Procedencia (%)

Urbano
Rural
Edad en meses (%)
25-60
13-24
0-12

Disposicion de

escretas (%)
Inhodoro
Letrina
Otros
Fuente de agua (%)
Agua potable

Pozo

Grupo

sintomaticos

(n=96)

61 (63.5)

35 (36.5)

88 (91.6)

8 (8.4)

40 (41.6)
28 (29.2)

28 (29.2)

74 (77.1)
21 (21.9)

1(1.0)

91 (94.7)

5 (5.3)

Grupo

asintomaticos

(n=141)

72 (51.0)

69 (49.0)

138 (97.8)

3(2.2)

60 (44.0)
22 (14.2)

59(41.8)

118 (83.6)
22 (15.5)

1(0.9)

139 (98.5)

2 (1.5)

OR (IC 95%)

0.60 (0.35-1.02)

4.18 (1.10-19.82)

Ref.
0.52 (0.26-1.04)

1.40 (0.77-2.56)

Ref.
1.52 (0.79-2.94)

0.63 (0.04-1.18)

3.82 (0.73-20.10)

0.057

0.026

0.063

0.268

0.213

0.741

0.090
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9.2) Distribucion de histo-grupos sanguineo Lewis y secretor: Del total de nifios estudiados
encontramos que el 73.0% (n=173) fue Lewis B, el 11.0% (n=26) Lewis Ay el 16.0% (n=38)
Lewis negativo. Mientras que el 84.0% (n=198) eran secretores positivos. La distribucion de los

histo-grupos sanguineos son similares a los reportados por Bucardo et al., 2009, en controles

poblacionales”. Después de estratificar entre estatus clinico encontramos que Lewis A(OR=0.62

:1C=0.26-1.51) y los no secretrores (OR=0.69;1C=0.34-1.43) se encontraba en mayor proporcion

en los asintomaticos, pero las diferencias no fueron significativas. Sin embargo, Colston et al,

2019, demostrd que hay relacién entre la distribucion de histo-grupos sanguineos y diarrea por

cualquier causa en un estudio de cohorte multicéntrico. Dicho estudio demostr6 que los nifios con

el fenotipo Lewis By secretor positivos tenian un riesgo menor a desarrollar diarrea por cualquier

causa (29%) en comparacion con los Lewis A y no secretores®. (Ver tabla 3)

Tabla 3. Distribucion de histo-grupos sanguineo Lewis y secretor de la poblacién en estudio.

Histo-grupo

sanguineo

Fenotipo Lewis (%)

Lea-b+
Lea*b-

Lea-b-

Fenotipo secretor (%)

Secretor

No secretor

Total
(n=237)

173 (73.0)
26 (11.0)
38 (16.0)

198 (83.5)
39 (16.5)

Grupo

Sintomaticos

(n=96)

72 (75.0)
8 (8.3)
16 (16.7)

83 (86.5)
13 (13.5)

Grupo

Asintomaticos

(n=141)

101 (71.6)
18 (12.8)
22 (15.6)

115 (81.5)
26 (18.5)

OR (IC 95%)

Ref.
0.62 (0.26-1.51)
1.02 (0.50-2.08)

0.69 (0.34-1.43)

P

0.293
0.956

0.258
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9.3) Distribucién general de ETEC segun edad: Para investigar si la distribucién de los histo-
grupos sanguineo esta relacionada especificamente con la infeccion por ETEC se determiné la
presencia de ETEC y la presencia de las toxinas LT-ST en estas, tanto en nifios sintoméaticos como
asintomaticos. ETEC se detect6 en 15 nifios sintométicos de los 96 estudiados y 21 de los 141 en
el grupo asintomatico (16% vs 15% ). Esto difiere al estudio de Vilchez et al., 2009, donde se
reporta que ETEC se encontrd significativamente en mayor proporcion en nifios sintomaticos
(20.5% vs 8.3%) que en nifios asintomaticos®V. Otro estudio realizado por por Becker-Dreps et
al., 2014, reportd 7.7% en nifios sintomaticos y 6.6% en nifios asintomaticos"®. Las diferencias
en la prevalencia en nifios sintomaticos como asintomaticos de ETEC pueden deberse al disefio
de los estudios, i.e., el estudio realizado por a Vilchez et al. es un estudio prospectivo de diarrea
infantil con vigilancia pasiva mientras que el estudio de Becker-Dreps et al. es un estudio de
cohorte abierto con vigilancia activa y en comparacion con este estudio las muestras fueron
recolectadas en momentos puntuales a lo largo del periodo. La seleccion del grupo control y la
temporalidad son dos factores que pueden influenciar las prevalencias de ETEC en diferentes
estudios.(Ver tabla 4)

A pesar de las diferencias, estos hallazgos indican que ETEC sigue siendo uno de las principales
causas de diarrea en la poblacion, y que la poblacion de nifios asintomaticos representa un

reservorio importante del agente.

En relacion a los grupos de edad e infecciones por ETEC, se encontrd que nifios menores de 12
meses tienen el doble de riesgo a infectarse por ETEC (OR=2.16; IC=0.76-6.12), mientras que los
grupos de 13-24 y 25-60 el riesgo es menor. Este hallazgo respalda los datos de estudios previos
que han mostrado una mayor incidencia de infecciones sintomaticas por ETEC durante el primer
afio de vida y que los nifios mayores tienen mas probabilidades de convertirse en portadores
asintomaticos® 1, Esta tendencia indica que las primeras infecciones inducen una fuerte
respuesta inmunoldgica, la cual brinda cierto grado de proteccién a infecciones por el agente, lo

que puede estar relacionado al tipo de toxina.
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Tabla 4. Prevalencia de infecciones por ETEC segln edades.

Edad en meses (%) Grupo Grupo OR (IC 95%) P

Sintomaticos Asintomaticos

(n=96) (n=141)
25-60 [n=100] 2/40 (5.0)  5/60 (8.3) Ref.
13-24 [n=50] 4/28 (14.3)  6/22(27.3)  0.40 (0.10-1.65) 0.197
0-12 [n=87] 9/28(32.1)  10/59 (16.9) 2.16 (0.76-6.12) 0.142

Total [n=237] 15 (15.6%) 21 (14.9%)  1.06 (0.52-2.17) 0.878

Con el objetivo de determinar cual es la toxina que se encuentra con mayor frecuencia , se demostro
que la mayoria de las cepas de ETEC idenficadas en este estudio tiene el gen que codifica para la
toxina LT, pero con mayor presencia en nifios asintomaticos que sintomaticos (73.4%, 11/15 vs
95.2%, 20/21) , mientras que ST se detectd en menor proporcion en los sintomaticos (13.3%, 2/15)
y no se observo en asintomaticos (0%). En un grupo de cepas aislados de nifios sintomaticos
(13.3%, 2/15) y asintomaticos (4.8%, 1/21) se observo la presencia de LT en combiancion con ST.
Este hallazgo se relaciona al estudio realizado por Vilchez et al., 2009 en el cual la LT fue
significativamente mayor en nifios asintomaticos, en comparacion con nifios sintomaticos (100%
vs 81.8%). Y difiere en el estudio realizado por Paniagua et al., 1997 donde LT-ST fueron las
toxinas que se detectaron con mayor frecuencia en nifios sintomaticos que asintomaticos (42.2%
vs 24.5%). Los perfiles de toxinas y adhesinas de los aislados de ETEC son variables y difieren
entre areas geograficas y poblacion. Por ejemplo, Isidean et al., 2011en una revision de literatura
de 35 paises encontrd que el 45% de los aislados de ETEC expresaban ST solamente . Otro
aspecto importante, es el patron de cambio de las enterotoxinas LT/ST en los aislamientos de
ETEC analizados a través de los afios. Asi mismo, Begum et al., 2014 notaron este patrdn,
sefialando un cambio en las cepas que circulan de ETEC en términos de propiedades antigénicas

(como enterotoxinas) asociadas con la diarrea en Bangladesh entre 2007 y 20122,
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9.4) Correlacion entre el Histo-grupo sanguineo Lewis y estatus secretor con las infecciones
por ETEC: La proporcion del fenotipo de Lewis A fue mayor en nifios con infeccion sintomatica
con ETEC en comparacion con nifios con infeccion asintomética (25% vs 17%). Dicha
observacidn fue similiar en el fenotipo Lewis negativo (25% vs 14%). Es importante enfatizar, que
el fenotipo Lewis A (OR=2.3) y Lewis negativo (OR= 2.3) presentaron mayor riesgo de infeccion
por ETEC que Lewis B en el grupo de sintomaticos y dicha observacién no fue replicada en los
nifios con infeccion asintomatica. Estos resultados son similares al estudio realizado por Ahmed et
al., 2009 que reporta que nifios con el fenotipo Lewis A estdn mas propensos a padecer infecciones
sintomaticas que asintomaticas por ETEC (P < 0.001) @7,

En cuanto al fenotipo secretor, se puede observar una mayor proporcion de no secretores infectados
por ETEC en comparacion con secretores del grupo sintomaticos (23% vs 15%, OR=1.8), mientras
que en el grupo de asintomaticos dicha observacion es invertida (12% vs 16%, OR=0.70). A
diferencia del estudio realizado por Colston et al, 2019, en el presente estudio no se encontrd
asociacion estadistica entre los histo-grupos sanguineos Lewis y secretor; sin embargo este estudio
muestra una tendencia interesante en los no secretores a desarrollar la infeccion clinica con ETEC
como reportan otros investigadores®” 63 Es muy probable que las ETEC que infectan nifios no
secretores expresan el CFA/L, pues dicho factor de colonizacion aparentemente requiere la

presencia del antigeno H para realizar una infeccion efectiva.

Ademas de estos factores genéticos, se ha reportado posible susceptibilidad por el sistema ABO,
aungue existe informacion contradictoria en relacion a la importancia de este, Quadri et al.,2007
encontré que el tipo sanguineo A" y "AB” estaba en mayor riesgo de presentar diarrea
(OR=2.5;1C=0.95-6.66)*%. Sin embargo, en este estudio no se logré determinar el tipo sanguineo
de los participantes. Notablemente, es posible que los cambios por la edad podrian estar
relacionados con la expresion de los sistemas ABO y Lewis, por lo tanto también podria influir en
la susceptibilidad del huésped. (Ver tabla 5)
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Tabla 5. Distribucién de Histo-grupo sanguineo Lewis y estatus secretor entre los nifios infectados

y los no infectados por ETEC.

Histo-grupo sanguineo

Fenotipo Lewis (%)
Le*P*
Lea*b-
e

Fenotipo secretor (%)

Secretor

No secretor

Grupo Sintomaticos (n=96)

ETEC
positivos

13 (9/72)

25 (2/8)

25 (4/16)

15 (12/83)

23 (3/13)

Grupo Asintomaticos (n=141)

ETEC
OR (IC 95%) N OR (IC 95%)
positivos
Ref. 15 (15/101) Ref.
2.3(0.28-12.92)  17(3/18)  1.14 (0.23-4.22)
2.3(054-8.751)  14(3/22)  1.14 (0.23-4.22)

1.8 (0.3465,
7.171)

16 (18/115)
0.70 (0.154-2.42)

12 (3/26)

9.5) Analisis multivariado de factores de riesgo para la infeccién por ETEC en la poblacion:

Del total (237) nifios que participaron en el estudio, 15 (15.6%) nifios experimentaron al menos

una infeccion sintomatica por ETEC. El modelo demostré que de los nifios infectados menores de

1 afio en comparacion a nifios infectados de 13-24 meses tienen riesgo similar a padecer la
infeccion (OR =4.761; 1C=1.77-12.83 / OR =4.749; 1C=1.60-14.11), respectivamente. Sin

embargo, el grupo etareo menor de 12 meses tiene mayor significancia estadistica (P=0.002) en

comparacion con el otro grupo. Paralalelamente, secretor y Lewis no demostrd significancia

estadistica a pesar de que el fenotipo Lewis Ay no secretor indican tener mayor riesgo desarrollar
infeccién (OR =3.942; IC=0.31-49.84 / OR =4.099; IC= 0.42-40.18). Esto nuevamente respalda

los datos de estudios previos que han mostrado una mayor incidencia de infecciones sintomaticas

por ETEC durante el primer afio de vida, y que ademas existe un riesgo aumentado a padecerlas si

son del fenotipo Lewis A y no secretor® ) (Ver tabla 6)
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Tabla 6. Analisis de regresion logistica multivariante de los factores de riesgo para la infeccién
por ETEC en la poblacion.

Nifios ETEC
Total positivos (%) OR I.C. 95% P
Procedencia
Urbano 226 15(6.6) 0.548  0.06-4.78 0.586
Rural 11 0
Género
Femenino 104 3(2.9 1.696  0.78-3.67 0.180
Masculino 133 12 (9.0)
Fenotipo Lewis
e 176 9 (5.1) Ref.
Le3*b- 26 2(7.7) 3.942 0.31-49.84 0.289
Led®- 38 4 (10.5) 2.038 0.70-5.89 0.189
Fenotipo Secretor
Secretor 198 12 (6.0) 4.099 0.42-40.18  0.226
No Secretor 39 3(7.7)
Grupo Etario
25-60 100 2(2) Ref.
13-24 50 4 (8.0) 4749 1.60-14.11 0.005
0-12 87 9 (10.3) 4761 1.77-12.83 0.002

Los hallazgos obtenidos brindan una pequefia imagen de factores genéticos del huésped. Siendo
estos datos importantes para ser tomados en cuenta en la elaboracion de las vacunas. Con el fin
obtener resultados significativos, se necesita aumentar el nimero de muestras de la poblacion de
estudio y que esta sea homogénea, ademas de investigar los factores de colonizacién de las cepas
de ETEC circulantes; esto podria ayudar en el desarrollo de una vacuna que reduzca eficazmente
los casos de diarrea por ETEC, asi como reducir el uso de antibiéticos y, por lo tanto, el aumento

de la resistencia bacteriana.
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10. CONCLUSIONES

El estudio incluy6 un total de 237 nifios menores de 5 afios, de los cuales 40.5% fueron
sintométicos. EIl 56.1% pertenecian al género masculino mayoritariamente. Segun la

procedencia, hubo un predominio significativo del area urbana (95.4%).

Tanto en el grupo sintomaticos y el grupo asintomaticos la mayoria de los participantes

resultaron Le®®* y secretores positivos.

Se detectaron un total de 36 (15.2%) muestras positivas para ETEC; 15.6% en el grupo
sintomatico y 14.9% asintomatico. La enterotoxina que se detecté con mayor frecuencia
en aislados de ETEC fue LT con 73.4% (11) y LT-ST o solamente ST (26.6%) en el grupo

sintomatico.

Nifos infectados menores de 1 afio fueron estadisticamente significativo y estaban mas
propensos a padecer infecciones por ETEC con respecto al modelo de riesgo (OR =4.761;
1C=1.77-12.83) (P=0.002).

No se encontro asociacion estadistica significativa entre el Histo-grupo sanguineo Lewis
como el estatus Secretor y las infecciones sintomaticas por ETEC (P=0.289/ P=0.226). Sin
embargo, nifios con el fenotipo Le**™ y ser no Secretor tienden a tener mayor riesgo de
desarrollar infeccion clinica por ETEC (OR =3.942; IC= 0.31-49.84 / OR =4.099; IC=
0.42-40.18).
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11. RECOMENDACIONES

Replicar el estudio con mayor nimero de individuos, para tener una muestra mas
representativa.

Incluir otros factores genéticos como ABO que pudiesen brindar mayor informacion sobre
la susceptibilidad genética a infecciones por ETEC.

Incluir en el analisis de correlacion entre Lewis y Secretor con la infeccion por ETEC, los
factores de colonizacion de las cepas circulantes.

Realizar un analisis genotipico de nifios ETEC positivos sintoméaticos como asintomaticos,
para identificar polimorfismos que favorezcan o protejan contra estas infecciones por
ETEC.

Independientemente si ETEC causa infeccion clinica o no, investigar el impacto de las

infecciones en el microbioma intestinal y su impacto en el desarrollo de los infantes.
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