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Asociacion entre infecciones sintomaticas por EAEC y su efecto en el peso y talla de infantes leoneses

Resumen

Introduccion: Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) es un agente importante de diarrea
aguda y persistente tanto en nifios como en adultos a nivel mundial, un estudio multicéntrico
reporté que 90% de los nifios llegan a infectarse por EAEC en los primeros dos afios de vida.
EAEC es conocida por su capacidad de provocar infecciones persistentes y se ha relacionado
con inflamacion cronica, dafio del epitelio intestinal, reduccion de la absorcion intestinal y
disminuciones en talla para-edad (TPE) y peso para-edad (PPE) en infantes.

Objetivo: Determinar la relacion entre infecciones sintomaticas causadas por EAEC durante
el primer afio de vida y el efecto en el peso y talla de los infantes de la ciudad de Leon.
Metodologia: Estudio longitudinal de nacimiento hasta los 12 meses de vida de 144 nifios
leoneses, de ellos se recolectdé medidas antropomeétricas (peso y talla) a los 3, 6, 9 y 12 post-
infeccion (PI) donde se detecté EAEC. Se calcularon los indices Z de TPE y PPE y fueron
contrastados con los valores de referencia de la Organizacién Mundial de la Salud.
Resultados: De los 144 nifios en seguimiento 75 tuvieron al menos un episodio por EAEC,
encontrdndose una incidencia acumulada de la primera deteccion de 0,52. 73/75 fueron
seleccionados para estudiar el efecto Pl en el peso y la talla. Se observo un déficit de
crecimiento lineal a corto (TPE: -0,047) y mediano plazo (TPE: -0,231y -0,450 alos 6y 9
meses respectivamente) en los nifios que tuvieron diarrea con deteccion de EAEC, una
tendencia decreciente fue observada hasta 9 meses PI, siendo estadisticamente significativa
entre los 6 y 9 meses PI (p=0,037), el déficit de crecimiento lineal ocurrid principalmente en
el sexo masculino tanto a corto (TPEmascutino: -0,19; TPEremenino: 0,38; p=0,066) como a
mediano plazo (TPEmasculino: -0,33; TPEremenino: 0,31; p=0,029). Por otro parte no se observo
un efecto negativo en el PPE, sin embargo se obtuvo una tendencia decreciente (PPE: 0,448;
0,442;0,337; 0,214 alos 3, 6, 9, y 12 meses Pl respectivamente, valores p<0,044). Los nifios
que tuvieron diarrea con deteccion de EAEC tuvieron mayor déficit de crecimiento lineal
comparados con nifios con diarrea sin deteccion de EAEC tanto a corto (TPEgaec: -0,19;
TPEnoeaec: 0,38; p=0,066) como a mediano plazo (TPEegaec: -0,33; TPEnoeaec: 0,31; p=0,029).
Conclusidn. Las infecciones sintomaticas asociadas a EAEC estén relacionadas a déficit de
crecimiento lineal en la talla de nifios leoneses menores de 1 afio de vida principalmente en
el sexo masculino. No se observo un efecto negativo para el PPE.

Palabras claves: EAEC, Déficit de crecimiento lineal, talla, peso.
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Glosario
AA Adherencia Agregativa
AAF Fimbrias de Adherencia agregativa
DAEC Escherichia coli adherente-difusa
DEC Escherichia coli diarreogénica
E. coli Escherichia coli
EAEC Escherichia coli enterogregativa
EDA Enfermedad diarreica aguda
EHEC Escherichia coli enterohemorragica
EPEC Escherichia coli enteropatogena
ETEC Escherichia coli enterotoxigénica
GEMS Global Enteric Multicenter Study
ITU Infeccion tracto urinario
MINSA Ministerio de Salud
OMS Organizacion Mundial de la Salud
pAA Plasmido de Adherencia Agregativa
PAI Isla de Patogenicidad
PCR Reaccidon en cadena de la polimerasa
P.1 Post Infeccion
PPE Peso para la Edad
PST Peso segun la talla

SPATE Enterobacterias autotransportadoras de serina proteasa
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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 méas de un millon de
muertes por afio a la diarrea en todos los grupos de edad. A pesar que ha existido una
reduccion de la mortalidad, la morbilidad a causa de la diarrea sigue siendo una carga
importante en los paises de ingresos bajos y medios en Africa y Asia, donde la calidad del
agua y el saneamiento es inadecuada® . En Nicaragua, EI Ministerio de Salud (MINSA)
reportd un total de 15,725 egresos hospitalarios debido a diarreas y gastroenteritis infecciosa
en 2016, y para el 2017 se report6 un total de 12,556, siendo en ambos afios la segunda causa

de egresos hospitalarios a nivel nacional.®

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) es un agente importante de diarrea aguda y
persistente tanto en nifios como en adultos en todo el mundo™ y representa entre el 8 y el 32
por ciento de los casos de diarrea aguda infantil en diferentes regiones del mundo ©9),
llegando inclusive a asociarse al menos a un episodio hasta un 90% de infecciones en los
primeros dos afios de vida. Adicionalmente, otro rol importante de este agente etioldgico es
su asociacion con diarreas persistente superior a los 14 dias en nifios de paises en vias de
desarrollo®. Esta persistencia de EAEC esté relacionada a inflamacion crénica, dafio del
epitelio intestinal y reduccion de la absorcion intestinal ™, y por ende se ha visto asociaciones
con disminuciones sustanciales en los valores z de la longitud-edad y peso-edad en nifios con

infecciones persistentes o infecciones recurrentes®V).

En Nicaragua, EAEC es uno de los principales agentes asociado a diarrea infantil? y se
conoce que las infecciones pueden incluso llevar a un déficit en el crecimiento lineal V. Por
tanto, un estudio longitudinal en una zona endémica como Ledn, Nicaragua brindaria
informacién que facilite el entendimiento del impacto de las infecciones sintomaticas
asociadas a este grupo heterogéneo de bacterias en el desarrollo de los infantes leoneses a

corto y mediano plazo.
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2. Antecedentes

Desde su primera descripcion por Nataro et al, en 1987® EAEC ha sido reconocida cada
vez mas como un agente etioldgico de la diarrea. Hoy en dia, EAEC estd ganando
reconocimiento rapidamente tanto en los paises desarrollados como en los paises
industrializados, incluidos los Estados Unidos* ). En algunas regiones del mundo, se ha
demostrado que EAEC es la causa mas comun de diarrea pediatrica. En un estudio
prospectivo en Suiza en 2003 realizado por Pabst WL et al, EAEC fue el patégeno bacteriano
mas comUnmente identificado en las muestras de heces de nifios menores de 16 afios. Este
patdgeno se encontrd en el 12% de los nifios con diarrea y se asocio principalmente con una

historia de viajes recientes fuera de Suiza*®.

En otras areas del mundo, especialmente en las regiones en desarrollo, EAEC es la segunda
causa mas comun de diarrea aguda de los viajeros, superada sélo por E. coli enterotoxigénica
(ETEC). EAEC es un agente importante de diarrea aguda y persistente en muchas
poblaciones ). Se conoce que los brotes por EAEC son esporadicos, pero se han descrito
varios brotes que afectan tanto a nifios como a adultos donde rara vez la fuente de infeccion
se ha logrado identificar. Dentro de estos brotes producidos por EAEC, el brote méas grande
de diarrea se describio en Japon (1997) por Itoh et al, dicho brote fue relacionado al consumo
de alimentos contaminados, donde un total de 2697 de 6636 escolares (tasa de ataque del

40.6%) de 16 escuelas diferentes se vieron afectados”.

Diferentes estudios se han llevado a cabo tanto en pacientes con diarrea aguda como
persistente. En 1995 en la Fortaleza, Brasil Fang et al, identifico 24 (46%) de 52 casos de
diarrea persistente asociado a EAEC®®). En 1996 Cobeljic et al, estudiaron en nifios con
diarrea aguda en Belgrado, Yugoslavia en donde 12 (75%) de 16 personas tenian diarrea
aguda con presencia de EAEC®). En la India Pai et al, en 1997 describié un brote en toda una
comunidad, dicho brote se asocié epidemioldgicamente con el consumo de agua de pozos
abiertos donde se identifico EAEC en las heces de 11 de 20 sujetos con diarrea y en 1 de las
11 muestras de control (P = 0,02)%, En Francia (1998), Marabito et al, describié un brote

de sindrome urémico hemolitico debido al serogrupo O111 de EAEC atipico, donde las cepas

1
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E. coli O111 productoras de toxina Shiga mostraba una adhesion agregativa a las células
HEp-2 y albergaron plasmidos grandes que se hibridaron con la sonda de EAEC PCVDA43, y
dichas cepas presentaban una nueva combinacion de factores de virulencia y podian ser tan

patogenas para los humanos como la clasica E. coli enterohemorragica®®.

En otras regiones industrializadas del mundo como Suiza, Svenungsson et al, identificaron
la EAEC como una causa de diarrea aguda en el 2% de 760 pacientes suizos en afio 2000, en
comparacion con el 1% de 203 personas asintomaticas®V). Schultsz et al, en el afio 2000
estudiaron a 169 pacientes europeos e identificaron la EAEC como una causa de diarrea
aguda en el 10% de los pacientes con diarrea, en comparacion con el 7% de las 108 personas

asintomaticas?

Okeke et al, en 2003 estudiaron pacientes nigerianos donde identificaron diarrea debida a
infeccion por EAEC en 16% de 113 pacientes nigerianos, en comparacion con 3% de 63
personas asintomaticas®®. En Leon, Nicaragua Vilchez et al, en 2009 identificaron a EAEC
en nifios sin diarrea (33.1%) y en nifios con diarrea (27.8%) y a su vez estuvieron asociadas

al 20.8% de los casos de diarrea severa que requirieron hospitalizacion @2,

Un aspecto importante en la epidemiologia de EAEC radica en que diferentes estudios han
llegado a asociarla con malnutricion y déficit de crecimiento lineal® ). En 2014 Jiménez et
al, detect6 una disminucion en los valores Z de peso para la edad (PPE) en nifios panamefios
menores de 5 afios que habian sido infectados con EAEC®®. En 2017, Un estudio de cohorte
MAL-ED publicado por Rogawski et al, reporté que méas del 90% de los nifios de su estudio
tuvieron EAEC una vez en dos afios de vida y se asocié con disminuciones sustanciales en
los valores Z de talla para la edad (TPE) pero no con los pesos para la edad (PPE). Sin
embargo, identificaron que el mayor impacto en el desarrollo de los nifios ocurrio en los nifios
con la mayor frecuencia de deteccion de EAEC durante los primeros 2 afios de vida, lo que
sugiere que las altas tasas de exposicion repetidas o prolongada durante muchos meses es

necesaria para observar el decrecimiento en la longitud total a los dos afios de edad®?.
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3. Justificacion

EAEC es una causa importante de enfermedad diarreica aguda tanto adultos como en nifios
y se ha estimado que entre el 2 y el 68% de los pacientes con diarrea estan infectados con
este agente@®” 28 Ademas, EAEC se ha convertido en un patégeno asociado a brotes de
diarrea aguda tanto en paises desarrollados®® *? como en paises en desarrollo® y es uno de

los principales agentes etioldgicos de la diarrea del viajero®,

Paralelamente, EAEC es mejor conocida por causar diarrea persistente (>14 dias) en nifios
que viven en paises en desarrollo®, convirtiéndola en una importante patgeno asociada a
diarrea de mortalidad®®. Sin embargo, EAEC también resalta por el elevado nimero de
infecciones asintomaticas que esta causa. Por ejemplo en un estudio realizado por Vilchez et
al, en 2009 en Ledn, Nicaragua identificaron a EAEC en un 33.1 % de nifios sin diarrea y en
27.8% en nifios con diarrea™?. Asi, la persistencia de EAEC en el intestino humano es una
preocupacion de salud publica en nifios de paises de bajos ingresos como el nuestro, puesto
que también ha sido relacionada con desnutricion infantil caracterizada por una inflamacion
subclinica cronica, dafio en el epitelio intestinal y reduccion de la capacidad para absorber

nutrientes®,

Un estudio de cohorte multicéntrico en 2017 estim6 que el 90% de los nifios en estudio
tuvieron una infeccién por EAEC al menos una vez en los primeros dos afios de vida, ya sea
asociada a sintomas o no de enfermedad. Estas infecciones persistentes y recurrentes por
EAEC son alarmantes puesto que se asocian con retardo en el crecimiento™?. Por tanto, un
estudio de las infecciones por EAEC y las posibles afectaciones en el desarrollo de los nifios
durante el primer afio de vida, ayuda a tener un mayor conocimiento sobre las infecciones
por EAEC y el impacto en el desarrollo de los nifios a corto y mediano plazo. Este estudio es
el primero en relacionar infecciones por EAEC y su impacto en peso y talla de infantes
leoneses y podra ser una base fundamental para el desarrollo de posteriores estudios de

intervencion.
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4. Planteamiento del problema

¢ Existe relacion entre infecciones sintomaticas causadas por EAEC durante el primer afio de

vida y pérdida de peso y deficit crecimiento lineal de infantes leoneses?

2019 5



Asociacion entre infecciones sintomaticas por EAEC y su efecto en el peso y talla de infantes leoneses

5. Objetivos

General

e Determinar la relacion entre infecciones sintomaticas asociada a EAEC durante el

primer afio de vida y pérdida de peso y déficit crecimiento lineal de infantes leoneses.
Especificos
e Describir caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la poblacion en estudio.
e Determinar la carga de diarrea por EAEC en nifios menores de 12 meses.

e Describir el comportamiento del peso y la talla a corto y mediano plazo de infantes
leoneses con infecciones sintomaticas por EAEC.
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6. Marco Tedrico

6.1 Generalidades

El género Escherichia esta formado por bacilos gramnegativos anaerdbicos facultativos que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae lleva su nombre en honor al pediatra aleméan
Theodor Escherich, este género bacteriano®?. La especie de mayor importancia es
Escherichia coli la cual estd ampliamente distribuida ya que es el principal anaerobio

facultativo que habita el intestino grueso de los humanos y los animales de sangre caliente®®),

Aunque la mayoria de las cepas de E. coli viven inofensivamente en el colon y rara vez
causan enfermedades en individuos sanos, existen clones de E. coli altamente adaptados que
han adquirido atributos de virulencia especificos, lo que le confiere una mayor capacidad de
adaptacion a nuevos nichos y les permite causar un amplio espectro de enfermedades®.
Estos atributos de virulencia se codifican con frecuencia en elementos genéticos moviles que
pueden movilizarse en diferentes cepas con el objetivo de crear nuevas combinaciones de
factores de virulencia y que con el tiempo pueden convertirse en parte del genoma principal.
Solo las combinaciones mas exitosas de factores de virulencia han persistido para convertirse
en "patotipos" especificos de E. coli que son capaces de causar enfermedades en individuos

sanos como diarrea aguda (EDA), infecciones del tracto urinario (ITU) y sepsis 0 meningitis
(34)

Las enfermedades diarreicas son un grave problema de salud publica y una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en lactantes y nifios pequefios y los patotipos de E coli
diarreogénicas (DEC) son una de las mas importantes causas de diarrea bacteriana y se han
relacionado con mayor frecuencia a EDA en nifios bajo cinco afios de edad®”

Los patotipos de DEC difieren en cuanto a sus sitios de colonizacién de hospedadores
preferenciales, los mecanismos de virulencia y los sintomas y consecuencias clinicos
subsiguientes, y se clasifican como E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemorragica
(productora de toxina Shiga) (EHEC / STEC), EAEC, ETEC y E. coli enteroinvasiva
(EIEC)@D,
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6.2 E coli Enteroaggregativa

EAEC es causa importante de diarrea aguda y/o persistente, tanto en nifios como en adultos
en paises en vias de desarrollo como paises desarrollados®®. Se identifica con frecuencia en
cuadros diarreicos en personas inmunocompetentes ya que es una causa importante de la
enfermedad diarreica del viajero y de diarrea cronicas en nifios. Ademas, es causante de
diarrea en pacientes infectados por Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)@% 3, Este
patotipo se adhiere a la mucosa intestinal, la coloniza y produce un efecto citotoxico que
causa diarrea de tipo acuosa sin fiebre y con secrecion de moco asociado con inflamacién

intestinal crénica®® 37,

6.2.1 Epidemiologia

Diferentes estudios epidemioldgicos sobre diarrea se han detallado en distintas parte del
mundo, muchos de ellos asocian a EAEC como agentes etioldgicos de la gastroenteritis
infantil tanto en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo y que a su vez, es
una causa principal de diarrea persistente (> 14 dias) vinculada a ingesta de alimentos y a

consumo de agua como principales fuentes infeccion®® 39,

Las diarreas por EAEC ha sido confirmada tanto a nifios y adultos?. En infantes, es una
causa importante de diarrea aguda y persistente y en adulto es causante de la diarrea del
viajero®3 4V, Aunque EAEC es un agente importante causante de distintos brotes a nivel
mundial®”, las caracteristicas epidemioldgicas exactas de la transmision de EAEC no se
conocen con claridad, probablemente representa una enfermedad infecciosa transmitida por
los alimentos ©®, asi lo demuestra estudio en voluntario que demostré que la ingestion oral
de 10% unidades formadoras de colonias (UFC) de EAEC provoca diarrea?, sin embargo la
dosis infecciosa exacta es actualmente desconocida. Una dosis alta apoyaria el papel de la
transmision facilitada por consumo de alimentos, donde se pueden alcanzar los tamafos de

indculo pero dependeria de ciertos factores de riesgo para el desarrollo de la infeccion por

2019 8



Asociacion entre infecciones sintomaticas por EAEC y su efecto en el peso y talla de infantes leoneses

EAEC que incluyen la refrigeracion inadecuada de los alimentos, la contaminacion de los
alimentos y una higiene deficiente®®.

Aunque EAEC produce diarrea acuosa tanto a nifios como adultos, la afectacion en nifios es
mas notable que en adultos que habitan en la misma area geografica, esto es debido a que su
sistema inmunoldgico de los nifios no esta bien desarrollado y los adultos han sido expuestos

a multiples infecciones@®).

La prevalencia de EAEC en menores de 2 afios varia segun las distintas zonas geogréficas,
por ejemplo en los paises en vias de desarrollo como Belgrade, Yugoslavia se identifico
EAEC en 12 de 16 (75%) nifios con diarrea acuosa® y en la Fortaleza, Brasil se identifico
en 24 de 52 (46%)1®), mientras en paises desarrollados como en New Orleans, Lousiana,
USA se encontré en 5 de 21 (24%) casos de diarrea acuosa®®. Existen diversos estudio que
expresan prevalencia de EAEC en adultos con diarrea acuosa donde identifican 2% de 760
@D 10% de 169?? y 16% de 113 pacientes® en Suecia, pacientes europeos y pacientes

nigerianos respectivamente.

Un estudio publicado en 2006 identifico a EAEC como la causa bacteriana mas comun de
diarrea en los servicios de urgencias y clinicas ambulatorias de dos grandes hospitales
académicos en Maryland y Connecticut®?). EAEC ha causado muchos brotes importantes
incluidos un brote de un almuerzo escolar de 1997 en Japén que enfermé a 2,697 nifios. En
1997, se produjo una epidemia de diarrea por EAEC en una aldea de la India y enfermé a

aproximadamente el 15% de la poblacion®®.

Un dato importante en el estudio sobre la epidemiologia es que muchas de las infecciones
producidas por EAEC son asintomaticas y generalmente se producen en los primeros afios
de vida y se asociaron con déficits de crecimiento lineal*?. En Ledn, Nicaragua EAEC se
fue identificada mayormente en nifios sin diarrea (33.1%) que en nifios con diarrea (27.8%)

y a su vez fue uno el patotipo mas prevalentes en casos de diarrea persistente*?

6.2.2 Manifestaciones clinicas
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Las EAEC se asocian comUnmente con enfermedades diarreicas agudas y crénicas en nifios
(tanto en paises en desarrollo como desarrollados o industrializados) y en viajeros con
diarrea. El periodo de incubacién de la EAEC diarreogénica es tipicamente entre 8 y 18
horas®®). La infeccion con EAEC generalmente se presenta clinicamente como diarrea
acuosa, a menudo con moco, nauseas y vomitos, con o sin fiebre“®, Otros sintomas menos
comunes incluyen anorexia, borborigmo y tenesmo. Ademas, existe evidencia que sugiere
que las probabilidades de desarrollar el Sindrome del Intestino Irritable postinfeccioso (SII)
aumentan dramaticamente después de que se haya discutido la gastroenteritis infecciosa
aguda con EAEC®“?, Una caracteristica predominante de la infeccion por EAEC en paises de
bajos ingresos es la propension a causar diarrea persistente durante mas de 2 semanas, lo que

hace que estas bacterias sean una causa importante de mortalidad®.

La preocupacion de salud publica mas importante derivada de las infecciones por EAEC en
nifios de paises de bajos ingresos es la desnutricion, ya que las infecciones persistentes causan
una inflamacién cronica, que dafa el epitelio intestinal y reduce su capacidad para absorber

nutrientes®?).

6.2.3 Mecanismo de patogenicidad

La patogenia de la EAEC es compleja ya que las cepas son heterogéneas. Los estudios de
casos-control han documentado la prevalencia de genes de virulencia putativos; pero, en su
mayor parte, no han podido correlacionar la presencia de genes especificos con la

enfermedad. El modelo actual de patogénesis de la EAEC comprende tres pasos®? (Fig. 1):

1. Adherencia a la mucosa intestinal a través de fimbrias de adherencia agregativa.
2. Incremento de la produccion de moco que conduce a una extensa formacion de
biopeliculas en la superficie de los enterocitos, y

3. Secrecion de toxinas e induccion de la respuesta inflamatoria.

Los factores de virulencia de EAEC descritos se codifican en largos plasmidos de virulencia
designados como "adherencia agregativa (pAA)" o en islas de patogenicidad en el cromosoma

1
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(Tabla 1). El regulador clave de la virulencia en los patotipos de EAEC es AggR, un miembro
de la familia de reguladores transcripcionales bacterianos AraC / XylS, y el factor que define
las cepas tipicas de la EAEC. aggR se encuentra en el plasmido pAA y controla una serie de
genes que codifican factores de virulencia putativos ubicados en el pAA y factores

adicionales ubicados en el cromosoma®?.

La expresion de las fimbrias de adherencia

aat transporter system

dispersin

agregativa (AAF), la dispersina, el translocador
de dispersina Aat y el sistema de secrecion Aai
tipo VI, estd regulada por AggR™“®. La fijacion

inicial de EAEC a la mucosa intestinal esta i;:& i‘:.
¥ pic
mediada por AAF. Los AAF se consideran el 7 pet

principio de adhesina de EAEC y se encuentran

Gut mucosa

Inflammation

papel en la formacion del patron agregativo  Fig. 1: Modulo actual de patogénesis de EAEC
(adaptada de una figura de Erick Juncker Boll,

caracteristico de ladrillos api|ad03 en células  Departamento de Infeccién y Control Microbioldgico,
Statens Serum Institute, Copenhagen, Dinamarca)

exclusivamente en este patotipo®?. Los AAF se

Tissue damage

describieron por primera vez con respecto a su

HEp-2¥. Tras la adhesion a la superficie
epitelial, los AAF también se han asociado con la inflamacion epitelial in vitro, como la
secrecion de interleucina, la interrupcién de las uniones epiteliales y la migracién

desencadenante de leucocitos polimorfonucleares®® 5V,

Actualmente, se han identificado cinco variantes diferentes de AAF (AAF | — V), todas con
un alto nivel de conservacion de sus genes accesorios, a pesar del bajo nivel de identidad de

aminodcidos entre las subunidades de la pilina®®

Los AAF son miembros del grupo fimbrial chaperona-usher, comun a muchas bacterias
Gram-negativas. El operdn consta de cuatro proteinas: el usher, la chaperona, la subunidad
de micropilina y la subunidad de pilina principal. Los AAF tienen un alto punto isoeléctrico
(p1 8.9-9.4) en relacion con otras adhesinas de la familia de chaperona-usher. En el intestino,

donde el pH varia de 6 a 7,4, los AAF tienen una carga positiva alta, que puede desempefiar
|
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un papel en la union®?. El gen que codifica la dispersina (aap) se encuentra en el pAA que
se encuentra inmediatamente corriente arriba del activador transcripcional AggR y estéa bajo
el control de AggR®®

La dispersina es una proteina pequefia cargada positivamente que se une no covalentemente
al lipopolisacérido de la membrana externa de la EAEC. Participa en la formacion de una
capa superficial que actua para dispersar las bacterias, contrarrestando parcialmente la
agregacion mediada por fimbrias de adherencia agregativa que permiten que los AAF se
extiendan desde la superficie de la bacteria®. Ademas de los genes de virulencia en el pAA,
se han identificado varias islas de patogenicidad (PAI) en el cromosoma de la EAEC. Una
de estas islas consta de 25 genes contiguos (aaiA-Y), activados por AggR y ubicados en un
PAI de 117 kb insertado a pheU en EAEC®*. Muchos de estos genes tienen homdlogos en
otras bacterias gramnegativas y se propuso recientemente que constituyen un sistema de
secrecién de tipo VI (T6SS). Los estudios de distribucion indicaron que aaiA y aaiC se
encuentran comunmente en aislamientos de EAEC en todo el mundo, particularmente en
instancias definidas como EAEC tipicas. Estos datos apoyan la hip6tesis de que AggR es un
regulador global de los determinantes de virulencia de la EAEC tanto en el cromosoma como
en el plasmido, y se basa en la hipotesis de que T6SS es un mediador importante de la

patogenia®?).

Otro PAI se designa como SHE (también se encuentra en Shigella flexneri) y codifica el
autotransportador de la proteasa de serina y las enterotoxinas ShET16?. Los
autotransportadores de serina proteasa de enterobacterias (SPATE) son una familia de
proteasas extracelulares que se cree que desempefian un papel en la patogénesis de la EAEC.
Los SPATE se nombran por su motivo de serina proteasa que confiere capacidad proteolitica
y se secretan a través de un sistema de secrecion tipo V. Las SPATE estan implicadas en la
evasion inmune, el dafio de la mucosa y la colonizacion. Las SPATE mas cominmente
encontradas en EAEC incluyen: toxina codificada por plasmidos (Pet), proteina involucrada
en la colonizacién intestinal (Pic), toxina autotransportadora secretada (Sat), homologia de
la proteasa similar a IgA de Shigella (SigA) y proteina secretada por E. coli ( EspP)®%. Todas

las SPATE encontradas en EAEC estan ubicadas en el cromosoma, excepto Pet que se
|
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encuentra en el pAA. Las cepas de EAEC a menudo producen una toxina estable al calor

agregada (EAST1) codificada por los genes astA codificados por el plasmido y la hemolisina

E (HIyE), pero como la ShET1, estas toxinas no son especificas de la EAEC®“®),

Tabla 1: Genes y toxinas frecuentemente encontradas en patotipos EAEC

Factor Descripcion Localizacién
EAEC

aggRr Regulador maestro para los genes de virulencia de | pAA
plasmidos de EAEC, incluidos los factores de adherencia
agregados, fimbrias AAF/ I-AAF/ V y un gran conjunto de
genes cromosOmicos insertados en una isla de patogenicidad
en el locus PheU

aatA-P Codifica proteinas responsables del transporte de la | pAA
dispersion, proteina fuera de la membrana externa de la
EAEC.

aap Codifica una proteina secretada de 10 kDa llamada | pAA
dispersina y es responsable de "dispersar” la EAEC a través
de la mucosa intestinal

aggA Codifica AAF / | media la adherencia a la mucosa colonica | pAA
y la hemaglutinacién de los eritrocitos.

aafA Codifica AAF / 11, media la adherencia a la mucosa coldnica | pAA
y hemaglutinacidn de eritrocitos.

agg3A Codifica la hemaglutinacion AAF / 111 de los eritrocitos. pAA

agg4A Codifica AAF / IV media adherencia a la mucosa colonicay | pAA
hemaglutinacion de eritrocitos.

aggbA Codifica AAF / V media la adherencia a la mucosa colonica | pAA
y la hemaglutinacién de los eritrocitos.

aaiA-Y PAI que codifica un sistema de secrecion de tipo VI (T6SS) | Cromosoma

2019
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pet Una proteina autotransportadora de 108 kDa que funciona | pAA

como una enterotoxina y citotoxina labil al calor

SigA Un homologo similar a la proteasa IgA, enterotoxina y | cromosoma
citotoxina
pic Mucinasa, inmunomodulacion, colonizacion, hemaglutinina | cromosoma

de tipo lectina

sepA Shigella enterotoxina extracellular pAA

Sat La toxina autotransportadora secretada. Enterotoxina y | pAA

citotoxina, deterioro de las uniones estrechas, autofagia

astA astA codifica la toxina estable al calor agregada (EAST-1), | pAA
que tiene similitudes fisicas y mecénicas con la enterotoxina
STade E. coli

6.2.4 Deteccion de EAEC

El método estandar para identificar EAEC es cultivar cinco colonias por paciente en caldo
Luria estatico a 37°C y luego infectar células HEp-2 durante 3 horas y buscar el patron de
adherencia agregativa (AA). Cuando se trata de esta manera, EAEC agrega y produce una
apariencia distintiva de "ladrillo apilado”, donde los bacilos se alargan y, a veces, se alinean
en una sola capa sobre la superficie de la célula® 3%, Sin embargo, este método no distingue
entre cepas patdgenas y no patdgenas y no es adecuado para la vigilancia de brotes de EAEC,
ya que requiere equipo especializado y requiere mucha mano de obra. En un metanalisis de
cuatro estudios diferentes que examinaron la distribucién de genes de EAEC en nifios que
estaban excretando EAEC, los genes aafA, astA y 4A18 se asociaron a enfermedades
diarreicas agudas entre nifios de regiones en desarrollo. Sin embargo, las cepas de EAEC en
todos estos 4 estudios fueron heterogéneas, con la deteccion de estos genes en cada estudio
bastante diferente®. Ademas, en el mismo metanalisis, una sonda de ADN utilizada
comunmente para EAEC, que se basa en un fragmento de ADN de 1 kb del plasmido 60-

MDa de la cepa 17-2 de EAEC, mostré un amplio rango de sensibilidad (15% a 89%), lo que
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refleja la heterogeneidad entre las cepas de EAEC vy la falta de propiedades de virulencia
definidas en muchas cepas de EAEC @),

Histéricamente, se penso que el gen aggR era un candidato prometedor para la deteccion
molecular, ya que codifica un regulador positivo para muchos factores de virulencia
involucrados en la adherencia y la produccion de toxinas por las cepas tipicas de EAEC y es
transportado por mas del 70% de los aislamientos de EAEC de pacientes humanos®“® 57, Sin
embargo, las cepas de EAEC no diarreicas que llevan el gen aggR también se han aislado de
pacientes sanos, y la deteccion de este gen en un aislado bacteriano de un paciente enfermo
no puede considerarse concluyente de que sea el agente causante de la diarrea®, ya que

cepas que no llevan el gen aggR también se han aislado de brotes gastrointestinales®.

En la actualidad, la amplificacién por PCR multiplex del gen aatA transportado por el
plasmido o del loci aaiC portado cromosémicamente se considera suficiente para confirmar
la EAEC en el GEMS recientemente lanzado, una iniciativa para identificar de manera
general los principales patdgenos entéricos rapidamente en sitios donde la carga diarreica es
alta®; aatA codifica una proteina de membrana externa que forma parte de un sistema
transportador de proteinas® 5. En un estudio de 2009 de 252 aislamientos de E. coli de
nifios con diarrea, aatA se amplifico solo en cepas de EAEC y no en otras cepas de E. coli
diarreogénicas®?. El otro gen utilizado en GEMS, aaiC, codifica una proteina secretada por
la cepa 042 de EAEC prototipica, con secrecion de AaiC regulada por AggR. aaiC se detectd
en 26 cepas de EAEC en un estudio de 35 cepas de EAEC de regiones geograficamente

distintas, lo que indica que se puede encontrar en una alta prevalencia en EAEC®*

Sin embargo, la amplificacion de cualquiera de estos genes no distingue de manera
concluyente la EAEC diarreogénica de las cepas no diarreogénicas®®. En un estudio
posterior de todas las cepas de EAEC que fueron positivas para aaiC o aatA, un conjunto de
genes en combinacidn, aaiC y agg3/4C pero que carecen de agg4A y orf61, se asocio con
casos de diarrea, y otro, orf61 en ausencia de pet y aafA, se correlaciond con nifios control©),
Ademaés, como se reviso en la referencia 585, en los nifios brasilefios con diarrea en

comparacion con aquellos sin, la presencia de los genes kps (capsula), hly, aero (aerobactina)
|
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y aggA se asocid fuertemente con la enfermedad®, lo que sugiere que el desarrollo de un
ensayo para detectar estos genes puede ser un método prometedor para la deteccion de cepas
de EAEC que causan enfermedades en nifios en lugares no europeos y no estadounidenses.
Si bien los estudios actuales para identificar marcadores concluyentes para cepas de EAEC
con diarrea son prometedores, la identificacion de marcadores moleculares para deteccion

rapida seguira siendo un desafio debido a la heterogeneidad de EAEC(®®

6.2.5 Respuesta inmune del hospedero

La respuesta inflamatoria del huésped a la infeccion por EAEC depende del sistema inmune
innato del huésped y de la cepa EAEC. El papel de los genes de virulencia putativos y los
resultados clinicos no esta claro. Las EAEC acarrea genes de "virulencia” que no siempre
estan asociadas con la enfermedad; sin embargo, los factores de virulencia estan asociados
con un aumento en los niveles de citocinas fecales y marcadores inflamatorios, como la
interleucina (IL)-1ra, IL-1b, IL-8, interferon (INF)-y, lactoferrina, leucocitos fecales y sangre
oculta®® 7 La IL-8 es una quimioquina proinflamatoria importante involucrada en la
patogénesis de la EAEC. La IL-8 es responsable del reclutamiento de neutrofilos en la

mucosa epitelial sin lesion de la mucosa y facilita la secrecion de liquido intestinal ©®).,

Los viajeros a México que desarrollaron una enfermedad sintomatica debido a la infeccion
por EAEC excretaron altas concentraciones de IL-8 fecal en comparacién con los viajeros
que no desarrollaron diarrea debido a la infeccion por EAEC®®. Ademas de IL-8, se ha
demostrado que las células epiteliales intestinales infectadas con EAEC 042, la cepa
prototipo, regulan al alza los siguientes genes: IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF)-a,
producto génico relacionado con el crecimiento (GRO)-a, GRO-y, molécula de adhesion
intercelular (ICAM)-1, factor estimulante de colonias de granulocitamacrofagos (GM-CSF)
e IL-1a. Estas respuestas celulares estdn mediadas principalmente por la flagelina (fliC), una
de las principales proteinas de la superficie bacteriana de la EAEC®Y. La flagelina causa la
liberacion de IL-8 de varias lineas celulares epiteliales al unirse al receptor 5 Tipo Toll
(TLR5). El TLR5 sefializa a través de la proteina quinasa activadora de mitégeno P38

(MAPK) y el factor nuclear kappa B (NF-kB) e inducen la transcripcion de citoquinas
______________________________________________________________________________|
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proinflamatorias de células epiteliales y monociticas"®. MAPK es miembro de una familia
de quinasas relacionadas con el estrés que influyen en una amplia gama de funciones
celulares, incluidas las respuestas inflamatorias del huésped a productos microbianos?. Esta
claro que multiples factores contribuyen a la inflamacion inducida por EAEC, y una mayor
caracterizacion de la naturaleza de los factores proinflamatorios de EAEC mejorara en gran
medida la comprension de este patégeno emergente(’?,

6.2.6 Susceptibilidad genética del huésped

Las manifestaciones clinicas de la diarrea por EAEC varian de un individuo a otro,
dependiendo de la composicion genética del huésped®®. Se ha estudiado la distribucion de
genotipos de IL-8 en sujetos sintométicos y asintomaticos infectados con EAEC. Se han
identificado diferencias en las frecuencias alélicas de polimorfismos de T a A en la region
promotora de IL-8 ubicada 2251 pb en sentido ascendente sitio de inicio de la
transcripcion®®. Un genotipo AA o AT en la posicion 2251 en la region promotora de IL- 8
da como resultado mayores posibilidades de desarrollar infeccién por EAEC sintomaética en
comparacion con las del genotipo TT®. Un genotipo AA también se asocia con mayores
concentraciones de IL-8 fecal que las de los genotipos AT y TT. Los polimorfismos de un
solo nucleotido (SNP) en regiones reguladoras y coddn de otras quimiocinas y citoquinas son
un area de investigacion activa. Ademas de determinar la susceptibilidad del huésped a la
infeccion por EAEC, los SNP son importantes en el estudio de la epidemiologia, la
evaluacion de riesgos y la patogénesis de la EAEC. Estos factores pueden definir las
poblaciones que se benefician de las intervenciones terapéuticas, como la terapia antibiotica

profilactica o la vacunacion.

6.2.7 Asociacion de EAEC y déficit nutricional

EAEC se asocid con disminuciones sustanciales en TPE a los dos afios de eda. Sin embargo,
los efectos fueron menos aditivos, de modo que una alta frecuencia de deteccién de ambos

1
2019 17



Asociacion entre infecciones sintomaticas por EAEC y su efecto en el peso y talla de infantes leoneses

patdgenos se asocid con disminuciones similares a las asociadas con cualquiera de los
patogenos solos®V. En contraste, EAEC no se asocié con PPE. El mayor impacto de EAEC
en TPE ocurrid entre los nifios con la mayor frecuencia de deteccion durante los primeros 2
afios de vida, lo que sugiere que es necesaria altas tasas de exposicion repetidas a EAEC
prolongada durante muchos meses para que la manifestacion de decrementos en la longitud
total sea observada a los dos afios de edad. @Y. En 2014 Jiménez et al, detectd una
disminucion en los valores Z de peso para la edad (PPE) en nifios panamefios menores de 5

afios que habian sido infectados con EAEC6)

Las infecciones por EAEC a menudo son extremadamente subclinicas; las detecciones
repetidas de EAEC se asociaron con déficits de crecimiento lineal a largo plazo y se ha
sugerido mas trabajo para cuantificar mejor la contribucion de la inflamacion intestinal

causada por la EAEC al deterioro del crecimiento®V),

2019 18



Asociacion entre infecciones sintomaticas por EAEC y su efecto en el peso y talla de infantes leoneses

7. Disefio Metodoldgico
Tipo de estudio: Descriptivo longitudinal.
Periodo de estudio: junio 2017-diciembre 2018.

Poblacion: 444 nifios enrolados en el estudio de cohorte de Gastroenteritis por Sapovirus
(SAGE) pertenecientes al sector sur-este de la ciudad de Leodn. Enrolados desde el

nacimiento.
Muestreo: No Probabilistico.

Muestra: Se analizaron un total de 144 nifios, obteniendo de ellos todos los episodios de

diarrea registrados a lo largo de los primeros 12 meses de vida.

Para el objetivo de Describir las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la

poblacién en estudio, se colectd la informacion de la siguiente manera:

1. Seguimiento activo cohorte SAGE: Semanalmente, trabajadoras de campo de la
cohorte del estudio SAGE (las cuales fueron entrenadas y capacitadas para la
recoleccion de muestra e informacion) realizaron visitas a domicilio de los nifios
participantes y recolectaron informacion clinica y epidemioldgica (ver anexo 1).
Mensualmente, se hizo recoleccidon de muestras de heces y valores antropométricos
(peso y talla). Cuando uno de los participantes tuvo un episodio de diarrea, se registro
la informacion haciendo uso del formulario de diarrea (ver anexo 2) y se recolectd

muestra de heces que fue procesada para la identificacion EAEC.

Para el objetivo de determinar la carga de diarrea por EAEC en nifios menores de 12
meses: se analizaron un total de 242 episodios de diarrea para la identificacion EAEC. Esto
permite conocer la carga de diarrea asociada a este patdgeno en la poblacion de estudio; a su

vez, se calculd la incidencia acumulada de la primera deteccion de EAEC.

Para el objetivo de describir el comportamiento del peso y la talla en los infantes con
infecciones sintomaticas asociadas a EAEC: 73 infantes que experimentaron al menos un
episodio de diarrea por EAEC fueron analizados para establecer relacion entre la infeccion
sintomatica y el efecto en el peso y talla. En este objetivo se calculd los valores Z de cada

1
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nifio (peso para la edad, longitud para la edad y talla segin peso) a corto y mediano plazo: 3
meses, 6 meses, 9 meses y 12 meses posteriores a la infeccion. Estos valores del indice Z

fueron calculados de la siguiente manera:

/XM -1
Se

Valor Z =

Donde Y= medida antropométrica obtenida en el mes correspondiente al analisis. Unidad de

Longitud en cm, y peso en kg.

X= Media poblacional estandarizada por edad (en meses) y sexo en una poblacion sana.

A = Error permitido obtenido a partir de mediciones estandarizadas por edad y sexo en una

poblacion sana.

S= Coeficiente de variacion poblacional estandarizada por edad y sexo en una poblacion

Sana.

a= Valor tomado de WHO Child Growth Standards WHO Child Growth Standards(’?. Ver

anexo 4.

Recoleccion y Analisis moleculares de las muestras de heces.

Recoleccion de muestras de heces fecales: Las muestras de heces diarreica 0 mensuales se
recolectaron en frascos estériles o pafales desechables, éstas fueron transportadas al
Laboratorio de Investigacion del Centro de Enfermedades Infecciosas (CEI) de la UNAN-
Leon, donde se realizd suspensiones 1/10 con PBS 1X. Estas suspensiones fueron

almacenadas a -20°C hasta su procesamiento.

Identificacion de EAEC mediante PCR en tiempo real

Todas las muestras incluidas en el estudio (n=242) fueron analizadas mediante PCR en
tiempo real para la identificacion de los genes aaiC y aatA utilizados para la confirmacion
de EAEC. Para ello, se realiz6 extracciones de ADN utilizando QlAamp® DNA Stool Mini
Kit (50) (cat. no. 51504) and the InhibitEX Tablets (100) (cat. no. 19590) siguiendo los pasos

del fabricante.
]
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Procedimiento de Extraccion:

1. Pesar 180-220 mg de la muestra de heces y afiadir en tubos eppendorf de 1.5 ul
(colocar en hielo). Afnadir 1.4 ml de buffer ASL a cada muestra.

Agregar 0.03 gramos de 212-300 um glass beads y vortear por 5 minutos.

Calentar la suspension a 70°C por 5 minutos

Vortear por 15 segundos y centrifugar la muestra (méxima velocidad) por 1 minutos.

Pipetear 1.2 ml del sobrenadante dentro de un nuevo tubo de 1.5 ml.

IS e

Agregar 1 tableta de InhibitEX a cada muestra y vortear inmediatamente y
continuamente por 1 min hasta que se suspenda continuamente e incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto

7. Centrifugar la muestra a méaxima velocidad por 3 minutos.

8. Pipetear todo el sobrenadante a nuevo tubo de 1.5 ml y centrifugar la muestra a
méaxima velocidad por 3 minutos.

9. Agregar 15 ul de proteinasa K en un nuevo tubo de 1.5 ml y agregar 200 ul del
sobrenadante obtenido en el paso 9.

10. Agregar 200 ul de Buffer AL y vortear por 15 segundos NOTA: no agregar
proteinasa K directamente al buffer, se debe mezclar primeramente con el lisado
de la extraccion.

11. Incubar a 70°C por 10 minutos. Centrifugar brevemente para eliminar gotas en el
interior del tubo (opcional)

12. Agregar 200 ul de etanol (96-100%) al lisado. Centrifugar brevemente para eliminar
gotas en el interior del tubo (opcional)

13. Etiquete la tapa de una columna de QIAamp y colocarla en un tubo colector de 2 ml.

Colocar cuidadosamente todo el lisado obtenido en el paso 13 en la columna tratando

de no dejar porciones del lisado en los bordes. Cerrar la columna y centrifugar a

méaxima velocidad por 1 minuto. Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2

ml y descartar el tubo que contiene el filtrado.
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14. Abrir cuidadosamente la columna y agregar 500 ul de Buffer AW1. Cierre la columna
y centrifugar el contenido a méxima velocidad por 1 minuto. Colocar la columna en
un nuevo tubo colector de 2 ml y descartar el tubo que contiene el filtrado.

15. Abrir cuidadosamente la columna y agregar 500 ul de Buffer AW?2. Cierre la columna
y centrifugar el contenido a méxima velocidad por 3 minuto. Colocar la columna en
un nuevo tubo colector de 2 ml y descartar el tubo que contiene el filtrado.

16. Centrifugar a maxima velocidad por 1 min. Este paso ayudara eliminar restos de
Buffer AW2

17. Transferir la columna de QlAamp a un eppenderf de 1.5 ml previamente etiquetado.
Abrir cuidadosamente la columna y afiadir 200 ul de Buffer AE directamente en la
membrana. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugar a maxima

velocidad por 1 min para eludir el ADN.

Procedimiento PCR en tiempo real.

El diagnostico molecular de EAEC se realizdé mediante la amplificacion génica de aaiC (gen
cromosomico) y aatA (gen de plasmido), que no tienen homologos aparentes dentro de
GenBank . EI PCR en tiempo real se realizé utilizando 12.5 ul de Bio-Rad iQ Multiplex
Powermix, 1 ul de Primers/probe (mezcla de aaiC+aatA) 1 uM, 8.5 ul de agua libre de
nucleasas y 3 ul de ADN extraido. Las condiciones del PCR fueron 3 minutos a 95°C para

desnaturalizacion inicial, 40 ciclos de 95°C por 10 segundos y 60°C por 1 min.

Tabla 2: Primers para la deteccion de EAEC

Primers Secuencia Referencia
F:5-ATTGTCCTCAGGCATTTCAC -3’
aaiC R: 5°>-ACGACACCCCTGATAAACAA-3’
P:5-TAGTGCATACTCATCATTTAAG-3’
F: 5’-CTGGCGAAAGACTGTATCAT-3’
aatA R: 5>-TTTTGCTTCATAAGCCGATAGA-3’ Boisen N, 2008
P:5’-TGGTTCTCATCTATTACAGACAGC-3’

Boisen N, 2008
(Modificada)
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Estadistica

Los valores estadisticos fueron calculados usando IBM SPSS Statistics 21. Las caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas son presentadas como medidas de tendencia central (y £ DS) para
las variables cuantitativas y valores absolutos y porcentajes para las variables cualitativas.
Los episodios de diarrea por EAEC fueron presentados como incidencia acumulada de la
primera deteccion. Los indices Z para la talla, el peso y el peso-talla a los 3, 6, 9 y 12 meses
fueron comparados mediante la prueba de Wilcoxon Rang-Sum Test. Para todas las pruebas
estadisticas empleadas un valor P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Consideraciones éticas

El estudio de Cohorte SAGE esta aprobado por el comité de ética para las investigaciones
biomédicas (CEIB) “Dr. Uriel Guevara Guerrero” bajo el titulo “Historia Natural, Inmunidad
y patrones de transmision de Sapovirus en una cohorte de nifios nicaragiienses, seguidos
desde el nacimiento”. Acta No.2; Leon, 18 de enero de 2017 (ver anexo 3). Enmiendas al
protocolo original que contemplan estudios de otros agentes de gastroenteritis como EAEC
fueron sometidas por los investigadores de la cohorte SAGE al CEIB de la UNAN-Le6n para

su aprobacion.
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Operalizacién de Variable

Variable Concepto Valor
Caracteristicas generales
Sexo Conjunto de caracteristicas Masculino
fenotipicas y genotipicas que ~ Femenino
diferencian a las especies en
hombre y mujer
Edad Tiempo transcurrido a partir ~ NUmero del mes que

del nacimiento de un
individuo.

corresponde con la edad de
la recoleccion de datos y
muestra

Lactancia materna

Proceso por el que la madre
alimenta con leche a su hijo
(bebé) a través de sus senos.

Si.
No.
Se niega a responder

Caracteristicas epidemioldgicas

Fuente de agua

Fuente de abastecimiento de
agua para consumo humano.

Agua potable
Agua de pozo comunitario

Agua purificada
Otro
Tratamiento a agua de  Utilizacion de técnicas de Nunca
consumo purificacion de agua para A veces
consumo (ej. Filtro de agua, Siempre

hervir, utilizacion de cloro,
filtro de arena o barro, etc.

Nivel socio-econémico

Medida total econdémica y

Extremadamente pobre

sociologica que combina la Pobre
preparacion laboral, No pobre
econdmica y social en la
familia, basada en
sus ingresos, educacién y
empleo.
Lugar de deposicion de  Recipiente o lugar que sirve Letrinas
excretas para depositar las excretas Inodoro
Otro

Animales que viven en
el domicilio.

Animales 0 mascotas que
habitan en el misma casa de
habitacion

Ninguno, perro, gato,
gallina, cerdo, vaca,
ratones, loro, otros.

Habitantes en domicilio

Personas que habitan en el
mismo espacio (casa)

1,2,3,4,56,7,8,9, 10,
>10

Caracteristicas clinicas

Infeccion

Colonizacion del organismo
por gérmenes patdgenos, que
se establecen y se multiplican
dentro del hospedero.

Infeccion sintomatica
Infeccion asintomatica
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Sangre visible en heces

Presencia de sangre visible en
la materia fecal (Deposiciones
de color rojizas)

Si.
No.

Episodios de Diarrea

Deposicion de 3 0 méas veces
al dia (o una frecuencia
mayor que la normal para la
persona) de heces sueltas o
liquidas)

1,2,3,4,56,7,>7

Diarrea persistente Episodio de diarrea con mas  Si
de 14 dias de duracion No

Diarrea por EAEC Episodio de diarrea con Si
identificacion de EAEC No

Tiempo Post-infeccién

Meses transcurrido posterior a
la deteccion del episodio
sintomaético de diarrea por
EAEC

Corto plazo (3 meses)
Mediano Plazo (6-12
meses)

Hospitalizacion

Ingreso de una persona
enferma o herida en un
hospital para su examen,
diagnostico, tratamiento y
curacion por parte del
personal médico.

Si.
No.
Se niega a responder

Hidratacion
intravenosa (1V)

Administracion de sustancias
liquidas directamente en una
vena a través de una aguja o
tubo (catéter) que se inserta
en la vena, permitiendo el
acceso inmediato al torrente
sanguineo para suministrar
liquidos y medicamentos.

Si.
No.
Se niega a responder

Dias de hidratacion 1V

Cantidad de dias en que el
paciente ha recibido
hidratacion intravenosa

1,2,3,4,56,7,8,9, 10,
>10

Uso de antibidtico

Uso de sustancia
antimicrobiana utilizada con
la finalidad de eliminar o
impedir el crecimiento de los
microorganismos sensibles

Si.

No.

No sabe/Se niega a
responder

Dias de terapia
antimicrobiana

Cantidad de dias en que el
paciente ha recibido terapia
antimicrobiana

1,2,3,4,56,7,8,9, 10,
>10
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8. Resultados

8.1 Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas

En este estudio se realiz6 seguimiento activo a 144 nifios desde su nacimiento hasta su primer
afio de vida; todos ellos pertenecientes al sector de salud Perla Maria Norori de la ciudad de
Ledn, de ellos 80 (55,56%) fueron del sexo masculino y 64 (44,44%) del sexo femenino. De
los 144 nifios, 125 (86,81%) tenian acceso a agua potable y 95 (65,97%) utilizaban inodoro
como depdsito de excretas. Los domicilios contaban con un promedio de 4,48 (DS=4,20)
habitantes y con nivel socio-econémico pobre (50,69%), no pobre (44,44%) vy
extremadamente pobre (4,86%) siguiendo los parametros de Pena et al.(® (ver tabla 3a).

En el periodo de estudios establecido se registraron un total de 242 episodios de diarreas, l0s
cuales presentaron un promedio de 5,8 (3,72-7,88) deposiciones por dia 'y 5,6 (3,2-8,0) dias
de duracion, 12 episodios de diarreas (4,96%) tuvieron sangre en las heces, 7 (2,89%) fueron

tratados con antibiotico y Unicamente 2 (0,83%) requirieron de hospitalizacion (ver tabla 3b).
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Tabla 3. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la
poblacion en estudio

a) Caracteristicas epidemiol6gicas (n=144 nifios)

Fuente de agua

Potable 125 (86,81%)

Pozo 19 (13,19%)
Tratamiento al agua de
consumo 16 (11,11%)
Deposicion de Excreta

Letrina 46 (31,94%)

Inodoro 95 (65,97%)

Ninguno 3 (2,08%)
Habitantes por domicilio? 4,48 (2,28-6,68)
Estado socio-econémico

Extremadamente pobre 7 (4,86%)

Pobre 73 (50,69%)

No pobre 64 (44,44%)

b) Caracteristicas clinicas (n=242 episodios de diarreas)
Deposiciones al dia® 5,8 (3,72-7,88)
Dias de diarrea® 5,6 (3,2-8,0)
Sangre en heces 12 (4,96%)
Hospitalizacion 2 (0,83%)
Uso de Antibiotico 7 (2,89%)
2 Media (IC)

8.2 Carga de diarrea donde se detecté EAEC

De los 144 nifios en seguimiento, 54 (37,5%) tuvieron al menos un episodio de diarrea donde se
detect6 a EAEC y 21 (14.6%) tuvieron dos o tres episodios de diarrea asociada a este patdgeno

dentro de su primer afio de vida. (Ver tabla 4).
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Tabla 4. Distribucion de episodios de diarreas EAEC en los nifios de estudio

Nifios en seguimiento 144
Nifios con diarreas con deteccion de EAEC 75 (52,1%)
NUmeros de episodios de diarreas asociadas a EAEC por nifios n (%)
1 episodio 54 (72%)
2 episodios 17 (22,67%)
3 episodios 4 (5,33%)

La incidencia acumulada de la primera deteccion de EAEC fue de 0,52 (ver grafico 1).

557

507 o

40

357 So

307

254

Incidencia acumulada de la primera deteccion de EAEC

Edad (Meses)

Gréfico #1. Incidencia acumulada de la primera deteccion de EAEC en el primer afio de vida
(n=144).

De los 242 episodios de diarreas registrados, 100 (41,3%) resultaron positivas para EAEC, las
edades con mayor frecuencia de diarrea con deteccion de EAEC fueron 7-9 meses (38%) (Ver
tabla 5)
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Tabla #5. Episodios diarreas EAEC en los nifios de estudios

Episodios de diarreas 242 (100%)

Diarreas asociadas a EAEC 100 (41,3%)

Distribucion de los episodios de diarreas asociados a EAEC segun edad y sexo (n=100)
Edades Masculinos n (%) Femeninos n (%) Total n (%)
1-3 meses 4 (7,3) 8 (17,8) 12 (12%)
4-6 meses 16 (29,1) 7 (15,6) 23 (23%)
7-9 meses 23 (41,8) 15 (33,3) 38 (38%)
10-12 meses 12 (21,8) 15 (33,3) 27 (27%)

8.3 Infecciones sintomaticas con deteccion de EAEC y su efecto en el peso y la talla.

Para identificar asociacion entre las infecciones sintomaticas y el peso y la talla de los infantes, se
seleccionaron 73 nifios que registraron episodios de diarreas asociadas a EAEC y a su vez contaban
con mediciones antropomeétricas (peso y talla) a los 3, 6, 9 y 12 meses post-infeccion (PI). De los
73 nifios, 42 (57,53%) eran masculinos y 31 (42,47%) femeninos; 53 nifios (72,6%) tuvieron sélo
una diarrea asociada a EAEC, 17 (23,3%) tuvieron dos episodios y 3 (4,1%) tuvieron 3 episodios.
Se realiz6 un analisis de comparacién de medias de peso y talla a corto y mediano plazo usando
Wilcoxon Rank-Sum Test, tomando como base el trimestre en que cada nifio sufrié la diarrea con
deteccidn de EAEC (ver gréafico #2).
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Gréfico #2. Indice Z de nifios con diarrea segin la edad deteccion de EAEC (n=100) y su impacto
a corto y mediano plazo en talla y peso. Edad de deteccion de EAEC: 1-3 meses (n=12), 4-6 meses
(n=23), 7-9 meses (n=38), 10-12 meses (n=27). A) indice Z de talla para edad. B) indice Z de peso
para la edad. C) indice Z del peso segun la talla. Indice Z de referencia fueron obtenido de WHO,
Methods and development. Departament of nutrition for Health and Development (2
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A lo largo del primer afio de vida se observan indices Z para la talla por debajo del promedio
estandar normal establecido por la OMS posterior a episodios sintomaticos con presencia de EAEC
independiente del trimestre en que ocurre esta infeccion (ver grafico #2a). Ademas, se observa una
tendencia decreciente desde los 3 hasta los 12 meses P.1. (-0.047, -0.231, -0.450, -0.266), siendo
este retardo mayormente marcado y estadisticamente significativo entre los meses 6-9, y

posteriormente entre los meses 9-12 P.1 (ver tabla #6).

Por otro lado, no se observo efecto negativo sobre el peso de los infantes P.1 por EAEC (ver gréfico
#2b). Sin embargo, se observo una disminucidon estadisticamente significativa hasta los 12 meses
P.l. en el indice PPE, (ver tabla #6). Aunque, las disminuciones fueron estadisticamente
significativas, el PPE hasta 12 P.I. los indices de PPE fueron superiores a la media esperada segun
la OMS. Un comportamiento similar se observé para la talla segun el peso.

Tabla #6. Comparacion de medias de TPE, PPEy TSP a los 3, 6, 9y 12 meses P.I.

Meses Pl Mediana (RI)* valor p

Indice Z - Talla para la edad

3 meses Pl -0,047 (-0.98;0.73) 0,196

6 meses Pl -0,231 (-0,93;-0,62)

9 meses Pl -0.450 (-1,27;0,69) 0.037

12 meses P 1-0,266 (-1,27;0,53) 0,056
indice Z - Peso para la edad

3 meses Pl 0,448 (-0,18;1,08) 0,044

6 meses Pl 0,442 (-0,30;1,01)

9 meses Pl 0,337 (-0,70;0,87) 0,001

12 meses Pl 0,214 (-0,65:1,05) 0,027
Indice Z - Peso segln la talla

3 meses Pl 0,639 (-0,76;1,21) 0,449

6 meses Pl 0,528 (-0,20;1,38) 0.262

9 meses Pl 0,370 (-0,28;1,16)

12 meses PI ]0,370 (-0,26;1,13) 0,747

*Rango intecuarilicos (25;75); P1: Post-infeccion
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8.3.1 Disminuciones en TPE se asocian al sexo, no asi PPE y TSP.

De los 73 nifios, 42 (57,53%) y 31 (42,47%) correspondian al sexo masculino y femenino
respectivamente. Para comparar si las disminuciones en TPE, PPE y TSP se asocian al sexo, se
compararon las medianas de los indices Z de cada grupo a los 3, 6, 9 y 12 meses P.l. para TPE,
PPE y TSP (ver gréafico #3); en ella se observa que el sexo masculino tiene indices Z mas bajos
comparados con los indices Z del sexo femenino en TPE, PPE y TSP en los distintos meses P.1.

En TPE, se observo una mayor disminucion en el sexo masculino a lo largo de los 12 meses P.1.
comparado con el sexo femenino y estas disminuciones fueron estadisticamente significativa desde
3 hasta 9 meses P.I. (ver tabla #7). En PPE se observé una tendencia en que el sexo masculino
tiene una mayor disminucién; sin embargo, esta diferencia entre ambos sexos no es
estadisticamente significativa. En el PST, se observa un patrén similar a PPE, donde se observa

una tendencia decreciente en el sexo masculino (ver tabla 7).
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Gréfico#3. Indices Z ajustado por sexo y meses post-infeccion (P1). A) indice Z de talla para

edad. B) indice Z de peso para la edad. C) indice Z del peso segun la talla. Los valores Z de

referencia fueron obtenido de WHO, Methods and development. Departament of nutrition for

Health and Development (2, *p<0.05
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Tabla #7. Comparacion de medias de peso y talla ajustadas por sexo y meses post-infeccion

(n=73)
Tiempo Post Indice Z P.1. (TPE)? Indice Z P.1. (PPE)? Indice Z P.1. (TSP)?
Infeccion Masculino | Femenino | valor p | Masculino | Femenino | valor p | Masculino | Femenino | valor p
-0,33 0,26 0,22 0,62 0,54 0,69
3 meses 0,017 0,285 0,788
(-1,11:0,45) | (-0,52;0,98) (-0,29:1,20) | (-0,09:1,03) (-0,08:1,18) | (-0,081,14)
-0,40 0,11 0,14 0,58 0,73 0,26
6 meses 0,043 0,449 0,464
(-0,96:0,48) | (-0,93;0,87) (0,43:1,07) | (-0,34:0,97) (-0,20;1,37) | (-0,20:1,56)
-0,61 0,18 0,11 0,44 0,37 0,42
9 meses 0,008 0,339 0,955
(-1,53:0,36) | (-1,18;0,99) (-0,74:0,86) | (-0,48:0,94) (-0,23:1,09) | (-0,30;1,23)
-0,88 -0,12 0,01 0,32 0,33 0,70
12 meses 0,219 0,739 0,851
(-1,47:0.32) | (:0,79:0,77) (-0,75:0,95) | (-0,63:1,16) (-0,27:1,00) | (-0,26:1,27)

P1: Post-Infeccién, * Mediana y Rango Intercuartilico (25,75)

8.3.2 Efecto en peso y talla en nifios con diarrea con y sin presencia de EAEC.

142/144 nifios fueron seguidos hasta 12 meses P.1., 73 (51.4%) de ellos tuvieron deteccion
de EAEC en episodios de diarrea 'y 69 (48.6%) sin deteccion de EAEC a lo largo de su primer
afio de vida. Los nifios con deteccion de EAEC tuvieron mayor disminucion en la talla
comparados con los nifios sin deteccion de EAEC (ver grafico#4), principalmente en los

primero 6 meses post-infeccion (ver tabla 8).
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Z de talla para edad. B) indice Z de peso para la edad. C) indice Z del peso segun la talla.
Los valores Z de referencia fueron obtenido de WHO, Methods and development.
Departament of nutrition for Health and Development (2. *p<0.05
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Tabla #8. Comparacion de los valores Z entre nifios con diarrea asociada y no asociada a
EAEC en los distintos meses post-infeccion (n=142).

Tiempo Post Indice Z P.1. (TPE)? Indice Z P.1. (PPE)? Indice Z P.1. (TSP)?
Infeccion EAEC | NoEAEC |valorp| EAEC | NoEAEC [valorp| EAEC [ NoEAEC |valorp
-0,19 0,38 0,36 0,64 0,53 0,39
3 meses 0,066 0,241 0,859
(-0,97;0,63) | (-0,31;1,19) (-0,22;1,04) | (-0,69;1,19) (-0,13;1,21) | (-0,28;1,26)
-0,33 0,31 0,43 0,49 0,56 0,47
6 meses 0,029 0,580 0,363
(-1,09;0,49) | (-0,27;0,79) (-0,31;1,04) | (-0,01;1,09) (-0,21;1,42) | (-0,26;1,19)
-0,47 0,23 0,32 0,36 0,49 0,57
9 meses 0,530 0,404 0,431
(-1,26;0,69) | (-0,89;0,86) (-0,74;0,90) | (-0,26;1,04) (-0,27;1,39) | (-0,38;1,30)
-0,32 -0,04 0,25 0,30 0,46 0,53
12 meses 0,545 0,882 0,714
(-1,26;0,60) | (-0,57;0,58) (-0,64;1,07) | (-0,14;1,03) (-0,12;1,18) | (-0,11;1,39)

P1: Post-Infeccién, * Mediana y Rango Intercuartilico (25,75)
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9. Discusién

EAEC es un importante un grupo heterogéneo de bacterias en Leon, Nicaragua. En 20009,
Vilchez et al, reportaron a EAEC como la principal DEC presente en muestras diarreicas de
nifios menores de 5 afios (27,8%) en dicha zona geografica? y en el presente estudio se
identifico a EAEC en el 41,3% de los episodios de diarrea analizadas en nifios menores de 1
afio, donde el 28% de éstos nifios tuvieron mas de 1 episodio de diarrea asociado a este
patogeno, llegando incluso a registrar una incidencia acumulada de la primera deteccién de
0,52 en el primer afo de vida; la cual, es similar a la reportada en 2017 por Rogawski et al,
quienes en su estudio multicéntrico registraron una incidencia acumulada de la primera

deteccion de EAEC de 0,55 en los primero 12 meses de vida®L.

Las infecciones producidas por EAEC pueden provocar diarrea aguda, diarrea persistente o
infeccion asintomatica™ ). Estas infecciones y/o persistencia de EAEC en el organismo,
pueden estar relacionadas a inflamaciones cronicas mediada principalmente por niveles altos
de mieloperoxidasa fecal, dafio del epitelio y reduccion de la absorcion intestinal® y por

ende podria asociarse a disminuciones en los valores Z de TPE, PPE(1 20),

En 2017, Rogawski et al, reportaron disminuciones sustanciales en TPE en nifios que
tuvieron infecciones por EAEC en los primeros dos afios de vida principalmente en paises
como Brasil (TPE: -0,89) y Sudafrica (TPE: -0,70), pero no lo asociaron con PPE MV, E|
presente estudio concuerda con lo reportado por Rogawski et al, ya se observo un déficit de
crecimiento lineal a corto (TPE: -0,047) y mediano plazo (TPE: -0,231y -0,450 alos 6y 9
meses respectivamente) en los nifios que tuvieron diarrea con deteccion de EAEC, con una
tendencia decreciente a lo largo del tiempo hasta 9 meses PI, siendo estadisticamente
significativa entre los 6 y 9 meses Pl (p=0,037), el efecto negativo en el crecimiento lineal
fue visto principalmente en el sexo masculino (TPE: -0,19; -0,33; -0,47,-0,32alos 3,6,9y
12 meses PI) que en el femenino (TPE: 0,38; 0,31; 0,23; -0,04 a los 3, 6, 9 y 12 meses PI)

con mayor diferencia en los primeros 6 meses (p=0,066 y p=0,029, a los 3 y 6 meses PI).

A diferencia del comportamiento de la talla, el peso en los infantes no mostrd un efecto
negativo a corto (TPE: 0,448) o mediano plazo (TPE: 0,442; 0,337 a los 6 y 9 meses PI).

Aunque los indices Z fueron superiores a la media esperada, se observo una tendencia

1
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decreciente estadisticamente significativa (p<0,044) a lo largo del tiempo hasta 12 meses PI.
Los datos del presentes estudio concuerda con los reportados por Rogawski et al., quienes en
su andlisis multicéntrico no asocian la disminucion de los indices Z en el PPE a las
infecciones producidas por EAEC en nifios menores de 2 afiosY, pero difieren con Jiménez
et al, quienes en 2014 detectaron una disminucion en los valores Z de peso para la edad (PPE)
en nifios panamefios menores de 5 afios que habian sido infectados con EAEC?®)

En el presente estudio se observo un mayor déficit de crecimiento lineal en los nifios que
tuvieron diarrea con deteccion de EAEC comparado con los nifios que presentaron diarrea
sin deteccion de dicho agente, tanto a corto (TPEeaec: -0,19; TPEnoeaec: 0,38; p=0,066) como
a mediano plazo (TPEgaec: -0,33; TPEwo eaec: 0,31; p=0,029). Esta evidencia de déficit de
crecimiento lineal debe ser tomada con cautela debido a las limitantes del presente estudio
ya que no fueron valoradas las posibles co-infecciones en las muestras de diarreas de los
infantes y se conoce que Campylobacter spp., ETEC, Shiguella/EIEC, Norovirus y Giardia
lamblia estan relacionados a disminuciones sustanciales en las medidas antropométricas®®.
Sin embargo, aunque no se valoraron las infecciones asintomaticas causadas por EAEC, se
conoce que este agente es capaz de producir infecciones persistentes en los infantes, y que la
persistencia de ella con o sin presentacion de sintomatologia clinica es capaz de producir un
déficit de crecimiento lineal 3. Por otro lado, el comportamiento del peso en los infantes no
mostré un diferencia en estos grupos de comparacion a corto (PPEgaec: 0,36; PPEno eaec: 0,64;
p=0,241) o mediano plazo (PPEgaec: 0,43; PPEno eacc: 0,49; p=0,580).
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10. Conclusion

Las infecciones sintomaticas con deteccion de EAEC se asocian a un déficit de crecimiento
lineal a corto y mediano plazo comparado con los estandares de crecimiento establecido por
la OMS, este déficit de crecimiento lineal se observa principalmente en el sexo masculino.

Por otro lado, EAEC no se asocian a un efecto negativo en el peso de los infantes leoneses.

EAEC es un grupo heterogéneo de bacterias de gran importancia que afecta a los nifios
leoneses durante el primer afio de vida, ya que llega asociarse hasta en un 41% de los
episodios de diarreas estudiados y afect6 al 52% de los nifios en seguimiento. Ademas existe
evidencia estadistica que los nifios que presentaron diarrea con deteccién de EAEC tuvieron
un mayor déficit de crecimiento lineal comparados con los nifios que tuvieron diarrea sin

presencia de dicho agente.
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11. Recomendaciones

Para comprender mejor el comportamiento del peso y la talla en los infantes con infecciones
causadas por EAEC, es necesario realizar estudios que evidencien tanto los dias de duracién
de las infecciones sintométicas y asintomaticas como las edades de adquisicion del patdgeno
y comparar el comportamiento de las medidas antropométricas a corto y mediano plazo.
Ademas es necesario tomar en consideracion la presencia de otros patégenos (co-infecciones)

a lo largo del estudio.
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13. Anexos

Anexo 1. Ficha de recoleccidon de datos en visitas mensuales del proyecto SAGE
ID: Cddigo de Nombre:

Historia Natural, Inmunidad y transmisién de patrones por Sapovirus:
En una cohorte de Nacimiento de Nicaragua.

Visita mensual

1- INTRODUZCA LA FECHA DE HOY: (dd/mm/aaaa) /[
2-Hora: _ :
3- INTRODUZCA EL NUMERO DE VISITA PARA ESTE NINO(A):
4- (Amamanto a su nifio(a) ayer?
Osi
ONo

(ONo sabe / Se niega a responder

5- ¢En el Gltimo mes, el nifio (a) ha recibido un diagnéstico de alguna enfermedad, incluyendo
enfermedades infecciosas o cronicas?
Osi:
ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

6- ¢ Qué animales viven en la casa?

(ONinguno (OConejo

OPerro (OLoro o ave de compaiiia
(OGato (OTortuga

(OGallina (ORatones

(O)Cerdo OMurciélagos

(O)Vaca (O)otros

(O)cabra o pelibuey (O)No sabe / Se niega a responder

7- ¢Se lava tipicamente las manos antes o después de estas actividades?

*Antes de salir a la calle Os1 ONO ONo sé / Se niega a responder
*Antes de comer (Os1 ONO (ONo sé / Se niega a responder
*Antes de preparar comidas (OsI ONO (ONo sé / Se niega a responder
*Después de ir al bafio (OsI ONO (ONo sé / Se niega a responder
*Después de cambiar los pafiales  (OSI CNO (ONo sé / Se niega a responde

*Después de lavar la ropa OsI ONO ONo sé / Se niega a responder

8- ¢Con qué frecuencia usa un desinfectante para manos a base de alcohol cuando se lava las
manos?

(ONunca

(ORaramente

(OA veces

(Osiempre

(ONo sabe/ Se niega a responder
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9- ;Usted, o alguien de su casa, hace algo a su agua para que sea mas seguro beber?
(Osi (especifique):
ONO
(ONo sabe / Se niega a responder

10- ¢ Cuéntos inodoros tiene su casa? (ndmero)
(ONo sabe / Se niega a responder

11- ;Cuéntas letrinas tiene su casa? (ndmero)
(ONo sabe / Se niega a responder

12- En los Ultimos 7 dias, ¢su nifio (a) comi6 algin alimento fuera de su casa?
Osi
ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

13- En los altimos 7 dias, ¢su nifio (a) tuvo contacto con una persona que vive DENTRO DE SU
CASA que estaba sufriendo de DIARREA?

Osi

ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

14- En los altimos 7 dias, ¢Su nifio (a) tuvo contacto con una persona que vive FUERA DE SU
CASA que estaba sufriendo de DIARREA?

Osi

ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

15-¢Ha tenido el nifio(a) diarrea en los Gltimos 7 dias?
(O)SI --- Complete el formulario para diarrea y/o vomito

ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

16- ¢Ha vomitado su nifio (a) (no solo regurgitacion después de comer) en los Ultimos 7 dias?
(O)si --- Complete el formulario para diarrea y/o vomito

ONO

(ONo sabe / Se niega a responder
MEDICIONES ANTROPOMETRICAS
*PESE AL NINO(A) DOS VECES. SI LOS RESULTADOS SON DIFERENTES POR MAS DE

100 GRAMOS, PESE AL NIISIO(A),UNA TERCERA VEZ, Y REGISTRE CADA PESO*
INTRODUZCA EL PESO DEL NINO (SOLO PANALES LIMPIOS):

Primera vez: g Peso en GRAMOS
Segunda vez: g )
Tercera vez: g (SI LA DIFERENCIA ES MAS DE 100g)
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MIDE AL NINO(A) DOS VECES. SI LOS RESULTADOS SON DIFERENTES POR MAS
QUE 1 CM, MIDE AL NIRIO(A) UNA TERCERA VEZ, Y REGISTRE CADA PESO.
INTRODUZCA LA TALLA (LONGITUD) DEL NINO(A) (<24 meses):

Primera vez: cm Longitud en CM
Segunda vez: cm
Tercera vez: cm (SI LA DIFERENCIA ES MAS DE 1 CM)

RECOLECTE MUESTRAS DE HECES:

Muestra de heces del nifio (a) (fecha) (hora)
(O)Esta muestra no se obtuvo (especifique)
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Anexo 2. Formulario para episodio de diarrea y vomito
ID: Cédigo de Nombre:

Historia Natural, Inmunidad y transmisién de patrones por Sapovirus:
En una cohorte de Nacimiento de Nicaragua.

Formulario de diarrea y vomito

1- INTRODUZCA LA FECHA DE HOY: (dd/mm/aaaa) __ _ /[
2-Hora: _ _:

3- INTRODUZCA EL NUMERO DE VISITA PARA ESTE NINO(A):

4- ;El nifio(a) ha tenido diarrea y/o vémito en los Gltimos 7 dias? (MARQUE TODOS QUE SE
APLICAN)

(O)Diarrea

OVomito

5- ¢Cual es la fecha en que comenz6 la diarrea?
(ONuevo episodio: /[ (dd / mm / aaaa)

6- ¢Cual fue el nimero maximo de deposiciones por periodo de 24 horas que experimentd el nifio
(a) desde que comenzaron los sintomas?
(namero)
(ONo sabe / se neg6 a responder

7- ¢Ha tenido su nifio(a) fiebre desde que comenzaron los sintomas de diarrea y/o vomito?
Osi
ONO

(ONo sé / Se niega a responder

8- ¢Ha tenido su nifia/a sangre visible en las heces desde que comenzaron los sintomas?
Qsi
ONO

(ONo sé / Se niega a responder

9- ¢Recibié el nifio (a) liquido intravenoso (liquido a través de la vena) desde que comenzaron los
sintomas?

Qsi

ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

10- ¢ Cuéntos dias recibio el nifio (a) liquido intravenoso? (ndmero total de dias)

11- ¢El nifio (a) fue hospitalizado desde que comenzaron los sintomas?
Osi
ONO

(ONo sabe / Se niega a responder
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12- En los altimos 7 dias, ¢Comi6 su nifio alguna fruta o verdura fresca o sin cocinar?
Osi
ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

13- En los Ultimos 7 dias, ¢su nifio (a) comio algtn alimento fuera de su casa?
Osi
ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

14- En los Gltimos 7 dias, ¢su nifio (a) tuvo contacto con una persona que vive DENTRO DE SU
CASA que estaba sufriendo de DIARREA?

Osi

ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

15- En los altimos 7 dias, ¢Su nifio (a) tuvo contacto con una persona que vive FUERA DE SU
CASA que estaba sufriendo de DIARREA?

Qsi

ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

16- En los Ultimos 7 dias, ¢se ha interrumpido el abastecimiento de agua de su casa?
Osi
ONO

(ONo sabe / Se niega a responder

RECOLECTE MUESTRAS DE HECES:

Muestra de heces del nifio (a) (fecha) (hora)
(O)Esta muestra no se obtuvo (especifique)
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Anexo 3. Acta de aprobacion del comité de ética para investigaciones biomédicas (CEIB).

Dr. Uriel Guevara Guerrero
Meédico Patélogo

Dr. Jaime Granera Soto
Médico y Sacerdote”

Dra. Nubia Pacheco Solis
Médico y Dermatdloga

| Dra. Nubia Pacheco Solis
Presidenta

| Dr. Efrén Castellén C.
Vice - Presidente

« Dr. Orlando Morales N.
Secretario

| Miembros alternos

| Dr. Jorge Aleméan Pineda

| MSc. Irella Romero S.
Dr. William Ugarte

Fundado en la Facultad de
Ciencias Médicas
UNAN - Lebn
Nicaragua
Abril de 1995

comiteticaunanieon@gmail.com
-l Telf: 2311-4675

Expiration data 13/03/2017
IRB00003342

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Médicas
UNAN - Leon

Comité de Etica para Investigaciones Biomédicas (CEIB)
“Dr. Uriel Guevara Guerrero” o e
FWA00004523 / IRB00003342

Leodn, 18 de enero de 2017
ACTA No. 2

Dra. Sylvia Becker-Dreps
Dr. Filemén Bucardo
Investigadores

Sus Manos

Estimados Doctores:

El CEIB les comunica que recibi6 su trabajo de Investigacién para que sea
analizado por este Comité, titulado: “Historia natural, inmunidad y patrones de
transmisién de sapovirus en una cohorte de nifios nicaragiienses, seguidos desde
el nacimiento”. Después de haber efectuado dicha revision se determina lo siguiente:
Se aprueba la conduccion de dicha Investigacion, basados en que cumple con los
principios delineados en la Declaracion de Helsinki y retne los principios éticos
basicos.

Como Comité de Etica, valoramos muy positivamente la importancia de este
trabajo y esperamos que sus resultados sean positivos. Copia de esta carta debe estar
presente en el Protocolo e informe final.

Sin otro particular, nos es grato suscribirnos.

-—Atentamente,
w \NVLS Moo
ﬂ\(ADO E~ 4C\ QW&
0N 0 _
¥ -:@_% A ‘§;"~1\, DR. ORLANDO MORALES
¢ ‘. IA;,. , l%'o/’/l 3 .

Facultad de ClenaQSfMedicas

"/

Cc: Archivo

NPS/rhl Ala Ilbertad por la Umversudad
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Anexo 4. Listas de valores estandarizados en poblacion sana
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