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l. RESUMEN

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es uno de los mas importantes
agentes causales de diarrea a nivel mundial. Se ha demostrado que la infeccion por
ETEC es susceptible de prevenirse mediante la inmunizacibn por via oral,
exponiendo la mucosa intestinal del individuo a los antigenos presentes en cepas

circulantes en la region donde se aplica la vacuna.

Antes de emplear en Guatemala una vacuna que proteja contra la infeccion
por ETEC se hace necesario investigar la prevalencia del microorganismo en casos
severos de diarrea deshidratante, asi como su perfil antigénico. Se sabe que ETEC
causa enfermedad mediante la liberacibn de dos enterotoxinas en la mucosa
intestinal, a la cual se adhiere mediante fimbrias o factores de colonizacion intestinal
o FC. La descripcion de estas substancias en cepas nativas mediante ensayos de
laboratorio constituye a la vez la descripcion de los antigenos de ETEC susceptibles

de utilizarse como inmunégenos en Guatemala.

El presente estudio se efectudé evaluando la presencia de ETEC en poblacién
preescolar que consultara por diarrea deshidratante a los servicios del Hospital
Roosevelt y la unidad periférica del 1GSS en la zona 11 de la Ciudad de Guatemala
a lo largo de 12 meses. De las muestras de los pacientes se aislaron colonias de E.
coli que luego se analizaron mediante ELISA para investigar la expresion de toxinas.
Todas aquellas cepas positivas para una o ambas toxinas (termoldbil o LT y
termoestable o ST) se analizaron para detectar factores de colonizacion intestinal

mediante un ensayo tipo Dot-Blot con anticuerpos monoclonales especificos.

De un total de 84 nifios y nifias muestreados se aislé y confirmé ETEC en el
19.05% de los pacientes. Solamente Rotavirus precedio a ETEC en importancia,
detectdndose en el 20.24% de los nifios. Microorganismos como Adenovirus,
Cryptosporidium parvum, Shigella sp., Cyclospora cayetanensis y Campylobacter sp,
entre otros, fueron detectados en menor proporcion aunque siguen siendo

importantes agentes causales de diarrea.



Las cepas de ETEC expresaban toxinas y factores de colonizacién intestinal
en forma parecida a los aislamientos efectuados en otras regiones del mundo. Los
FC encontrados fueron: CFA/I, CS1, CS2, CS3, CS17 y PCFO-166. La comparacion
de cada inmunoensayo junto a cepas control permitido efectuar confirmaciones bajo

un estricto control de calidad.

El hallazgo de enterotoxinas de ETEC en la quinta parte de la muestra con
diarrea deshidratante, asi como la expresion de FC con capacidad inmunogénica es
fundamental para estudios posteriores, en los que se someta el uso de la vacuna
oral en la prevencion de diarrea por ETEC. Cabe mencionar que la toxina labil de
ETEC utilizada en vacunaciones reportadas recientemente ha demostrado brindar
proteccion cruzada contra la infeccidon por Vibrio cholerae, al existir mucha similitud

entre la toxina estable y la sub-unidad beta de la toxina del célera.

De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda en primer lugar
continuar la investigacion de ETEC en otras zonas urbanas y al interior de la
Republica de Guatemala para describir a nivel nacional la prevalencia de diarrea
causada por ETEC. A la vez se recomienda proyectar la investigacion y el uso de
una vacuna oral que posea en su férmula las toxinas labil y estable de ETEC y los
antigenos CFA/l, CS1, CS2, CS3, CS17 y PCFO-166 con el fin de producir una

respuesta inmune que prevenga la enfermedad diarreica por este microorganismo.

La inmunizacién artificial exitosa contra ETEC permitiria reducir el espectro de
agentes causales de diarrea asi como el tiempo de enfermedad y convalescencia de
la poblacion en riesgo. Esto contribuiria ademas a que la poblacién guatemalteca
esté bioldgicamente mejor preparada ante esta y otras enfermedades, mejorando su
calidad de vida y aumentando su productividad en beneficio comun.



. INTRODUCCION

La enfermedad diarreica continla siendo una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad infantil a nivel mundial. La prevencion de las infecciones
gastrointestinales requiere del manejo sanitario del agua y alimentos, asi como las
minimas medidas de higiene y servicios basicos en el hogar. Sin embargo en
Guatemala un gran porcentaje de la poblaciéon no tiene acceso a la infraestructura
sanitaria necesaria (1, 2). La poblacién infantil guatemalteca de escasos recursos
llega a sufrir de 8 a 11 episodios de diarrea anuales y uno de estos se complica
como diarrea persistente (3, 4). Los niflos que padecen episodios recurrentes de
diarrea en alguna etapa critica de su crecimiento pueden ver afectado su desarrollo

fisico e intelectual, con consecuencias graves para la poblacién afectada (5 - 7).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es un microorganismo infeccioso que
se ha identificado como el agente causal de aproximadamente cuatrocientos
millones de episodios de diarrea y cerca de setecientas mil muertes anuales de
nifios en edad preescolar a nivel mundial (1). Las diarreas asociadas a ETEC son
principalmente de caracter deshidratante, ocurriendo con mayor frecuencia en nifios
qgue inician la alimentacion complementaria al interrumpir la lactancia materna
exclusiva (1, 8, 9). ETEC produce enfermedad mediante la accion de una o dos
toxinas producidas y liberadas a nivel intestinal, con distinta susceptibilidad al calor,
denominadas toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST) (8). Adicionalmente
produce fimbrias o adhesinas denominadas factores de colonizacion intestinal, que
permiten la adhesién del microorganismo a la mucosa intestinal facilitando su
actividad (10, 11).

Aunque la prevenciéon de la diarrea por vacunas esta en etapa de desarrollo,
existe evidencia reciente de la capacidad humana de generar una respuesta inmune
ante la infeccién por ETEC luego de proporcionar dosis repetidas de una vacuna oral
a voluntarios de distintas partes del mundo (13-16). Dicha vacuna contiene como

principales componentes los factores de virulencia descubiertos en este



microorganismo. En su composicion se incluyen las enterotoxinas estable y labil y

los principales factores de colonizacion intestinal descubiertos a la fecha (12).

El presente estudio fue efectuado en pacientes de edad preescolar que
consultaron por diarrea deshidratante a la emergencia del hospital Roosevelt y la
unidad periférica del IGSS en la zona 11 de la ciudad capital de Guatemala a lo largo
de trece meses (cubriendo una estacién lluviosa). Los padres o encargados de los
nifios accedieron voluntariamente a participar firmando un consentimiento informado,
luego de explicarles el propdsito de la investigacion. Se investigd la presencia de
cepas de E. coli enterotoxigénica, caracterizando los aislamientos segun el tipo de
toxinas y factores de colonizacion expresados.

El objetivo principal del estudio fue describir la enfermedad diarreica asociada
con ETEC, asi como la produccién de toxinas y factores de colonizacion intestinal en
las cepas aisladas de la muestra.

Estos datos determinaron lo importante de las infecciones por ETEC en la
poblacién estudiada, cuya prevalencia en pacientes con diarrea deshidratante
severa ascendid al 19.05%. Este informe constituye un aporte técnico para
documentar el potencial beneficio de utilizar la vacuna en Guatemala luego de

describir su presencia y composicion en la poblacion.



llI.  ANTECEDENTES

A. Enfermedad diarreica

A nivel mundial la diarrea continGa siendo una de las principales causas de
muerte en nifios de edad preescolar. A pesar de conocerse sus causas principales,
las acciones preventivas no siempre se ejecutan de manera integral (1, 2). El
acceso a condiciones sanitarias basicas como agua potable, jabon, lavado de manos
adecuado, una correcta disposicion de las excretas, drenajes y la preparacion
higiénica de alimentos son los elementos que componen la primera linea de
prevencion de la enfermedad diarreica (2, 17, 18). Debido al poco avance en estos
indicadores de desarrollo, las vacunas contra agentes de diarrea tales como
Shigella, Rotavirus y Escherichia coli enterotoxigénica son consideradas por la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como prioritarias (19, 20).

En Guatemala la prevalencia total de diarreas, reportada por la Encuesta
Nacional de Salud Materno Infantil para el afio 1999, fue de 13.3% (21). De acuerdo
con el informe de UNICEF/CONAPLAM, la prevalencia de diarreas en Guatemala
durante meses lluviosos en 1999 fue de 28% del total de nifios menores de cinco
afos muestreados (22). Los datos de las Semanas Epidemiolégicas del Ministerio
de Salud Publica y Asistencia Social coinciden en reportar una mayor incidencia de
diarreas durante la estacion lluviosa en los meses de marzo a septiembre, con casos
menos frecuentes durante el resto del afio (23). Es conocido que la poblacién
guatemalteca de escasos recursos, tanto de sectores urbanos como rurales, es
quien padece mas episodios de diarrea (2, 3). La mayoria de los episodios de
diarrea en la poblacion infantil de paises en desarrollo ocurren durante los primeros
cinco afos de vida, sin embargo los procesos diarreicos mas severos y prolongados
se registran antes de cumplir los tres afios. Es durante este periodo que es crucial
la alimentacion adecuada del nifio y que no sufra de infecciones repetidas, pues se

determina su capacidad futura para el trabajo y la vida (3, 5, 24).



En Guatemala, el nifio que crece en un ambiente desfavorable puede sufrir de
8 a 11 episodios de diarrea por afo (4, 25). El once por ciento de estos episodios
evoluciona a diarrea persistente, definida como un proceso diarreico con mas de 14
dias de duracién (3). Considerando la frecuencia con que la enfermedad se repite
en los nifios, se puede estimar que antes de cumplir los 5 afos, ellos pasan mas de
cien dias al afio enfermos (26). Estos datos de diarrea persistente son similares a los
encontrados en otros paises en desarrollo como Brasil, Perd, Bolivia, Bangladesh y
varias naciones de Africa, en donde no es raro observar hasta 10 u 11 episodios de
diarrea durante el primer afio de vida, y al menos uno de ellos se convierte en
diarrea persistente, acumulando mas de 80 dias al afio padeciendo enfermedad
diarreica causada por mas de un agente infeccioso (3, 4, 17, 26, 27).

Las consecuencias en el desarrollo adecuado de las capacidades fisicas e
intelectuales del nifio son evidentes, especialmente al considerar la energia
invertida durante el tiempo que duran la infeccién y la convalescencia. En muchos
casos, por razones culturales, la recuperacion nutricional necesaria no se efectua.
Ademas la motivacion y capacidad de concentracion de cualquier preescolar
enfermo se reduce dramaticamente si la brusca deficiencia nutricional secundaria a
la infeccion, y su inadecuado tratamiento, afectan al nifio en una etapa critica del
desarrollo mental. El impacto es mayor si se trata de una desnutricion protéico
calorica (5 - 7, 28).

Las infecciones gastrointestinales son causadas por el ingreso de agentes
infecciosos al tracto gastrointestinal, a través del consumo de alimentos o liquidos
contaminados, por el contagio directo feco-oral debido a mala higiene o la ausencia
de servicios sanitarios adecuados y cualquier situacion que exponga a una fuente de
contaminacion fecal (2, 24). EIl agente infeccioso coloniza distintos sectores del
intestino. La diarrea, es decir, la emisién de heces liquidas, es la respuesta del
cuerpo a la infeccion y en algunos casos, es la consecuencia del metabolismo del

agente infeccioso (24).



Entre los agentes causantes de diarrea en el nifio preescolar figuran rotavirus y
adenovirus 40 y 41, cepas diarreogénicas de E. coli como E. coli enterotoxigénica,
numerosos parasitos como Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum y Cyclospora
cayetanensis, especies de Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae, Campylobacter

jejuni, entre otros (3, 24, 29).

B. E. coli diarreogénicas

El intestino humano resguarda una gran variedad de microorganismos,
principalmente bacterias que han encontrado alli las condiciones ideales para
desarrollarse sin dafar al hospedero. A nivel intestinal las cepas de Escherichia coli
son las mas frecuentemente aisladas de cultivos aerébicos de heces humanas pues
forman parte de la microbiota intestinal normal del hombre (8). Escherichia coli es
la especie tipica del género Escherichia, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae compuesta por bacilos Gram negativo que crecen bien en agar

sangre de carnero y agar MacConkey (8).

Escherichia coli puede presentarse en la naturaleza en variedades
distinguibles entre si, desde cepas no patdgenas y parte normal de la microbiota
intestinal hasta verdaderos patdégenos, incluyendo organismos oportunistas, como
en la infeccion urinaria. De manera que E. coli puede causar infeccion intestinal y
extraintestinal tanto en individuos sanos como inmunocomprometidos, pues es un
grupo heterogéneo de microorganismos poseedores de un amplio espectro de

interacciones con sus hospederos humanos (8, 30).

Las cepas enteropatdégenas de E. coli se subdividen en varios grupos de
acuerdo a sus propiedades y virulencias. En general, una E. coli diarreogénica debe
cumplir con los siguientes aspectos: a) colonizar un sitio de la mucosa intestinal, b)
evadir de alguna manera las defensas del hospedero, ¢) multiplicarse en el sitio

colonizado, d) causar el dafio al hospedero mediante mecanismos especificos (8).



La presencia de fimbrias o pilis de adherencia a superficies es una propiedad
asociada a una gran cantidad de microorganismos Yy virtualmente a todas las cepas
de E. coli, incluyendo las variedades no patogénicas. Sin embargo, ciertas cepas
diarreagénicas de E. coli poseen fimbrias de unidon especifica a las membranas de
los enterocitos que incrementan su habilidad de colonizacién intestinal, es decir que
permiten la adherencia a la mucosa del intestino delgado, un sitio normalmente libre

de microorganismos (8, 10, 11).

Una vez ocurrida la colonizacion, la patogenicidad que se produzca es muy
variable y depende marcadamente de la estrategia de cada cepa, por ejemplo: a)
produccion de enterotoxinas, b) invasion tisular, ¢) adherencia intima con interaccion
a la membrana. La versatilidad del genoma de E. coli es conferida principalmente
por dos configuraciones genéticas: pladsmidos de virulencia e islas cromosémicas de
patogenicidad. Existen cinco tipos reconocidos de E. coli diarreogénicas: E. coli
enteropatdgena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli enteroadherente (EAEC) (8).

C. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Como ETEC se clasifican aquellas cepas de E. coli productoras de una o dos
enterotoxinas con diferente susceptibilidad térmica (termolabil o termoestable),
codificadas en plasmidos. El microorganismo se sirve de fimbrias especificas
llamadas factores de colonizacion intestinal para invadir la mucosa del intestino
delgado en la cual inicia la produccién y liberaciébn de una o ambas toxinas cuya
accion en la mucosa induce un estado secretorio permanente, no invasivo ni
inflamatorio (8, 10 - 12).

1. Toxina termolabil (LT)
Es una enterotoxina muy relacionada con la toxina del célera. La toxina labil

consiste en toxinas oligoméricas similares en un 80% a la secuencia protéica de la
holotoxina de la subunidad B de la toxina del cOlera y ambas poseen la misma

actividad enzimatica y los mismos efectos en ensayos en animales y cultivos



celulares. La identidad del receptor primario de ambas toxinas difiere Unicamente en
el residuo His 13, conservando el resto de la secuencia (31 - 33). Ambas difieren en
el proceso de elaboracion y secrecion por el microorganismo, en la respuesta
especifica del linfocito T ayudador (CD - 4) en el hospedero y en su codificacion
genética (8, 30, 31).

Existen dos serogrupos mayoritarios: LT | y LT Il, sin reaccién cruzada entre
ambos. LT | es la Unica asociada con patogenicidad en humanos y animales (8, 31,
32). LT | es una toxina oligomérica de 80 kiloDaltons (kDa), compuesta de una
subunidad A de 28 kDa y cinco subunidades B idénticas entre si, de 11.5kDa cada
una. Las subunidades B se disponen en un arreglo de anillo o aro, uniéndose
fuertemente al gangliésido GM1 y débilmente al gangliosido GD1b y ciertas
glucoproteinas intestinales similares. La subunidad A es la responsable de la
actividad enzimatica de la toxina Iabil, puede escindirse en dos subunidades, Al y
A2 enlazadas por un puente disulfuro. Estos mecanismos son similares a los de la
toxina del colera, pero menos pronunciados, por producirse menor cantidad de
toxina en ETEC que en V. cholerae (8, 30) (Anexo 1).

Existen variantes de la LT asociadas a patogenicidad en humanos (LTh) y a
porcinos (LTp). Sin embargo existen reportes que consideran que, en algunos
ambientes como Egipto, la LT no se asocia con enfermedad diarreica (8, 34). Los
genes que codifican las LT en E. coli enterotoxigénica residen en plasmidos que
también pueden contener genes codificando la toxina termoestable (TE o ST) y/o

factores de colonizacion intestinal (8, 31, 35).

2. Toxina termoestable (ST)
En contraste respecto a las toxinas labiles, que son estructuras oligoméricas

grandes, la toxina termoestable es de menor tamafio; consiste en un péptido de 48
aminoacidos que contiene dos puentes disulfuro, ubicados entre los residuos 10 y 48
y los residuos 21 y 36, cruciales para la actividad biologica de la toxina y su
estabilidad térmica (32).



La investigacion de su estructura mediante resonancia magnética nuclear ha
reportado dos configuraciones de hélice entre los residuos 10 y 22 y los residuos 38
al 44. La estructura helicoidal 10-22 deja expuestos varios residuos con grupos
funcionales polares, que han sido asociados con la toxicidad de la ST. Los residuos
hidrofobicos en las caras opuestas de las hélices 10-22 y 38-44 hacen contacto con
el extremo C-terminal de la toxina. Otra regién hidrofébica, que inicia en el residuo
21 y concluye en el 36, da lugar a un gancho que expone dos residuos Arg 29 y Asp
30, supuestamente responsables de la induccion de actividad secretoria intestinal
(32).

Existen dos tipos de Toxina estable, la ST-h o ST-a, reportada en cepas
aisladas en humanos y la ST-p o ST-b, encontrada principalmente en cerdos. La
ST-h es producida por ETEC y otras bacterias Gram-negativo, incluyendo a Yersinia
enterocolitica y Vibrio cholerae no-O1. ST-h tiene una similitud protéica del 50% con
la toxina estable 1 de la E. coli enteroadherente (8). La ST-h madura es un péptido
de 18 a 19 aminoacidos con una masa molecular de 2kDa. Ambas variantes pueden
encontrarse en cepas de ETEC aisladas de humanos y son casi idénticas en los 13
residuos necesarios y suficientes para actividad enterotoxica; de los 13 residuos, 6
son cisteinas que forman tres enlaces disulfuro intramoleculares, sin embargo se ha
reportado que la ST-h es la Unica toxina capaz de causar enfermedad en humanos
(8, 36). En el caso de Guatemala, la toxina estable porcina si se asocia con
enfermedad diarreica en nifios del altiplano central (Torres O., INCAP, comunicacion

personal).

La toxina estable humana (ST-h) es inicialmente producida como un precursor
de 72 aminoacidos que es escindida por peptidasas en un péptido de 53
aminoacidos. Esta forma es transportada al periplasma, donde se forman los
enlaces disulfuro. Una proteasa aun no definida procesa la pro-ST-h hasta la toxina
madura de 18 a 19 aminoacidos, que luego es liberada por difusién a través de la
membrana externa. El aspecto mas importante de su estructura es el extremo C-
terminal, poseedor de una secuencia altamente conservada que incluye seis

cisteinas que forman tres puentes disulfuro intramoleculares, requeridos tanto para



la unién con el receptor como para la actividad biolégica y le confieren su
termoestabilidad (8, 32, 37).

El receptor principal de la ST-h es una enzima en la membrana apical de las
celulas epiteliales intestinales. EIl receptor guanilato ciclasa (GC-C) no es el Unico
capaz de unirse a la toxina estable pero es el Unico identificado y confirmado a la
fecha (8).

3. Factores de colonizacidn intestinal
Escherichia coli posee fimbrias y flagelos peritricos al igual que el resto de

microorganismos relacionados. Mientras los flagelos consisten esencialmente en
proteinas con funcion estructural y/o contractil, las fimbrias son generalmente mas
cortas y delgadas que los flagelos, aunque con similar composicion proteica. En
algunas bacterias existen propiedades de virulencia asociadas a la presencia de
ciertos tipos de fimbrias. Escherichia coli enterotoxigénica posee fimbrias que utiliza
como factores de adherencia al epitelio intestinal mediante las cuales coloniza el
intestino (8, 10, 38).

Al examinarse al microscopio electronico, las cepas de ETEC muestran sus
flagelos peritricos normales y numerosas fimbrias con multiples morfologias en la
misma bacteria. Se han caracterizado numerosos factores de colonizacion o
fimbrias, aunque muchas de estas deben aun identificarse y solamente se presume

su existencia (8, 10, 11)

Un obstaculo muy grande para el desarrollo de vacunas es la heterogenicidad
antigénica derivada de la expresion multiple de antigenos fimbricos, la mayoria
codificados en plasmidos que también codifican las toxinas labil y estable (8, 10, 11,
20, 30, 35, 37)

ETEC presenta cierta especificidad en la asociacion de fimbrias con hospedero,
por ejemplo, las cepas de ETEC que expresan el antigeno K99 son patdgenas para

cerdos, ovejas y carneros, mientras que las cepas que expresan el antigeno K88



Gnicamente causan enfermedad en cerdos. Para los humanos existe el arreglo
especifico de antigenos denominados factores de colonizacion o CFA (por sus siglas
en inglés: Colonization Factor Antigen). La terminologia de los factores de
colonizacion es confusa e inconsistente, sin embargo se han acordado
denominaciones Utiles basadas en el orden de descripcion inicial, precedida de las
siglas CSA (abreviatura del inglés: Coli Surface Antigen). Los factores de
colonizacion pueden subdividirse por sus caracteristicas morfolégicas en: rigidos,

bastones flexibles, bastones muy flexibles o de tipo alambre (8, 38, 39) (Anexo 2).

El primer factor de colonizacién descrito fue denominado CFA/I, del cual se ha
confirmado su importancia en la patogenicidad de ETEC asi como su papel en la
obtencion de inmunidad en humanos (11, 39). CFA/Il fue descubierto después,
encontrandose que estaba compuesto de otras dos proteinas distintas:
exclusivamente compuesto de CS3 o junto a CS1 o CS2. Otros importantes factores
de colonizacion descritos son: CFA/IIl, CFA/IV, CS4, CS5, CS6, CS7, CS17,
PCFO159 y PCFO166, para los cuales ya se han producido anticuerpos

monoclonales que se emplean en su determinacion en laboratorio (11, 38-42).

4. Patogenicidad
La infeccion por ETEC se adquiere a través de la via oral por agua y alimentos

contaminados, de la misma manera en que se adquieren otros agentes causantes
de diarrea (2, 3, 17, 23). La patogenicidad de ETEC radica en su capacidad de
colonizar la mucosa intestinal mediante los factores de colonizacion y a la vez
producir una 0 ambas enterotoxinas (8). La colonizacion de la mucosa intestinal
ocurre antes o simultaneamente a la liberacion de las toxinas, sin embargo ETEC no
€S un microorganismo invasivo, sino que se multiplica sobre las microvellosidades
intestinales en cuya vecindad libera las toxinas inductoras del estado secretorio que
origina la diarrea. Cuando ETEC expresa factores de colonizacién se incrementa su
virulencia, ya que la mayoria de dichos factores promueven la adhesion de ETEC al
intestino (8, 11, 39) (Anexo 3)



Los sitios de union de la toxina labil de ETEC y la toxina del célera con la
mucosa intestinal son idénticos en estructura y composicion, con la Unica excepcion
del residuo Hisl3. Debido a su elevada homologia estructural y funcional
probablemente existe una relacion evolutiva. De acuerdo con varios autores, la gran
similitud estructural entre la toxina labil y la toxina del colera es suficiente para

extrapolar las observaciones de sus mecanismos de accion (8, 31, 33).

Durante la infeccion, la toxina labil se une a la membrana de la célula
hospedera, luego es internalizada por endocitosis y translocada a través de la célula
en un proceso que involucra transporte vesicular trans-Golgi. El blanco celular de la
toxina es la adenilato — ciclasa, localizada en la membrana basolateral de la célula
epitelial polarizada intestinal (8, 31). El péptido Al de la toxina labil posee actividad
ADP-ribosiltransferasa y actia transfiriendo un ADP-ribosil del NAD a la subunidad
alfa de la proteina de union GTP Gsa presente en la célula, la cual estimula la
actividad de adenilato-ciclasa. La actividad de la ADP-ribosiltransferasa sobre la
subunidad Gsa resulta en la activacion permanente de la adenilato-ciclasa, lo cual
eleva los niveles intracelulares de AMP ciclico (AMPc). La protein cinasa
dependiente de AMPc es en consecuencia activada, llevando a la fosforilacion
anormalmente elevada de los canales de cloruro ubicados en las membranas
apicales de las células epiteliales. El canal de cloruro activado mayoritariamente por
la LT y la toxina del colera es el mismo canal que esta ausente o defectuoso en la
fibrosis quistica, el regulador de conduccion transmembranoso de la fibrosis quistica,
RCTF o CFTR (31) (Anexo 4).

El resultado neto de este proceso es la estimulacion de la secrecién de iones
CI' de las células secretorias y la inhibicion de la absorcién de NaCl en el extremo de
las vellosidades celulares. El aumento en la concentracion de iones en el lumen
intestinal acarrea agua de manera pasiva a través de rutas paracelulares, resultando
en una diarrea osmatica similar a la que se presenta en la infeccion por V. cholerae.
La diarrea provocada puede llegar a ser extremadamente debilitante y en algunos
casos fatal si no se recibe tratamiento; aunque existen casos muy leves (5, 8, 24, 25,
28, 31).



Otros mecanismos probables de la actividad de la toxina labil son
probablemente mediados por:

a. Prostaglandinas:
Las toxinas podrian estimular la sintesis y liberacion de metabolitos del &cido

araquidoénico como prostaglandinas y leucotrienos, que estimulan el transporte de

electrolitos y la motilidad intestinal.

b. Sistema nervioso entérico:
Dicho sistema regula la motilidad intestinal y la secrecion de iones. Tanto la

serotonina como el polipéptido vasoactivo intestinal, capaces de estimular la
secrecion en las células epiteliales intestinales, son liberadas en el intestino delgado

humano luego de recibir exposicion a la toxina del célera.

C. Interleucina — 6:
Este tercer posible mecanismo podria involucrar una respuesta inflamatoria intestinal

moderada, debida a la exposicion a la toxina labil y a la toxina del colera. Esta
tltima es capaz de estimular la produccion de la citocina interleucina — 6 activando
el sistema inmune entérico y en potencia se generarian metabolitos del &acido

araquidonico que estimularian la secrecion (8, 31).

La toxina estable, a diferencia de la labil, se compone de una corta secuencia
de aminoécidos, entre los cuales la cisteina es uno de los principales (32, 35). Los
abundantes puentes de disulfuro presentes en la molécula a raiz de la elevada
cantidad de cisteina son los que confieren la termorresistencia a la toxina, mientras
que cierto arreglo de grupos hidrofébicos e hidrofilicos en las dos hélices peptidicas
de la toxina son los responsables de la union al receptor guanilato-ciclasa (GC-C);
para luego estimular la actividad de la GC que conlleva la elevacion de los niveles de
cGMP intracelular. Como resultado final se estimula la secrecion de cloruros y/o la
inhibicion de la absorcion de cloruro de sodio resultando en una secrecion intestinal
de liquido (32). Los pasos intermedios involucrados aun no son claros, sin embargo

se sabe que al final, el canal de cloruros se activa secretandose iones cloruro a la



luz intestinal. Otros mecanismos propuestos que expliquen la actividad de la toxina

estable involucran a las prostaglandinas, el calcio y el SNE (8, 32) (Anexo 5).

La ubicacion intestinal de los receptores de ambas toxinas tiene implicaciones
importantes. En contraste con los 15 a 60 minutos requeridos por la LT para
translocarse y activar el complejo adenilato-ciclasa basolateral, la ST actia mucho

mas rapido debido a la localizacion apical de su receptor (8) (Anexo 5).

5. Manifestaciones clinicas

La diarrea causada por ETEC ocurre con una intensidad que varia de leve a
severa, es decir que los pacientes sufren de diarrea solamente o acompafada de
fiebres, nausea, vomitos y grados de deshidratacion que aumentan conforme la
infecciébn es mas virulenta (3, 8, 25, 27, 40, 41). Los procesos diarreicos severos
tienen como consecuencia una deshidratacion fuerte debida a la inapetencia
secundaria a la nausea del paciente, sin embargo no son muy frecuentes. Los
casos leves se manifiestan como pocas deposiciones liquidas y casi ninguna
molestia adicional y requieren como tratamiento la reposicion de liquidos por via oral
(9, 24, 41). Sin embargo en los casos severos se debe evaluar la pérdida de masa
corporal debida a la deshidratacion antes de indicar el volumen de liquido a reponer.
En casi la totalidad de los casos, la diarrea es auto-limitante, requiriéndose
Gnicamente la reposicién constante de liquidos por via oral para compensar las

pérdidas por la diarrea y los vomitos (24, 28, 41).

Es notable la asociacion que las infecciones por ETEC productora de toxina
estable (ST) tienen sobre el retardo en el crecimiento. En Guatemala, estudios no
publicados por el Dr. J. R. Cruz determinaron una fuerte asociacion entre episodios
de diarrea por ETEC — ST y retardo en talla para edad en nifios de Santa Maria de

Jesus, Sacatepéquez (Torres O., INCAP, comunicacion personal).

La inmunosupresion incrementa la severidad de cualquier patologia. Al

debilitarse el sistema inmune del paciente se ven aumentadas la intensidad y



frecuencia de las diarreas asi como el dafio ejercido al enfermo. Otra consecuencia
de esto son las infecciones multiples, incluso por agentes etiolégicos no
convencionales (25, 45). En estos pacientes la incompetencia inmunitaria
predispone a padecer infecciones oportunistas causadas por microorganismos
distintos de ETEC, rotavirus, Shigella spp. o Campylobacter spp. Aunque la
inapetencia y la debilidad son comunes al proceso diarreico sin importar el agente
infeccioso, la fase aguda y la convalescencia de las infecciones mudltiples en

pacientes inmunocomprometidos se tornan mas prolongadas (4-7, 25-29, 46).

6. Epidemiologia

Las cepas de ETEC estan asociadas con dos patologias o eventos clinicos
caracteristicos: la diarrea del destete o del inicio de alimentacibn complementaria, y
la diarrea del viajero (8, 9, 39, 43, 46-49). EIl patrén epidemiolégico de la
enfermedad causada por ETEC esta sujeto a la combinacién de los siguientes
factores: a) la imunidad de mucosas ante la infeccion por ETEC que se desarrolla en
aquellas personas expuestas previamente al microorganismo, b) individuos
asintomaticos portadores de una considerable cantidad de ETEC virulento en las
heces; y c¢) la infeccion requiere dosis infectivas altas para desarrollarse en
hospederos susceptibles. Estos tres aspectos crean una situacion en la cual las
regiones con abundantes casos de diarrea por ETEC mantienen una fuerte
contaminacion ambiental en general y, por lo tanto, la mayoria de los infantes de
dichas areas padeceran episodios por ETEC durante el inicio de la alimentacion
complementaria. El porcentaje de casos de diarrea infantil esporddica endémica
debidos a ETEC registrados a nivel mundial varia del 10 al 38% (8, 50-52).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que E. coli
enterotoxigénica causa aproximadamente 400 millones de episodios de diarrea y
cerca de 700,000 muertes de nifios en edad pre-escolar, cada afo (1). Las
personas afectadas son principalmente aquellas de escasos recursos que residen en
paises en vias de desarrollo como Bangladesh, Egipto, Nicaragua, México, Nigeria,
Tailandia, Indonesia, Nepal, India, Argentina; e incluso se ha descrito a ETEC como

agente causal de diarrea deshidratante en miembros de fuerzas armadas



estadounidenses operativas en paises en desarrollo. La OMS ademas ha
recomendado la busqueda de vacunas contra ETEC con el objeto de prevenir el
retardo en talla en paises en desarrollo (8, 19, 20, 29, 36, 47-52).

ETEC se ha asociado con el 27% de episodios de diarrea en nifios que inician
la alimentacion complementaria, mientras que en las area peri-urbanas ETEC se ha
encontrado en el 16% de nifios con diarrea aguda y en el 3.8% de controles sanos,
aungue existen datos que indican una mayor cantidad de portadores asintomaticos,
llegando a 13.3% e incluso 19% de los controles asintomaticos estudiados en
latinoamérica (3, 8, 9, 25, 27, 48, 51, 52).

Los nifios en edad escolar y los adultos usualmente presentan una baja
incidencia de infeccion sintomatica de ETEC. Los aislamientos de ETEC productora
de ST, ST o ST/LT combinadas varian de acuerdo con las regiones estudiadas;
ETEC-LT se ha reportado entre un 13 hasta 57% de los aislamientos, ETEC-ST se
ha encontrado entre un 8 a 54% de los aislamientos, y ETEC productora de ambas
toxinas se encuentra en menores proporciones, que van del 7% al 26% (47-49).
Los factores de colonizacién intestinal estan ampliamente distribuidos, reportandose
su presencia desde un 23% hasta un 94% de los aislamientos de ETEC en sitios de
América Latina, Asia, Norteamérica, Europa, y Oriente Medio, sin embargo, las
variaciones dependen mucho de los métodos empleados en cada investigacion (8-
11, 36, 39, 50-54).

En las &reas rurales de Guatemala, ETEC productora de toxina labil y/o toxina
estable se asocio con el 8.9% de casos de diarrea aguda en nifios mayores de un
afo. Es interesante resaltar que ETEC productora de ST se encontré en el 14.1%
de casos de diarrea persistente en nifios de cero a tres afios de edad de areas
rurales pobres de Guatemala (3, 4, 25). Sin embargo, en estos estudios realizados

en nuestro pais no se estudiaron los factores de colonizacion presentes.



Resultados preliminares de un estudio en curso actualmente en Guatemala,
indican que el 47% de los casos positivos para ETEC se asocian con toxina labil, un
33% con toxina estable y un 20% con toxina estable y labil. Los factores de
colonizacion (FC) mas abundantes son CS6, encontrado en un 34% de los
aislamientos positivos para FC, CS3 (14.5%) asociado con el CS1 (10.9%), CS5
(10.9%, presente en algunos aislamientos con CS6), CS17 (9.1%); y en menor
porcentaje CS7 (5.5%), CFA | (5.5%). Por ultimo CFA Ill, CS2, CS4, PCFO166 y
PCFO159 con muy pocos aislamientos que en total alcanzan un 9.1% (Gonzalez W.,

INCAP, comunicacién personal).

A pesar de la similitud de la toxina del célera con la enterotoxina labil de ETEC,
la infeccion por Vibrio cholerae no es responsable de tanta morbilidad como la
infeccién por ETEC, debido a la amplia distribucién de ETEC en el ambiente de casi
todo el mundo (8, 31). V. cholerae se ha asociado con brotes epidémicos que han
alcanzado magnitudes pandémicas, a diferencia de ETEC que se presenta con
regularidad y a lo largo del tiempo en las mismas poblaciones en que se ha padecido
el cOlera, ademas de encontrarse regularmente en personas sin sintomas diarreicos,
considerados portadores asintomaticos, pero que aportan una carga moérbida muy
elevada (4, 8, 25, 27, 49-52).

El reporte de que se necesiten grandes cantidades de E. coli enterotoxigénica
para producir una infeccion apunta a la prevencion sanitaria, como la cloracion del
agua o la desinfeccion solar en areas rurales, como una forma sencilla de prevenir la
infeccion al reducir el total de la carga microbiana. Sin embargo, dentro de los
hogares que reciben el agua ya sanitizada, debe existir un adecuado manejo de la
misma (16, 30, 46, 47, 55).

7. Inmunidad

El intestino delgado posee una membrana mucosa de gran superficie,
especializada en la captacién de los nutrientes asimilables del quimo vertido por el
estbmago. En el [imen intestinal abundan diversos tipos de microorganismos ante

los cuales se ejerce suficiente control. EIl sistema inmune en este dérgano se



compone de tres distintos arreglos celulares: las placas de Peyer, que consisten en
foliculos linfoides ubicados en la mucosa y que se extienden hasta la submucosa
intestinal, especialmente en el ileo; los linfocitos de la lamina propia, basicamente
linfocitos B, secretores de IgA y los linfocitos intraepiteliales, ubicados en los

espacios basolaterales del lumen (56, 57).

La frecuente observacion de una mayor incidencia y severidad de diarreas en
poblacion infantil, especialmente menores de cinco afios, comparada con jovenes 0
adultos, ha sugerido el desarrollo paulatino de inmunidad luego de cada proceso
infeccioso. En consecuencia, una estrategia Util es evitar que en los primeros meses
ocurran episodios de diarrea 0 que se tornen severos, minimizando asi el
debilitamiento extremo del nifio y al mismo tiempo permitiendo que desarrolle los
anticuerpos necesarios. En las personas originarias de naciones industrializadas
que visitan paises en vias de desarrollo la diarrea del viajero ocurre sin importar la
edad de la persona infectada, pues la susceptibilidad del individuo a la infeccion
depende de haber estado expuesto al microorganismo en el pasado. La severidad
del proceso diarreico siempre es mas preocupante en nifios que en personas
mayores (4-8, 26, 43, 44, 51, 52).

La toxina labil de ETEC se comporta en gran parte como inmunégeno por su
gran tamano, a diferencia de la toxina estable que escapa del sistema inmune sin
provocar una respuesta inmune util. La similitud de la toxina labil con la toxina del
cblera supone una proteccién cruzada ante la infecciéon por las dos especies. Los
factores de colonizacién también son detectados por el sistema inmune para
producir anticuerpos especificos. Dicha respuesta inmune generalmente consiste en
anticuerpos anti-toxina y anti-fimbrias detectados a nivel sérico e intestinal en
personas que han padecido episodios de diarrea por ETEC (8, 12-14, 54, 56, 57).
La toxina estable no se ha asociado a la produccion de una respuesta inmune, su
tamafo tan pequefio le permite pasar de manera desapercibida ante el sistema
inmunoldgico. De alli que las cepas productoras de toxina estable exclusiva causen
infecciones repetidas. En Santa Maria de Jesus, Sacatepequez, se han
documentado hasta 33 episodios de diarrea, con intervalos de al menos 3 dias sin

sintomas, en un nifio de 36 meses de edad (INCAP datos no publicados).



Durante los ultimos afios se ha investigado la utilidad y seguridad de una
vacuna que prevenga la diarrea causada por ETEC. Los estudios han demostrado
que es posible inducir respuestas inmunes diversas en voluntarios, tanto en nifios
como adultos de ambos sexos, luego de recibir dosis de la vacuna. Dicha vacuna
contiene los principales factores de colonizacion de ETEC y sus toxinas, el
microorganismo muerto y la subunidad B de la toxina del colera (8, 12-16, 34, 54,
57-59). Actualmente se estan realizando ensayos clinicos controlados en
Guatemala. Lamentablemente en las pruebas de Egipto, Israel y Guatemala, la
vacuna con microorganismos muertos no ha sido eficaz en todas las pruebas
clinicas (15, 16)

Se han detectado respuestas inmunes éptimas que han protegido de manera
significativa a diversos grupos de voluntarios que han sido expuestos a ETEC luego
de haber recibido la vacuna. Las respuestas inmunes se han medido en base a
anticuerpos IgA, 1gG e IgM en suero, actividad especifica de células M en distintas
porciones de intestino delgado humano, cantidad de anticuerpos IgA en lavados
intestinales y otras variantes (8, 12-16, 34, 54, 57-59).

Las respuestas inmunes de los voluntarios que han recibido previamente la
vacuna muestran indicadores celulares y humorales con supuesto efecto protector
anti ETEC, especificamente a partir de la primera y segunda dosis de la vacuna,
mientras que luego de una tercera dosis algunos indicadores muestran incluso una
disminucién en la respuesta inmune (14, 44, 54, 57, 58). En estos individuos se ha
demostrado una proteccidon consistente ante la exposicion con ETEC virulento (34,
57, 58).

Numerosos estudios han demostrado también la proteccion brindada por la
leche materna ante la ocurrencia de diarrea. Aquellos nifios que han recibido
Unicamente leche materna durante los primeros meses han manifestado obtener una
proteccion significativa ante episodios severos de diarrea por ETEC, Campylobacter
sp. y otros procesos infecciosos; dicha proteccion concluye al suspenderse la

lactancia materna e iniciarse la alimentaciéon complementaria (3, 9, 24, 46, 60-65).



Asimismo, la susceptibilidad ante infecciones gastrointestinales se incrementa
al iniciarse la alimentacion complementaria mientras paulatinamente se suspende la
lactancia materna exclusiva (9, 62-64). En el area rural se ha demostrado una
mayor ocurrencia de episodios diarreicos al iniciarse la alimentacion complementaria
durante o antes del tercer mes de vida, a diferencia de los lactantes que reciben
alimentos distintos de la leche materna luego del cuarto a sexto mes de vida (3, 4, 9,
25, 46). La causa del problema ha sido la contaminacién casi permanente de los
alimentos preparados en el hogar y que el nifio con lactancia materna exclusiva
jamas llega a recibir, sin embargo al iniciar la alimentacion complementaria recibe de
sus alimentos una gran carga microbiana frecuentemente acompafada de
enteropatogenos, produciéndose sus primeros episodios de diarrea (9, 17, 46, 62-
66).

La proteccion de la leche materna ante la infeccion gastrointestinal del lactante
se atribuye tanto a inmunoglobulinas como a componentes no inmunoglobulinicos.
La inmunoglobulina A (IgA) secretoria ha demostrado su capacidad protectora ante
la infeccién por Campylobacter sp., y ETEC productor de toxina I4bil, mientras que
las fracciones no inmunoglobulinicas han brindado una proteccién bastante
especifica, ya que limita la adherencia intestinal de ETEC mediada por CFA | y I
(60-64). Las extensas pruebas del factor protector de la IgA presente en la leche
materna sugieren recomendar la continuacién de la lactancia normal durante la

diarrea, hasta la fecha convencionalmente empleada de 6 meses de lactancia.

8. Diagnastico:

La definicibn mas aceptada de diarrea concuerda con las siguientes
manifestaciones clinicas: un incremento en dos o mas veces el nimero normal de
deposiciones, las cuales, de acuerdo a la impresion del paciente o madre de familia,
se han tornado mas blandas o liquidas en las ultimas 24 horas. El origen infeccioso
de la diarrea solo puede descartarse mediante un examen de heces que investigue

agentes parasitarios, bacterianos y virales. Con fines practicos se define a la diarrea



como la ocurrencia de tres o mas deposiciones liquidas en un periodo de 24 horas
(24).

E. coli enterotoxigénica puede detectarse luego de efectuar un cultivo de heces
en agar MaConkey, del cual se aislan y preservan colonias tipicas de E. coli para
investigar en ellas la presencia de toxinas y factores de colonizacién o bien los
genes que estan asociados con su produccién, de acuerdo a metodologias
previamente descritas (8, 11, 38, 40, 50, 53).

La presencia de infecciones por E. coli enterotoxigénica ha sido descrita en
distintas localidades empleando las mismas herramientas bésicas. La investigacion
de serogrupos 0 y H es de cierta utilidad para descartar la presencia de cepas
enterohemorragicas, asociadas a la combinacion de antigenos 0157 y H7. Sin
embargo, con ETEC existen muchas combinaciones de serogrupos que coinciden
con la presencia de una o dos de las toxinas y uno o mas factores de colonizacion.
Para la deteccion de ETEC se hace mas facil la determinacion directa de sus toxinas
o los genes relacionados y no el descarte de una gran variedad de serogrupos
haciendo correlaciones que permitan sospechar de ETEC como agente causal (8,
11, 40, 41). La toxina labil puede detectarse por medio de un inmunoensayo que
aprovecha su afinidad especifica por el gangliosido GM1 presente en la membrana

epitelial del intestino delgado y otras células del cuerpo (8, 31, 66, 67).

El andlisis inicia con el aislamiento y conservacion de al menos cinco colonias
de E. coli seleccionadas del coprocultivo inicial por las caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas de las colonias lactosa positivo. El procedimiento permite detectar cual
de las cinco colonias produce toxinas. La técnica es un ELISA directo previamente
descrito, que investiga colonias de E. coli cultivadas en agar MacConkey y sub
cultivadas individualmente en caldo Luria Bertani (LB) dentro de pozos de placas de
ELISA recubiertos de gangliosido GM1 (40, 67). Las bacterias productoras de toxina
labil se fijan al GM1, luego un anticuerpo anti TL se une a los pozos con bacterias
productoras de TL. Seguidamente se adiciona el conjugado, un anticuerpo anti IgG

marcado con la enzima peroxidasa. Luego el revelador o substrato de la enzima



(H202) junto con o-fenilendiamina (OPD). La descomposicidon del perdxido induce el

cambio de color del OPD en la region de los 350 nm (40, 67).

Antes de 20 minutos, los pozos de la placa inoculados con cepas productoras
de toxina labil tendrdn un color amarillo-naranja, mientras los pozos con cepas

negativas permaneceran transparentes (40, 67).

La toxina estable se detecta mediante un ELISA inhibicion a partir del mismo
crecimiento bacteriano en caldo LB de los pozos en la placa de LT. La toxina ST,
asi como la sub unidad B de la toxina del cdlera (CTB), presentan la misma afinidad
por el GM1 que se ha descrito para la toxina labil. Para el ELISA ST se transfieren
cuidadosamente 50uL del crecimiento de E. coli de caldo LB de cada pozo de la
placa LT hacia su equivalente en una nueva placa recubierta de GM1, en donde
inmediatamente se adiciona la subunidad B de la toxina del cdlera (ST-CTB). En los
pozos que contengan bacterias productoras de ST se producira una inhibicion de la
unién con el GM1, debido a la competencia entre la ST y el ST-CTB, mientras que
en los pozos con bacterias no productoras de ST ocurrira la unién inmediata del ST-
CTB con el GM1 al no ocurrir inhibicion competitiva. Al afiadir anticuerpos anti ST a
los pozos, estos anticuerpos se uniran exclusivamente al ST-CTB que se encuentre

unido al GM1 en los pozos con bacterias negativas para ST (40).

El conjugado y el revelador evidencian la positividad de las cepas de manera
opuesta a la placa ST. Por lo tanto la imagen obtenida en el ELISA de las colonias
positivas para ST es la inversa de la imagen en las placas positivas para LT; es

decir, que los pozos amarillos son negativos y los incoloros son positivos (40).

Las colonias positivas para al menos una de las toxinas son confirmadas con el
mismo procedimiento basico, modificandose Unicamente el patron de inoculacion en
las placas LT confirmatorias. Cada colonia positiva en el tamizaje se preserva en
agar nutritivo a partir de la caja de agar MacConkey de donde se tomd la colonia
inoculada en la placa de tamizaje. Las colonias positivas en agar nutritivo son

subcultivadas en agar MacConkey el dia previo de inocular las placas de



confirmacién. Cada colonia es inoculada en un pozo con caldo LB, también en un
segmento de una caja con agar CFA con sales biliares y una caja con agar CFA sin
sales biliares, para la expresion de factores de colonizacién intestinal. Las colonias
positivas en el ELISA confirmatorio son tomadas del agar CFA para suspenderlas en
PBS previo a ser analizadas mediante un Dot-Blot para factores de colonizacién
(40).

El Dot-Blot emplea tiras de nitrocelulosa previamente bloqueadas con PBS y
albumina bovina sérica. Sobre ellas se depositan pequefias cantidades de
suspension de cada colonia a investigar a la par de cepas control. Cada tira es
bafiada de anticuerpos monoclonales (Mab) especificos para cada factor de
colonizacion, de manera que se preparan tantas tiras como anticuerpos anti CFA se
prueban. La unién del anticuerpo con las colonias depositadas en la tira se
evidencia con la unién de un nuevo anticuerpo anti-Mab-CFA marcado con una
enzima. La produccion de color luego de afiadir el revelador es suficiente para el

registro de la presencia de dicho factor de colonizacion en la cepa estudiada (38-40).

9. Tratamiento

El hallazgo de E. coli en cultivo de heces de menores de seis meses de edad
con diarrea se ha considerado patolégico mientras que luego de los seis meses a un
afo se considera microbiota normal intestinal (3, 8, 30). Debido a que los ensayos
para diferenciar las distintas cepas de E. coli diarreogénicas no estan disponibles en
la mayoria de centros asistenciales, el tratamiento de la diarrea aguda con fiebre que
se presume sea causada por E. coli siempre consiste en antibiéticos seleccionados
por su patron de susceptibilidad. Sin embargo, la efectividad de la terapia
antimicrobiana en la infeccién por ETEC dificiilmente reduce la duracion de un
proceso que surge abruptamente y tiende a ser autolimitante en casi la totalidad de
los casos. Por esto, de acuerdo a la OMS, el tratamiento con antibiéticos no es
recomendable (3, 24, 27, 44).

La diarrea causada por ETEC deshidrata al paciente en diversos grados. La

rehidratacion empleada en muchos centros asistenciales se sistematiza en



respuesta a dichos niveles de deshidratacidbn en tres planes: A, B y C, que
corresponden a la rehidratacion preventiva, la rehidratacion por via oral y por ultimo
la rehidratacién rapida por via intravenosa en pacientes con choque hipovolémico,

respectivamente (44).

En la rehidratacion preventiva o plan A, se administran bebidas y alimentos
ricos en liquido, no necesariamente soluciones de rehidratacion oral como en el plan
B. En el plan B, la solucion que el paciente recibe se compone de agua y sales de
rehidrataciéon oral: cloruro de sodio, citrato trisédico dihidratado, cloruro de potasio y
glucosa, en las proporciones recomendadas por la OMS y UNICEF. La osmolaridad
de la solucion descrita alcanza los 311 mmol/L, semejante a la del plasma humano,
sin embargo existen estudios que no descartan la utilidad de soluciones
hipoosmolares (aproximadamente 224 mmol/L) y que contengan sucrosa en lugar de
glucosa para el tratamiento de la deshidratacién severa en nifios con marasmo. La
ventaja reportada se fundamenta en que la sucrosa se subdivide en glucosa,
asimilada en el yeyuno; y fructosa, captada tanto en el yeyuno como en el ileon,
ambos monosacaridos absorbidos por difusion facilitada junto con el sodio (44, 65,
68, 69).

Las diarreas causadas por una 0 ambas enterotoxinas tienden a ser de tipo
moderado, la deshidratacion sin embargo, puede alcanzar el nivel de choque
hipovolémico. Al mismo tiempo que se administra rehidratacion con suero oral o
intravenoso, los neonatos o0 preescolares lactantes deben continuar recibiendo

lactancia materna en la cantidad que sean capaces de aceptar (9, 48, 56, 61-64).



IV. JUSTIFICACION

La diarrea aguda y sus complicaciones contindan siendo una de las principales
causas de morbi-mortalidad en poblacion infantil guatemalteca. La prevencion de
las enfermedades gastrointestinales y las graves secuelas de las infecciones mal
tratadas gira principalmente alrededor de las mejoras en educacion y condiciones
sanitarias basicas, sin embargo los esfuerzos en Guatemala parecen ser
insuficientes (4-7, 9, 21-25).

La gran cantidad de agentes causales de diarrea complican el panorama
preventivo, pues el diagnéstico especifico requiere distinguir entre mas de 18
microorganismos, o al menos entre los mas prevalentes (3). Aungue la prevencion
primaria o el tratamiento de la diarrea no difiera tanto entre agentes causales como
en la intensidad de la deshidratacion, la inmunizacion es distinta para cada caso y el
exito en el desarrollo de vacunas requiere investigacion especifica (19, 20, 37, 47,
48).

La Organizacibn Mundial de la Salud ha recomendado la investigacion de
vacunas contra la diarrea, especificamente aquellas que prevengan contra Vibrio
cholerae, Escherichia coli enterotoxigénica, Shigella flexneri y Salmonella typhi, asi
como para rotavirus. Los aspectos a cubrir para la creacion de una vacuna anti
ETEC requieren de la definicibn adecuada de una respuesta inmune ante antigenos
de ETEC, el desarrollo, estandarizacién y validacion de indicadores inmunoldgicos
humanos correlacionados con la proteccién por el uso de la vacuna y el desarrollo
de pruebas clinicas en voluntarios (1, 14-16, 19, 20, 34, 47, 54, 56, 57). Previo a
esto es indispensable conocer el papel de las toxinas y los principales factores de
colonizacion de ETEC como agentes causales de diarrea en poblacion
guatemalteca. Con estos datos puede estimarse el potencial beneficio del uso de la
vacuna oral cuya composicion se ajuste al perfil antigénico de este importante

patdgeno circulante en la poblacion.



V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar la prevalencia e impacto clinico de la diarrea causada por E. coli
enterotoxigénica en niflos guatemaltecos que presenten diarrea de moderada a
severa y acuden a los servicios de la Pediatria del Hospital Roosevelt y la Unidad

Periférica del IGSS zona 11 durante un periodo de 12 meses.

B. Objetivos especificos

1. Conocer los tipos de enterotoxinas mas frecuentemente encontradas en E.
coli enterotoxigénica aislados en nifios guatemaltecos que presentan diarrea

de moderada a severa.
2. Conocer los factores de colonizacion mas frecuentemente asociados a

enfermedad diarreica causada por ETEC.



VI. HIPOTESIS

El presente estudio no requiere de hipotesis por ser de tipo descriptivo.



VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo
Pacientes menores de cinco afios de edad, que consultan a los servicios

hospitalarios de la Ciudad Capital por diarrea deshidratante.

B. Muestra
Se investigaron pacientes menores de cinco afos de edad que consultan a los

servicios de la Emergencia de Pediatria del Hospital Roosevelt y la Consulta Externa
de la Policlinica del IGSS zona 11 durante el periodo comprendido del mes de junio

del 2001 al mes de julio del 2002, cumpliendo con los siguientes criterios de

inclusion:

1. Ser menores de 59 meses de edad

2. Presentar diarrea moderada a severa definida como tres o mas
deposiciones liquidas en las ultimas 24 horas y que presenten al
menos uno de los siguientes sintomas adicionales: nausea, vomitos,
dolor abdominal o calambres, anorexia y fiebre.

3. Presentarse a los servicios hospitalarios en ausencia total de
tratamiento con antibidticos en las dos semanas previas a la consulta.

4. Consentimiento por escrito del padre de familia o encargado legal del

nifio para participar en el estudio (Anexo 6).

5. Se obtenga una muestra de heces.



C. Recursos
1. Humanos
Br. Omar Estuardo Lemus (Tesista).
Licda. Olga R. Torres de Matute (Asesora).
Lic. Rafael Antonio Pratdesaba Zea (Asesor).
Licda. Wanda Patricia Gonzalez (Colaboradora).
Dr. Louis A. Bourgeois, Universidad de Johns Hopkins (Colaborador).

Dra. Ann-Mari Svennerholm, Universidad de Gotenburgo (Colaboradora).

2. Fisicos
a. Materiales
I. Equipo:
— Agitador magnético.
— Agitador vortex.
— Asas de Nicromo.
— Autoclave.
— Balanza semianalitica Mettler Toledo PB1502-S.
— Bandeja para coloraciones.
— Campana bacteriolégica.
— Centrifuga para tubos de fondo conico.
— Cestas de tincion de laminas.
— Computadora personal con software Microsoft® Office y Microsoft® Excel,
Microsoft Corporation 1997.

— Congelador a -20°C.
— Congelador a -70°C.
— [Espétula de metal.
— Espectrofotometro Behring EL 311 lector de placas de ELISA a 350nm.
— Estufa eléctrica con rotor magnético.
— Gradillas metalicas.
— Gradillas plasticas para eppendorf.

— Hielera.



Impresora Epson LX 810.

Incubadoras a 37°C y a 42°C.

Macropipeteador.

Mechero Bunsen.

Microscopio 6ptico con objetivos 4x 10x 40x 100x.
Pinzas de acero.

Pipeta multicanal de 12 puntas, 50-200uL.
Pipetas automaticas 10-200uL, 100-1000uL.
Refrigerador.

Rotor horizontal IKA KS 260 Basic.

ii. Cristaleria:

Beakers de 10, 25, 40, 50, 100 y 250mL.

Botellas de 500 y 1000mL con tapdn de rosca.
Embudo para filtracibn con membrana MILIPORE.
Erlenmeyers de 25, 50, 500 y 1000mL.

Kitazato de 1000mL.

Tubos de ensayo 16x125 mm.

Tubos de ensayo de 10x130 mm.

Tubos de fondo coénico.

Viales de dos dracmas.

Viales de un dracma.

iii. Materiales de laboratorio:

Garrafén plastico NALGENE de 18 L.

Guantes de latex UNISEAL ProDerma. 0246C97.S.S.A.
Hisopos de madera y algodon.

Medio de transporte Cary Blair, Copan Diagnostics Inc. HO22V.
Jabon liquido para manos.

Marcadores indelebles.

Papel bond tamario carta.



Cajas de petri de 57 cm2, Phoenix Biomedical.

Campy Pak Plus. BBL Beckton Dickinson, 271045.

Etanol al 70%.

Cloro al 3%.

Pisetas plasticas de 250 mL.

Servilletas de papel.

Contenedor plastico con valvula Nalgene de 12L.

Cubreobjetos.

Portaobjetos.

Standard de McFarland 0.5.

Tips azules y amarillos.

Viales Eppendorf.

Viales plasticos de 5mL con tapon de rosca.

Tubos de fondo conico con tapén de rosca.

Filtros HA, poro de 0.45um. MILIPORE, Cat No. HAWG 047S3.
Bandeja de incubacion, BIO-RAD cat. No. 1703902.

Membrana de nitrocelulosa de 0.45 um, BIO-RAD/Sartorius/Millipore/MSI.
Papel parafilm.

Papel parafinado.

Pipetas seroldgicas estériles de 5mL, 10mL y 25mL.

Placas de ELISA estériles de fondo plano (NUNC no. de catalogo 26920 A/S,
Roskilde, Denmark o equivalentes) con tapaderas.

Unidades de filtro desechables, 0.45um, SIGMA F-1512.

iv. Medios de cultivo:

Agar Base Columbia, DIFCO 279240.
Agar MacConkey, DIFCO 278850.
Agar Mueller Hinton, DIFCO 225250.
Agar Nutritivo, DIFCO 213000.

Agar SS, DIFCO 274500.

Agar TCBS, DIFCO 265020.



Agar XLD, DIFCO 278850.

Agua Peptonada, DIFCO 218071.

Caldo Luria Bertani, DIFCO 244620.

Caldo Selenito, DIFCO 227540.

Caldo Tripticasa Soya, DIFCO 211825.

Cary Blair, COPAN Diagnostics Inc. HO22V rev 1298.
Casaminoacids, DIFCO 0230-17-3.

LIA Agar, DIFCO 284920.

Sales Biliares, OXOID L55.

TSI Agar, DIFCO 226540.

V. Anticuerpos:

Conjugado de IgG de cabra, anti ratén con peroxidasa (Jackson, Catalogo No.
115035062).

Anticuerpo Monoclonal anti LT (Mab LT) 39:13:1 (IgG1l) sobrenadante de
cultivo (Lote No. 18-02-98).

Anticuerpo Monoclonal anti ST (Mab ST) 1:3 (IgG1), sobrenadante de cultivo
(lote No. 24-04-96).

Vi. Reactivos y colorantes:

Acido clorhidrico 0.5M y 6M.

Agua desmineralizada.

Albumina bovina, SIGMA A-4503.

Citrato trisodico dihidratado, Fisher Scientific. BP 327-500.
Cloruro de manganeso.

Cloruro de sodio, Merck 6404.

Dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD), SIGMA-ALDRICH. SP7288.
Dihidrofosfato de sodio monohidratado, Merck 1164170.
Gangliésido GM1.

Glicerina al 87%, Merck 1.0494.1000.

H.0, (perdxido de hidrégeno) 30%, Merck 7209.



Hidrofosfato disodico anhidro, Merck 6586.
Hidroxido de sodio 0.1M, 1M.

Perdxido de hidrogeno al 30%, Merck 1.07210.1000.
Reactivo de desarrollo de color para HRP (4-cloro-1-naftol), BIO-RAD Cat. No.
1706534.

Sulfato de magnesio.

Tween 20, SIGMA P-1379.

Acetato de etilo.

Alcohol-acetona para Gram.

Alcohol acido Kinyoun.

Azul de metileno.

Carbol fucsina.

Cristal violeta.

Formalina salina al 10%.

Lugol para heces.

Zafranina.

Vii. Cepas de referencia:

Tabla No. 1. Cepas de referenciay toxinas producidas.

Cepa de E. coli Toxina Producida
E.coli ST64111 ST

E.coli 286 C2 LT

E.coli VM 75688 ST, LT

E.coli E 34420C Ninguna toxina




Tabla No. 2. Cepas de referencia, factores de colonizacién

producidos y anticuerpos monoclonales especificos.

Cepas Factor de Anticuerpo

de E. coli colonizacion (CF) monoclonal (Mab)

E. coli 258909-3 CFA/I CFA/I 1:6 (950922)

E. coli E 1392-75 CS1, CS3 CS1 12:4 (940516)

E. coli 278485-2 CS2, CS3 CS2 10:3 (940422)

E. coli E 1392-75 CS1, CS3 CS3 10:2 (960607)

E. coli 11881/9 CS4, CS6 CS4 4:6 (940422)

E. coli VM 75688 CS5, CS6 CS5 4:5 (960607)

E. coli E 29101 A CS7 CS7 5:2 (960911)

E. coli E 20738 A CS17 CS17 8:1 (960923)

E. coli 350 C1A PCF0159 PCF0159 5:1 (960911)

E. coli E 7476 A PCF0166 PCF0166 1:6 (960909)

E. coli E 34420 A CFA/II CFA/II 3:3 (931103)
D. Métodos

1. Toma de muestra de pacientes

por diarrea deshidratante a los servicios del Hospital Roosevelt y a la Clinica
Periférica del IGSS en la zona 11, tomando muestras de aquéllos en quienes se

cumplieran los criterios de inclusion siguientes:

Se seleccionaron pacientes menores de 60 meses de edad, que consultasen

Ser menor de 60 meses de edad

Presentarse al hospital por padecer diarrea deshidratante de al menos 24

horas de evolucion con por lo menos tres episodios previos de diarrea.

No haber tomado antibi6ticos en la tGltima semana.

Proporcionar una muestra de heces.



— Que los padres o encargados del nifio firmaran el consentimiento informado
para participar en el estudio brindando la muestra y respondiendo a la

entrevista (Anexo 6).

El padre o encargado del paciente recibié informacion del estudio, se le explico
el propésito del mismo brindandole el consentimiento y el formulario para su lectura
0 se leyd en presencia de un testigo. Se solicitdé su colaboracion con una muestra
de heces del menor y los datos basicos necesarios para el andlisis de la poblacion
muestreada. Luego de obtenerse el consentimiento informado y al responder el
cuestionario, se tomaron las muestras de heces que se transportaron en cadena de

frio a los laboratorios de Microbiologia del INCAP de la siguiente manera:

— Se preservaron 2 hisopos cargados de la muestra depositados en el medio de
transporte Cary-Blair.

— Se preservaron aproximadamente 2 gramos de la muestra en un vial con 3cc
de solucion preservante de de formalina, acetato de sodio, acido acético en
proporcion 1:1:1 (SAF) para conservar estructuras parasitarias que pudieran
estar presentes en la muestra.

— Se preservaron aproximadamente 2 gramos de la muestra en un vial con
buffer de fosfatos para estudiar posteriormente la presencia de rotavirus y

adenovirus.

Las muestras se identificaron cuidando la confidencialidad del paciente,
registrando las iniciales del paciente y un nimero correlativo que se anota también a
la ficha epidemiolégica y el consentimiento informado. Los hisopos cargados con
muestra de heces preservada en medio de transporte Cary-Blair se refrigeraron
hasta su traslado a los laboratorios de Microbiologia y Virologia del INCAP en
donde se efectu6 un coprocultivo para descartar enteropatdogenos tales como
Shigella, Salmonella, Yersinia, Campylobacter; y aislar colonias de E. coli. Los
viales con muestra de heces preservada en SAF se almacenaron a temperatura

ambiente hasta preparar y tefiir los frotis necesarios, los viales con muestra de



heces preservada en PBS se congelaron previo a investigar la presencia de rotavirus

y adenovirus.

2. Coprocultivo

a. Dia uno

Se anot6 el nimero correlativo de cada muestra en las cajas de agar y tubos
de caldo de enriquecimiento necesarios. Un hisopo con muestra tomado de Cary-
Blair se inoculd en la superficie de una caja de petri con agar MacConkey, una de
agar XLD y se depositd en un vial con APA (agua peptonada alcalina), el segundo
hisopo inocul6 una caja de agar TCBS y una caja de agar Butzler, y un vial con caldo

Selenito.

Las muestras inoculadas en los medios solidos se diseminaron con asa de
nicromo flameada para la obtencién de colonias bacterianas aisladas. Se inoculd
una caja de agar Butzler con una cepa control de Campylobacter jejuni
diseminandola con asa flameada. Los medios de cultivo MacConkey, XLD y TCBS y
los caldos de enriquecimiento APA y Selenito se incubaron a 37°C durante 18 a 24
horas en aerobiosis, dejando desenroscados los tapones de APA y Selenito para
establecer las condiciones aerdbicas de incubacion.

Las cajas de agar Butzler se incubaron a 42°C por 48 horas en condiciones
ambientales de microaerofilia (10% CO,, 5% O,, 85% N,) producida con el equipo
Campy Pak Plus (BBL, Becton Dickinson) utilizando Jarras Gaspak a las que se les
habia removido el catalizador de platino, o bolsas de polietileno debidamente

selladas.

b. Dia dos

Se evalud el crecimiento en las cajas de MacConkey, XLD y TCBS, anotando
en un cuaderno las observaciones. Se preservaron al menos cinco colonias tipicas
de E. coli a partir del MacConkey inoculando un vial con agar nutritivo y uno con

caldo tripticasa soya (CTS) por cada colonia picada de manera separada. Las



colonias lactosa negativo (transparentes en MacConkey), xilosa negativo
(transparentes en XLD) y H,S positivo (coloreadas de negro en XLD) se estudiaron
inoculandolas en tubos de medio TSI y LIA para identificarse mediante las

reacciones especificas de las colonias sospechosas.

Las colonias sacarosa positivo (amarillo fuerte) del TCBS se inocularon a agar
Mueller-Hinton. Se inocul6 otra caja de TCBS con dos asadas (aprox 50uL) de la
superficie del vial con APA y una caja de SS con el hisopo inmerso en el Selenito.
Ambas cajas y los viales de E. coli y los tubos de TSIy LIA se incubaron por las 18-

24hrs. siguientes a 37° en aerobiosis.

C. Dia tres

Se evaluo el crecimiento en todos los medios inoculados, anotando las
observaciones. Las colonias con imagen bioquimica de Shigella o Salmonella
fueron confirmadas por aglutinacion preservandose debidamente identificadas junto
a las colonias de E. coli aisladas de la misma muestra. Las colonias sacarosa
positivo cultivadas en Mueller Hinton se procesaron para descartar la presencia de
Vibrio cholerae mediante serologia y bioquimica. Las colonias de Campylobacter
sp., reconocidas por ser colonias humedas de color gris péalido y leve crecimiento
confluente, se procesaron para su confirmacion con la prueba del hipurato y

susceptibilidad al Acido Nalidixico.

Las colonias de E. coli inoculadas en agar nutritivo fueron selladas y
almacenadas a temperatura de refrigeracion (4-8°C). Los viales con colonias
inoculadas en CTS (1mL) fueron adicionadas con 1mL de CTS con un 30% de
glicerol para obtener una concentracion final del 15% de glicerol, congeldndose
debidamente sellados a -70°C en cajas identificadas con el nombre del estudio. Las

cepas patdgenas se preservaron con el mismo método, a —70°C.

3. Examen parasitolégico

Las muestras de heces preservadas en SAF se concentraron mediante

centrifugacion para la preparacion de frotis a partir del sedimento. Se prepararon



tres laminas por muestra, para efectuar tinciones con las técnicas de hematoxilina
férrica y Kinyoun modificado. Se montaron ademds frotis en lugol, registrandose

todas las observaciones en un cuaderno.

4. Examen para rotavirus y adenovirus:

Las muestras preservadas en PBS se estudiaron mediante
inmunocromatografia de un paso, que determina antigenos de rotavirus y adenovirus
40-41 con anticuerpos especificos inmovilizados sobre la tira reactiva (RIDA Quick,

Rotavirus/Adenovirus Combo, No. 1002; R-Biopharm, Alemania).

5. Determinacion de toxina labil (LT) y toxina estable (ST)

a. Dia uno

Las cepas de Escherichia coli previamente almacenadas en agar nutritivo o
CTS-15% glicerol fueron resembradas a una caja de agar MacConkey. Luego de
diseminar con asa flameada para obtener colonias aisladas, se incubaron a 37°C
durante la noche. Las cajas se almacenaron a + 4-8°C por no mas de dos semanas
antes de realizar el ELISA para LT/ST y el ensayo especifico de dot blot para
Factores de Colonizacién (Anexo 7).

La preparacion y utilizacion de las placas de ELISA desde el inicio hasta el
momento de su inoculacién con las cepas a estudiar se efectué bajo condiciones
estériles y utilizando guantes de latex como medida de bioseguridad Inicialmente se
agregaron 100 ul de solucién de gangliésido GM1, 1 pg/ml diluido 1:400 en PBS
estéril, a cada pozo de las placas de ELISA. Se prepara una placa para investigar
toxina labil y otra placa para investigar toxina estable por cada diez muestras con
cinco colonias de E. coli preservadas. Las placas preparadas se cubrieron con una
tapadera previamente desinfectada con etanol al 70% y se dejaron incubando a
temperatura ambiente durante la noche o a 37°C durante cuatro horas. Las placas

fueron almacenadas a + 4-8°C hasta por dos semanas antes de su uso.



b. Dia dos

Se identific6 una placa como “LT”. Se lavaron cuidadosamente los pozos
cubiertos con GM1 dos veces con PBS estéril utilizando una piseta desinfectada
previamente con etanol al 70%. Se bloquearon los pozos con la adicion de 200uL
de PBS con 0.1% de albumina bovina sérica estéril (0.1% BSA-PBS), incubando a
37°C por 30 minutos. A continuacion se lavaron los pozos una vez con PBS estéril
agregando luego 100 ul de caldo Luria Bertani suplementado con lincomicina,

45ug/ml y glucosa, 2.5 mg/ml.

Se inocularon las cuatro cepas de referencia, empleando la punta de palillos de
madera estériles para tocar dos colonias aisladas de cada cepa y aplicarla al caldo
Luria Bertani en los pozos de la placa de ELISA indicados en el esquema. Se
dejaron sin inocular los pozos B10 y B11 para funcionar como control de esterilidad
del caldo Luria Bertani durante la incubacion. Luego se inoculé una colonia
individual de cada agar MacConkey, de acuerdo al esquema, utilizando un palillo de
madera estéril para picar una colonia aislada y aplicarla en el pozo respecivo. Se
excluyeron las columnas 1y 12 y las filas A y H de la placa de ELISA, ya que las
lecturas de absorbancia en estos pozos dan un fondo excesivo. Los pozos
comprendidos entre las columnas 2y 11y las filas B y G fueron los pozos de trabajo
(40) (Anexo 7).

Se cubrid la placa con una tapadera desinfectada previamente con etanol al
70% y luego se envolvié en una bolsa plastica para prevenir la evaporacion. Se

incubd con agitacion de 150-200 rpm durante la noche a 37°C.

C. Dia tres

Se registré la turbidez observada en los diferentes pozos como crecimiento,
excluyendo los resultados de los pozos que carececieran de crecimiento visible. Las
placas se descartaron si los pozos del control negativo de LB presentaban
crecimiento bacteriano, asi como si se observaba crecimiento bacteriano en las
columnas 1y 12y las filas Ay H. Se identific6 una nueva placa recubierta con GM1

como placa “ST”. Se lavaron los pozos de la placa ST dos veces con PBS. Se



bloquearon con 200 pl/pozo de 0.1% BSA PBS a 37°C por 30 minutos. Se lavaron
las placas para ST una vez con PBS, luego se agregd 100 ul de una solucion recién
preparada de conjugado recombinante ST-CTB, diluido 1:400 en PBS, a cada pozo

de la placa ST, incubandose a temperatura ambiente por 60 minutos.

Luego se lavaron las placas de ST tres veces con PBS. Se transfirieron 50 pl
de los cultivos de la noche anterior de las placas de LT a los pozos correspondientes
de las ST, agregandoles inmediatamente 50 uL del anticuerpo monoclonal anti-SE
(Mab ST 1:3) diluido 1:400 en 0.1% BSA PBS. Las placas fueron agitadas

gentilmente y luego incubadas sin agitacion a temperatura ambiente por 90 minutos.

Se lavaron las placas de ST tres veces con PBS adicionado con un 0.05% de
Tween 20 (PBS Tween 0.05%) Los lavados de las placas se descartaron y
esterilizaron por ser fluidos infecciosos. Se agregaron 100 ul/pozo del anticuerpo
monoclonal anti-LT (Mab LT 39:13:1), diluido 1:100 en 0.1% BSA PBS Tween

0.05%, incubando a temperatura ambiente por 90 minutos.

Se lavaron las placas LT y ST tres veces con PBS Tween 0.05%. Se
agregaron 100 ulL/pozo de conjugado anti-lg de raton diluido 1:3000 en 0.1% BSA
PBS Tween 0.05%, incubando luego a temperatura ambiente por 90 minutos. Se
prepard el substrato o revelador con buffer de citrato de sodio 0.1M pH 4.5, el cual
debe almacenarse en refrigeracion y debe utilizarse a temperatura ambiente. Luego
del tiempo de incubacion de las placas, éstas fueron lavadas tres veces con PBS-
Tween y luego se agregaron 100 pl/pozo de la solucion de sustrato, preparado con
20mL del buffer de citrato, 20mg de o-fenilendiamina (OPD) y 8uL de peréxido de
hidrégeno al 30% adicionado inmediatamente antes de su uso. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente. Se observl el aparecimiento de coloracion
amarilla en los pozos positivos de la placa LT y negativos de la placa ST. Luego de
transcurridos 20 minutos las absorbancias de las placas fueron medidas en el lector
de ELISA Behring EL330, utilizando el programa de lectura a 450nm. La impresion
en papel de las lecturas de absorbancias de cada pozo constituyé el registro

primario de los resultados.



I. Célculo de placas LT

El fondo o blanco esta definido como la absorbancia promedio a
450nm encontrada en los pozos con cepas control LT negativo, los cuales no
deberian presentar color alguno. Se consideraron como pozos positivos
todos aquellos que presentaran una coloracion amarilla a naranja; y un
resultado positivo fue aquel con un valor superior al punto de corte,
considerado éste como el promedio de la absorbancia a 450nm del fondo +
0.1. Por ejemplo, si el promedio de absorbancias de las cepas control LT
negativo alcanzo un valor de 0.062, los resultados positivos serian aquellos
con lecturas superiores a 0.162. Se anot6 en la impresion original el valor del

fondo o blanco y del punto de corte obtenido para las muestras positivas.

il. Célculos para las placas ST

El fondo o blanco para las placas ST esta definido como la absorbancia
promedio a 450nm de los pozos con cepas control ST negativas, cuya
coloracion es amarilla a naranja fuerte, de manera opuesta a lo observado en
la placa LT. Se obtuvo el IC50 o punto de corte, considerado como el 50% de
la absorbancia promedio de las cepas control ST negativas, de acuerdo con la

férmula siguiente:

IC50 = A 450 nm promedio de las cepas E. coli E 34420 C vy E. coli 286 C2
2

Los resultados positivos fueron aquellos con lecturas iguales o
menores al IC50 o punto de corte obtenido. Por ejemplo, si el promedio de
absorbancias de las cepas control ST negativo alcanz6 un valor de 0.404, el
IC50 sera de 0.202 y los resultados positivos seran aquellos con lecturas
iguales o inferiores a 0.202. En la impresién original de las lecturas de la
placa fue anotado el valor del fondo o blanco y del punto de corte para

muestras positivas.



iii. Validez de la prueba

Para considerar validas las pruebas, se observo y anoté la presencia
de crecimiento bacteriano exclusivamente en los pozos inoculados con cepas
control y colonias de muestras. Los resultados de toxina labil y estable para

las cepas control se compararon con la siguiente tabla:

Cepa de E. coli ST LT
ST 64111 + ()1 - ()
286 C2 - (A-N)2 + (A-N)
VM 756888 + () + (AN)
E 34420 C - (A-N) )

1 (I) Incoloro
2  (A-N) Color amarillo - naranja.

iv. Interpretacién y registro de resultados

Se observo y registré la presencia de crecimiento visible en todas las
cepas control y las provenientes de muestras clinicas. Las cepas que no
produjeran crecimiento en el caldo Luria Bertani fueron analizadas

nuevamente a partir de las colonias originales preservadas en congelacion.

ST positivo: Se consideraron positivas todas aquellas colonias en las cuales
se obtuviese un valor de absorbancia a 450 nm con el IC 50% de inhibicién de
la absorbancia obtenida con los controles negativos para ST.

LT positivo: Se consideraron positivas todas aquellas colonias en las cuales el
valor de absorbancia a 450 nmm fue de 0.1 por encima del fondo. Las cepas
con A450mm entre 0.1 y 0.15 por encima del fondo se consideraron en el
limite de la produccién de toxinas y fueron analizadas nuevamente para su

confirmacion.

Una muestra fecal se consideré positiva para ETEC si después del

tamizaje al menos una de las cinco colonias de E. coli preservadas fue



positiva en el ensayo con anticuerpos monoclonales especificos para ST y/o
LT.

En cada ensayo se tamizaje, el reporte impreso del lector de ELISA se
constituyo en la fuente de documentacion para los resultados de tamizaje de
toxinas de ETEC. En este documento se anotaron los calculos del punto de
corte, anotando la fecha del procedimiento y la firma del responsable.
Asimismo, los resultados se anotaron en una base de datos disefiada para el

efecto.

En cualquier placa de ELISA, si las cepas de referencia no hubiesen
dado los resultados esperados, tanto las cepas control como las muestras
serian reexaminadas. De igual manera, todas las muestras que no crecieran
en el pozo de ELISA fueron repetidas posteriormente, y si no se hubiera
obtenido crecimiento, se recuperaria la cepa del vial con la colonia congelada
a —70°C. Se procedio asi con todas las cepas que brindan lecturas entre 0.1

y 0.15 por encima del fondo.

V. Confirmacion de resultados

Todas las cepas positivas para una o0 ambas toxinas se reensayaron
para su confirmacion en un procedimiento similar al de tamizaje. En este
paso la unica diferencia es el esquema de inoculacion de las colonias en los
pozos de la placa de confirmacién. La inoculacion de cepas a confirmar en
los pozos de la placa de confirmacion fueron inoculadas simultaneamente en
cajas de petri con agar CFA y CFA con sales biliares para el desarrollo de
colonias de E. coli que expresen sus factores de colonizacion intestinal
(Anexo 8).

Vi. Andlisis posteriores

En toda colonia positiva para una o ambas toxinas en el ensayo de

confirmacion se evalud la existencia de factores de colonizacion intestinal.



6. Determinacién de factores de colonizacién intestinal

Las colonias de E. coli positivas para ETEC en tamizaje, se reensayaron en el
ELISA de confirmacion. Cada colonia que se inoculé en un pozo de ELISA de
confirmacién fué inoculada simultdneamente en una caja de agar CFA con y sin bilis,
sin diseminar con asa flameada para obtener crecimiento masivo. Luego de ser
inoculadas, las placas de ELISA para confirmacién fueron procesadas de la misma
manera que en el tamizaje. Las cajas de CFA con y sin bilis se incubaron también a

37°C durante la noche (Anexo 9).

Todas las colonias con resultados positivos confirmatorios para una o ambas
toxinas fueron preservadas a partir del crecimiento masivo obtenido del agar CFA
con y sin bilis para investigar factores de colonizacién. Dichas colonias se
seleccionaron del agar CFA con y sin bilis para preparar aproximadamente 100uL de
suspensiones de bacterias en PBS, que alcanzaran una turbidez de tres a siete de
MacFarland (aprox 1-2x109 bact/ml; A 600 nm = 0.8-1.6 en un espectrofotometro
Shimadzu). Por cada colonia positiva en confirmaciébn se elaboraron dos
suspensiones, una de la colonia tomada del agar CFA con bilis y otra de la colonia

tomada del agar CFA sin bilis.

Las tiras de nitrocelulosa (NC) se procesan utilizando guantes de latex y
pinzas en todo momento, evitando el contacto con la grasa de la piel de las manos.
Se traz6 un esquema de cuadricula (5x5 mm) marcandola a presion sobre la NC
dibujando la cuadricula con un lapiz en una hoja de papel filtro apoyada sobre el
pliego de NC de donde se cortaron las tiras. Las tiras se cortaron siguiendo el trazo
cuadriculado para que a lo largo de la tira fueran visibles los segmentos de
cuadrados de 5 mm de lado. Se preparé una tira por cada factor de colonizacion a
ensayar. Se cortd la NC con longitud suficiente para la aplicacién del nimero de
suspensiones bacterianas preparadas, tanto de las muestras como el control
respectivo (5mm o una cuadricula por gota de suspensioén), asi como un espacio de
10 a 15 mm para rotular con boligrafo el factor de colonizacién a investigar (Anexo
9).



a. Dia uno

Las tiras de NC se remojaron en PBS permitiendo que secaran por 5-30
minutos. Se utilizé boligrafo de punto fino para rotular el extremo de cada tira con las
siglas del factor de colonizacién a estudiar. Se aplicaron 2uL de la suspension de
bacterias en PBS (aprox 1-2x109 bact/mL) como un punto pequefio sobre la NC
usando una micropipeta. Luego de aplicar la Ultima suspension a las tiras y permitir
gue secaran por cinco minutos, las tiras podian guardarse refrigeradas a +4 - 8°C

por 1 semana.

Las membranas se bloquearon en solucién al 0.1% de BSA PBS por 20
minutos a temperatura ambiente (18-25°C) sobre un rotor de plataforma, con
agitacion lenta (aprox 15 rpm). Se utilizaron bandejas de incubacién para las tiras
de NC y un recipiente plastico cuadrado. Un volimen aproximado de 0.25ml

liquido/cm2 es suficiente para cubrir las tiras.

Se descart6 la solucion de 0.1% BSA PBS y se agreg6 un volumen igual de
solucion de anticuerpos especificos (consistentes en diluciones 1:50 de un fluido de
cultivo del anticuerpo monoclonal, excepto para CS6 que es 1:30) diluidos en BSA-
PBS al 0.1% con 0.05% de Tween 20 por al menos dos horas (o durante la noche)

en una camara humeda a temperatura ambiente, en el rotor.

b. Dia dos

Las tiras se lavaron tres veces por cinco minutos con PBS Tween 0.05%.
Seguidamente se agreg0 a cada tira el conjugado enzimatico diluido en 1% BSA-
PBS-0.05% Tween 20 (e. g. lgG de cabra, anti-ratobn conjugada con HRP) en
dilucion 1:2000. Se incubd por dos horas en una cdmara hiumeda, sobre el rotador.

Se lavo tres veces por cinco minutos con PBS Tween 0.05% y una vez con
PBS. La presencia de factores de colonizacion se evidencia ante la unién de los
anticuerpos y la unién del conjugado, cuya enzima reacciona con el substrato. Se
adiciono el substrato de la enzima HRP a las tiras de NC, utilizando 4-cloro-1-naftol-

H.0, en buffer de citrato trisédico. Se incubd por aproximadamente 15 minutos



observando el aparecimiento de puntos negros o azulados de las cepas control. Las
membranas se lavaron cuidadosamente con agua de chorro, dejando secar a
temperatura ambiente por al menos treinta minutos. Las membranas pueden
palidecer luego de un tiempo, asi que se tomO una fotocopia o fotografia de las

membranas para constituirse en el registro permanente del resultado.

El aparecimiento de puntos negros, azulados o grises sobre las tiras de
nitrocelulosa representa reacciones positivas. Se comparo la intensidad del color de

las muestras con la intensidad de los controles positivos en cada tira.

Para que las pruebas fuesen validas, todas las cepas control debian dar
resultados positivos para los factores de colonizacion asignados. Si cualquiera de
las cepas control positivas brindaba resultados discrepantes la prueba debia

repetirse para todas las muestras.



E. Disefio de lainvestigacion

1. Tipo de estudio

Es un estudio descriptivo, transversal, para determinar la prevalencia e impacto
clinico de la diarrea por Escherichia coli enterotoxigénica, la presencia de toxinas
labil (LT) y estable (ST) y factores de colonizacién intestinal (FC) en aislamientos
bacterianos de muestras de pacientes pediatricos que consultan al Hospital

Roosevelt y la Unidad Periférica del I.G.S.S. en la zona 11 de la Ciudad Capital.

2. Tipo de muestreo

Es un muestreo no probabilistico por conveniencia, destinado a la seleccion de
un minimo de 60 de pacientes con las caracteristicas clinicas asociadas con la

diarrea causada por Escherichia coli enterotoxigénica reportadas en otros estudios.

3. Andlisis de resultados

Los resultados obtenidos fueron registrados en una hoja electronica en
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, derechos reservados 1997). La informacién
fue analizada mediante el programa STATA 6.0 (Stata Corporation, derechos
reservados 1984-1999), utilizando regresion logistica para comparar la ocurrencia
de la infeccidn por ETEC junto a cada variable evaluada en la ficha epidemiologica

de los pacientes muestreados, a saber:

a. Determinar la prevalencia, en porcentaje, de ETEC productora de

toxina labil, estable o ambas; y factores de colonizacion

b. Determinar asociaciones entre la presencia o ausencia de ETEC-LT,
STy FC, con las distintas variables socioeconémicas, nutricionales y

clinicas de los pacientes a muestrear.



VIIl. RESULTADOS

A. Pacientes muestreados
El estudio contemplé la busqueda activa de casos de diarrea deshidratante en

pacientes menores de 60 meses de edad que consultasen a la emergencia del
Hospital Roosevelt y la unidad periférica del IGSS de la zona 11 en la Ciudad de
Guatemala. En el transcurso de 13 meses de muestreo, desde junio de 2001 hacia
julio de 2002, fue posible incluir en el estudio a ochenta y cuatro (84) infantes que

presentaban cuadro de diarrea deshidratante de moderada a severa.

Cuarenta y siete nifios (47, 56%) y treinta y siete nifias (37, 44%) originarios
de la Ciudad de Guatemala o sus alrededores se presentaron a consulta y
cumplieron los criterios de inclusion y exclusion definidos. La media de edad fue de
14.3 meses, el 76.2% (64/84) de los nifios era mayor de seis meses de edad (Tabla
No. 3).

Tabla No. 3
Distribucién etarea de la poblacion preescolar muestreada
g:;"(ar‘:]o; g:) Nifios Nifias Total

0ab 14 6 20
7al2 13 13 26
13a18 11 8 19
19a24 4 2 6
25a30 2 3 5
31a36 3 3 6
37a42 0 0 0
42 a 48 0 2 2
49 a 53 0 0 0
54a 60 0 0 0

Total 47 37 84

Fuente: Ficha Epidemioldgica HR-IGSS



La participacion de todos los casos se obtuvo mediante el consentimiento por
escrito de los padres quienes proporcionaron los datos importantes del nifio y su
enfermedad; ademas de una muestra de heces analizada para investigar la

presencia de agentes infecciosos de origen bacteriano, viral y/o parasitario.

B. Hallazgos de laboratorio
En el 66.67% (56/84) de los nifios se encontré al menos un agente causal de

diarrea. En el 23.8% (20/84) de los nifios fue posible detectar a mas de un agente
infeccioso. ETEC fue el mas importante pues se encontré en nueve casos, uno de
ellos junto a C. cayetanensis y Giardia lamblia (infeccion triple), dos casos junto a

Rotavirus, dos junto a Cryptosporidium parvum, dos con Cyclospora cayetanensis;

(infeccidn triple) y un caso junto a E. histolytica y otro con G. lamblia.

Otra infeccion triple la causé Adenovirus junto a S. sonnei y B. homminis.
Adenovirus se detect6 en otro par de infecciones junto a S. flexneri y C. parvum en
cada caso. Rotavirus se detectd en cinco infecciones multiples distintas de las dos
junto a ETEC asi: dos casos junto a Adenovirus, dos con B. hominis y otro con C.
jejuni. Las tres combinaciones de S. flexneri y C. jejuni, C. parvum y C.
cayetanensis y H. nana junto a B. hominis suman los restantes veinte casos de

infeccién multiple. (Tabla No. 4).

Tabla No. 4
Infecciones por uno o mas patégenos encontrados en el estudio.

por paciente Hombres Mujeres Total
1 20 (23.8) 16 (19.05) 36 (42.86)
2 11 (13.1) 7 (8.33) 18 (21.43)
3 1(1.19) 1(1.19) 2 (2.38)
4 0 mas 0(0) 0(0) 0(0)
O (sin hallazgos) 15 (17.9) 13 (15.5) 28 (33.33)

Total 47 (55.95) 37 (44.05) 84 (100)




Los principales microorganismos involucrados y su prevalencia se enumeran
asi: Rotavirus 20.24% (17/84), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) 19.05%
(16/84) y Adenovirus 10.71% (9/84).

Considerando las infecciones multiples, los restantes agentes infecciosos se
encontraron en el 34.52% de los pacientes distribuyéndose asi: Shigella spp. 7.14%
(6/84), Cryptosporidium parvum 7.14% (6/84), Cyclospora cayetanensis 5.95%
(5/84), Campylobacter spp. 4.76% (4/84) y Giardia lamblia 2.38% (2/84). Salmonella
sp, Hymenolepis nana, Endolimax nana, Entamoeba histolytica-dispar, Aeromonas
sp y Ascaris lumbricoides infectaban a un solo nifio cada uno (1.19%), completando
el 7.14% (6/84). El restante 33.33% (28/84) de los nifios no presentaba patégeno
alguno. (Tabla No.4 y No.5).

Tabla No. 5
Hallazgos de laboratorio en los pacientes muestreados
Hallazgo No. de aislamientos* Porcentaje (N=84)
Rotavirus 17 20.24
ETEC 16 19.05
Adenovirus 40-41 9 10.71
Shigella flexneri 5 5.95
Cyclospora cayetanensis 5 5.95
Campylobacter jejuni 3 3.57
Cryptosporidium parvum 6 7.14
Giardia lamblia 2 2.38
Salmonella spp. 1 1.19
Campylobacter coli 1 1.19
Aeromonas sp. 1 1.19
Ascaris lumbricoides 1 1.19
Hymenolepis nana 1 1.19
Endolimax nana 1 1.19
Shigella sonnei 1 1.19
Entamoeba histolytica - dispar 1 1.19
Sin hallazgos de laboratorio 28 33.33

* El hallazgo de infecciones multiples eleva el total de datos de esta columna por encima del nUmero
total de pacientes muestreados (N=384).

Fuente: Datos Experimentales, Proyecto ETEC-HR-IGSS



C. Escherichia coli enterotoxigénica, toxinas y factores de colonizacién
intestinal

ETEC fue el segundo agente infeccioso de importancia encontrado en la
poblacion estudiada, con un 19.5% (16/84) de prevalencia. Las infecciones por
ETEC ocurrieron en nifios menores de 36 meses de edad, la mitad de estos casos

eran nifios que no habian cumplido el primer afio de vida (Tabla No. 6).

Tabla No. 6

Distribucion etarea de la infeccién por ETEC

Pacientes positivos

Edad (meses) para ETEC
(Namero y porcentaje)

0ab 3 (18.8)
7al2 5 (31.3)
13 a 18 4 (25.0)
19 a 24 1(6.3)
25 a 30 1(6.3)
31a36 2 (12.5)
37 a 42 0 (0.0)
43 a 50 0 (0.0)

Fuente: Ficha Epidemiolégica Proyecto ETEC-HR-IGSS

Las cepas poseian o expresaban una o ambas toxinas. El 37.5% (6/16)
expresaba la toxina termoestable (ST), el 12.5% (2/16) expresaba la toxina

termolabil (LT) y el restante 50% (8/16) espresaba ambas toxinas.

En el 68.8% (11/16) de las cepas de Escherichia coli enterotoxigénica
aisladas fue posible detectar factores de colonizacién intestinal (FC), mientras que

en el restante 31.3% (5/16) de las cepas no se detectd ningun FC (Tabla No. 7).



Tabla No. 7
Toxinas y factores de colonizacion intestinal detectados en el estudio.

Cepas productoras de toxinas y FC

Factores de

. ., ETEC ST ETECLT ETEC ST-LT TOTAL
Colonizacion
No (%) No (%) No (%)
CFA - | 3 (18.75%) 0(0) 4 (25.0) 7 (43.75)
CS1, CS2, CS3 0 (0) 0 (0) 2 (12.5) 2 (12.5)
CS17 0 (0) 0(0) 1 (6.25) 1 (6.25)
PCF 0166 1(6.25) 0(0) 0(0) 1 (6.25)
Subtotal 4 (25%) 0(0) 7 (43.75%) 11 (68.75)
Subtotal sin FC 2(12.5) 2(12.5) 1 (6.25) 5(31.25)
TOTAL 6 (37.5) 2 (12.5) 8 (50) 16 (100)

Fuente: Datos Experimentales Proyecto ETEC-HR-IGSS

Los Factores de Colonizacién Intestinal (FC) investigados fueron CFA-I, CS1,
CS2, CS3, CSs4, CS5, CS6, CS7, CS17, y PCFO159, PCFO166 y CFA/IL. Las
cepas LT no expresaron ningun FC, a diferencia de las cepas ST positivas y las ST-
LT positivas en las cuales si fue posible detectarlos. De seis cepas ST positivas dos
no expresaron factores de colonizacién, tres expresaron CFA - | y una PCF0166. De
ocho cepas ST-LT positivas una no expresé ningun factor, cuatro fueron CFA-I, dos
presentaban el conjunto de factores CS1-CS2-CS3 y una expreso el factor CS17
(Tabla No. 7).

De los 12 factores de colonizacion, el mas encontrado fue CFA-I, en un
43.75% (7/16) de las cepas de E. coli enterotoxigénica aisladas. En orden
descendiente estaban CS1, CS2 y CS3 con el 12.5% (2/16), CS17 con 6.25% (1/16)
y PCFO166 con 6.25% (1/16). No se encontraron cepas productoras de los
restantes factores de colonizacion estudiados. Todas las cepas control reaccionaron

de manera adecuada durante el ensayo dot-blot para factores de colonizacion.



D. Variables ambientales y socioecondmicas asociadas a la infeccién
por ETEC

La encuesta formulada a los pacientes y sus responsables pretendio
encontrar evidencia de variables biologicas, clinicas y socioecondmicas asociadas a
la infeccion por ETEC. Dichas variables fueron analizadas mediante regresion
logistica y se identifican al pie del Cuadro No. 1 como la columna con eventos de la
A ala M (Tabla No. 8).

La asociacion entre las variables de la A a la M y el hallazgo de ETEC en
cualquier niflo de la muestra nos lo indican el valor P y el Intervalo de Confianza (IC).
Para cada puntaje P menor a 0.05, dicha variable se encontraria asociada de
manera estadisticamente significativa con ETEC en la poblacion de la cual se obtuvo
la muestra. Para cada IC menor a 1, dicha variable se convertiria en un factor

protector contra ETEC, mientras que un IC mayor a 1 seria un factor agresor (Tabla

Tabla No. 8
Regresion logistica del evento ETEC y las variables A - M para 84 observaciones

Chi2(13) de la R. Logistica
Probabilidad > chi2

Pseudo R2

ETEC Odds Ratio Error St. z P>|z| [Inter. de Conf. 95%]
A 1.8511 1.6089 0.708 0.479 0.3370 10.1688
B 1.9156 2.4993 0.498 0.618 0.1485 24.7111
C 1.7681 1.2852 0.784 0.433 0.4254 7.3491
D 0.3051 0.3572 -1.014 0.311 0.0308 3.0264
E 0.7193 0.5538 -0.428 0.669 0.1591 3.2524
F 1.5081 1.4860 0.417 0.677 0.2186 10.4031
G 0.4625 0.5446 -0.655 0.513 0.0460 4.6483
H 0.4738 0.4397 -0.805 0.421 0.0769 2.9208
I 1.5482 1.3375 0.506 0.613 0.2848 8.4169
J 0.5027 0.4495 -0.769 0.442 0.0871 2.9004
K 0.4255 0.3732 -0.974 0.33 0.0763 2.3738
L 0.3438 0.3101 -1.184 0.237 0.0587 2.0138
M 0.9175 0.6138 -0.129 0.898 0.2473 3.4042

A) diarrea con més de un dia de duracion, B) mas de 3 evac. por dia, C) deshidratacion moderada a
severa, D) moco en heces, E) sangre en heces, F) 2 o mas sintomas adicionales, G) severidad
general, H) lactancia materna, 1) alimentacién complementaria antes de 4 m. de edad, J) familiares
enfermos dentro del hogar, K) algun nivel educativo del encargado, L) agua potable entubada en el
hogar, M) presencia de animales dentro del hogar.

No. 8).



De acuerdo al andlisis anterior, ninguna variable medida en la muestra de 84
nifios se convirti6 en una variable asociada a ETEC de manera estadisticamente
significativa pues todos los puntajes P son mayores a 0.05. El intervalo de confianza
de todas las variables es amplio, por ello no es posible inferir si la variable es un
factor agresor o protector dentro de la poblaciéon. Sin embargo, puede afirmarse que
una muestra de mayor tamafio podria reducir los intervalos de confianza para las
variables medidas, incrementando la sensibilidad de la encuesta y aumentando la

probabilidad de encontrar asociaciones estadisticamente significativas.



IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En términos generales la prevencion de la enfermedad diarreica se ve limitada
por las condiciones sanitarias y habitos de higiene en el hogar, la falta de educacion
y acceso a informacion y la abundancia de agentes causales ante los cuales debe
enfrentarse el sistema inmune del individuo. La descripcion de los agentes
infecciosos involucrados y sus antigenos, y su asociacion con variables ambientales

y socioecondmicas contribuye a la delimitacion de soluciones concretas al problema.

De alli que el presente estudio investigara la prevalencia de patégenos en
pacientes con diarrea deshidratante, estudiando a profundidad a Escherichia coli
enterotoxigénica por ser reconocido como un microorganismo de alta prevalencia en

Guatemala.

Al igual que otros agentes infecciosos, ETEC se transmite por via feco-oral e
infecta de manera indistinta a individuos de ambos sexos. Sin embargo, la mayor
cantidad de niflos que nifias en la muestra de este estudio (varones 55.95% vrs
nifias 44.05%) coincide con lo observado en numerosas investigaciones anteriores.
Los autores atribuyen esta tendencia a que durante la infancia los nifios tienen
mayor libertad para jugar y salir a la calle que las nifias, experimentando con ello un

mayor contacto con ambientes contaminados (5, 8, 70).

Incluyendo a ETEC, durante el estudio fueron detectados 16 distintos
microorganismos en el 66.67% de los pacientes. La Tabla No. 3 muestra un total de
aislamientos superior al numero de preescolares del estudio, la diferencia la
constituyen veinte pacientes con infecciones multiples (23.8%). La deteccion de una
gran cantidad y variedad de agentes infecciosos se facilité al construir una muestra
compuesta exclusivamente de pacientes con enfermedad gastrointestinal excentos
de tratamiento antimicrobiano alguno, a diferencia de otros estudios que monitorean

tanto a pacientes sanos como enfermos (26, 27, 36, 48, 50).



Rotavirus y adenovirus fueron investigados por inmunocromatografia de un
solo paso para la deteccion de antigeno en heces. El elevado porcentaje de
deteccion en la muestra indica que siguen siendo los principales agentes causales
de diarrea en preescolares como lo reporta Tamara Velasquez en 1992 (26.5% de
pacientes con diarrea aguda) y Remei Gordillo en 1996 (36% de pacientes con
diarrea aguda) (71, 72). Otros enteropatdgenos como Shigella spp., Campylobacter
spp., Salmonella sp., Aeromonas sp, , S€ encuentran en una proporcién menor a los
patogenos virales y junto al resto de agentes infecciosos reflejan el nivel de

fecalismo en la poblacién.

Cryptosporidium parvum (7.14%) y Cyclospora cayetanensis (5.95%) se
encontraron en cantidad importante y con relativa facilidad empleando la tincion de
alcohol-acido-resistencia de Kinyoun modificada para heces. Es notable el hallazgo
de un solo caso de Entamoeba histolytica — dispar, protozoo que no fue observado
en preparaciones de solucion salina ni lugol, sino hasta utilizar la tincion de
Hematoxilina Férrica. Ascaris lumbricoides, Endolimax nana e Hymenolepis nana se
detectaron por microscopia convencional, sin encontrarse mas de un caso por cada

uno.

En un 33.33% de los preescolares no fue posible detectar agente causal
alguno. Sin embargo, debe considerarse que otros patdogenos no investigados,
como Norovirus y Astrovirus, pueden estar presentes en estos nifios (25-27, 29, 45,
73).

ETEC se constituyo en el principal agente infeccioso bacteriano en pacientes
con diarrea deshidratante. Las cepas de Escherichia coli fueron detectadas por su
habilidad de sintetizar toxina labil, estable o ambas. Al mismo tiempo, el 68.75% de
las cepas poseian o0 expresaban factores de colonizacion, de los cuales CFA/1 fue el
principal factor de colonizacion, seguido de CS1 CS2 y CS3, CS17 y PCFO166.

El perfil antigénico de las cepas de ETEC detectadas en esta muestra posee
pocas diferencias con los reportes de otras regiones del mundo (8, 41). Es

pertinente sefialar que la investigacion de FC en las cepas de ETEC se disefidé con



el fin de encontrar aquellos para los cuales se hubiera descrito capacidad

inmunogénica y a la vez fueran de amplia distribucion (8).

Se ha descrito en otros estudios la curiosa ausencia de FC en cepas de ETEC
productoras exclusivamente de toxina labil (8, 11, 41, 53). En el presente estudio
también se observé el mismo fendbmeno, pues de las 16 cepas de ETEC, dos cepas
expresaban LT y ninguna de ellas expresé FC, ocho cepas fueron ST-LT (siete con

FCy una sin FC) y seis cepas fueron ST (4 con FC y dos sin FC) (Tabla No. 7).

Con el objetivo de aislar abundantes cepas de E. coli productora de toxinas
para investigar la presencia de factores de colonizacion intestinal, se establecieron
criterios de inclusion y exclusion que permitieran enrolar pacientes cuyas
caracteristicas hacen sospechar una infecciéon por ETEC. Esto se reflejo en la
obtencién de una muestra relativamente homogénea pues las distintas variables
clinicas y socioeconémicas registradas en la ficha epidemiol6gica no mostraban
mayores diferencias entre pacientes con ETEC y sin ETEC. Sin embargo, las
variables H) lactancia materna, J) familiares enfermos en el hogar, K) nivel educativo
de la madre o encargado y L) acceso a agua dentro del hogar, presentan un
intervalo de confianza de menor amplitud que otras variables. Al ejecutar un
muestreo de mayor dimension estos factores podrian convertirse en variables

directamente asociadas a la presencia de ETEC (Tabla No. 8).

El impacto clinico de la infeccion por ETEC preescolares es apreciable puesto
que los pacientes infectados constituyeron casi la quinta parte de una muestra
integrada por menores que consultaron por diarrea deshidratante de moderada a
severa. Todos casos de infeccibn por ETEC requirieron atencion hospitalaria,
ocurrieron en menores de 36 meses de edad, y la mitad de los casos eran pacientes

menores de un afo de vida.



X. CONCLUSIONES

Escherichia coli enterotoxigénica fue el principal agente infeccioso de origen
bacteriano encontrado en la muestra, asociado con diarrea deshidratante
severa que requirio atencién hospitalaria, detectandose en el 19.05% de los

preescolares enrolados en el estudio.

E. coli enterotoxigénica es el segundo agente causal de diarrea deshidratante
mas importante en la muestra, su deteccion involucra la investigacion de
enterotoxinas en colonias aisladas de Escherichia coli mediante

inmunoensayo ligado a enzimas.

Por primera vez se describe el hallazgo de ETEC, sus toxinas y los principales
factores de colonizacion intestinal (FC) en poblacion atendida en centros
hospitalarios de la Ciudad de Guatemala. Se detectaron seis FC en las cepas
de ETEC: CFAI/l, CS1, CS2, CS3, CS17 y PCFO166, mediante la técnica del

Dot-Blot sobre membrana de nitrocelulosa.

Los antigenos fimbricos de E. coli enterotoxigénica detectados en la muestra
fueron: CFA-I, CS1, CS2, CS3, CS17 y PCFO166. Dichos FC se detectaron
en cepas de ETEC productora de toxina estable y cepas productoras de
toxina estable y labil, no asi en cepas productoras exclusivamente de toxina
|abil.

Los antigenos de ETEC detectados en la muestra coinciden con la
composicion de la vacuna oral empleada con éxito en la prevencion de la

infeccidn por este agente infeccioso en otras partes del mundo.

El uso de una vacuna oral compuesta por las toxinas labil y estable de ETEC,
asi como de sus antigenos: CFA/1, CS1, CS2, CS3, CS17 y PCFO166 en
poblacion preescolar de Guatemala podria prevenir la infeccion por ETEC en

hasta un 19% de la poblacion.



Ademas de ETEC, rotavirus y adenovirus 40-41 contindan siendo importantes
agentes causales de diarrea deshidratante en la poblacion preescolar de
Guatemala, superando en prevalencia a otros agentes infecciosos

encontrados en menor nimero.

El impacto de la diarrea deshidratante causada por ETEC es mas importante
en los primeros dos afios de vida del nifio, afectando principalmente a los
menores de 12 meses de edad. Esto coincide con la interrupcion de la
lactancia materna exclusiva y la transicion hacia la alimentacién

complementaria.

Los criterios de inclusion y exclusién aplicados al muestreo permitieron
analizar informacién clinica y de laboratorio de preescolares infectados en
varios casos con mas de un agente infeccioso. Sin embargo, el reducido
namero de muestra no ofrece suficiente informacion para asociar de manera
estadisticamente significativa el hallazgo de ETEC con variables

socioeconémicas.



XlI. RECOMENDACIONES

Profundizar en el conocimiento de la infeccion por Escherichia coli
enterotoxigénica en poblacion preescolar y adulta de Guatemala, realizando
estudios de este tipo con mayores muestreos, considerando poblacién de
area urbana y rural con el fin de aplicar herramientas estadisticas de mayor

poder.

Viabilizar estudios en poblacion guatemalteca utilizando la vacuna oral contra
ETEC, compuesta de ambas toxinas y los factores de colonizacion CFA/I,
CS1, CS2, CS3, CS17 y PCFO-166, evaluando la respuesta inmune de los
voluntarios del estudio, la posterior susceptibilidad a la infeccion por este
microorganismo Yy cualquier efecto secundario atribuible a la inmunizacion.

Sociabilizar en el Sector de Salud Publica la importancia epidemiolégica de la
infeccion de preescolares por ETEC asi como la posibilidad de ser prevenida

con éxito mediante inmunizacioén oral.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Estructura de la Toxina Labil, esquema de la unién de la toxina labil
al gangliésido GML1. (Basado en Spangler BD. 1992. MMB Reviews)

Toxina termolabil
liberada por E. coli
enterotoxigénica
gue ha colonizado el
epitelio intestinal

Unién de la toxina

a los Receptores

GM 1 del epitelio
intestinal

Gangliésido
GM1

Membrana celular de las células
epiteliales del Intestino Delgado




Anexo 2. Micrografia electronica de Escherichia coli con factores de

colonizacion intestinal. (A y B tomadas de Nataro y Kapper, 1998, CMR)
ETEC B,C

A




Anexo 3 Esquema de la adherencia intestinal de ETEC al epitelio intestinal
mediante factores de colonizacién (FC) y liberacion de toxinas e induccién del
estado secretorio, sin invasion celular. (Tomado de Nataro y Kapper, CMR 1998)
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Anexo 4. Mecanismo de accion de la toxina labil en la célula epitelial intestinal.

La toxina activa permanentemente la adenilato ciclasa, la que incrementa los niveles

celulares del AMP ciclico, liberando cloruro en exceso y bloqueando la recepcién de
cloruro de sodio (Tomado de Nataro y Kapper, CMR 1998)
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Anexo 5. Mecanismo de accién de la toxina estable en la célula epitelial
intestinal.

La union de la toxina al receptor Guanilato-ciclasa estimula la actividad de ésta
enzima, elevando los niveles de GMP ciclico intracelular. Como resultado se
estimula la secrecion de iones cloruro y se inhibe la absorcion de cloruro de sodio,
estableciéndose el estado secretorio intestinal (Tomado de Nataro y Kapper, CMR
1998).
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Anexo 6. Consentimiento Informado, Hoja Filtro y Ficha Epidemiolégica.

E. coli enterotoxigénica, toxinas y factores de colonizacion
intestinal en pacientes pediatricos del Hospital Roosevelt e IGSS.

Nombre del paciente:
Pregunta filtro Posibles Pregunta filtro Posibles
respuestas respuestas
1) Diarrea presente Si No |2) Deshidratacion H.E. | Si | No
hoy? presente?
3) Edad menor a 60 Si No [4) Usoé antibioticos en Si | No
meses? las dltimas 2 semanas

S| LAS RESPUESTAS A LAS PREGUNTAS 1, 2 Y 3 SON AFIRMATIVAS Y LA
RESPUESTA A LA PREGUNTA No. 4 ES NEGATIVA, EL PACIENTE PUEDE
INGRESAR AL ESTUDIO

ASIGNE UN NUMERO CORRELATIVO QUE ACOMPANE TODA LA
DOCUMENTACION DEL PACIENTE DURANTE SU ESTADIA EN EL HOSPITAL

ASI COMO LA IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS QUE SE TOMEN:

MUESTRA NO. (ETEC-HR-IGSS)
2 CARY BLAIR

1 PBS
1 SAF

CRITERIOS DE INCLUSION

Podran ingresar al estudio aquellos pacientes que llenen los siguientes criterios de inclusién:

1.  Ser menores de 60 meses de edad

2. Presentar diarrea moderada a severa definida como tres 0 mas deposiciones liquidas
en 24 horas y que presenten al menos uno de los siguientes sintomas adicionales:
nausea, vomitos, dolor abdominal o calambres, anorexia, fiebre.

3. Ausencia total de tratamiento con antibidticos en las Ultimas dos semanas (incluido el
Tinidazol).

4, Se pueda obtener una muestra de heces

5. El padre de familia o encargado del nifio firme un consentimiento informado en el que
acepta el enrolamiento del paciente en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Seran excluidos del estudio aquellos pacientes que:

1. Tengan diarrea leve, que no requiera de TRO

2. Hayan estado con tratamiento con antibiéticos en las Ultimas dos semanas
3.  Seaimposible la obtencion de material fecal fresco durante su observacién.




FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Escherichia coli enterotoxigénica, toxinas y factores de colonizacion
intestinal en pacientes que consultan por diarrea deshidratante a la pediatria
de dos centros asistenciales de la Ciudad Capital” (ETEC-HR-IGSS)

El Hospital Roosevelt de la Ciudad Capital de Guatemala y la unidad periférica del IGSS en la
zona 11, con la colaboracion de el Instituto de Nutricién de Centro América y Panama, INCAP, estan
llevando a cabo un estudio sobre la diarrea deshidratante en nifios guatemaltecos de 6 a 59 meses
de edad que acuden a este centro asistencial.

Este estudio pretende conocer qué causa la diarrea de su nifio y por eso queremos solicitar
una muestra de heces de su hijo(a) que en estos momentos se encuentra enfermo(a); y que nos
conteste algunas preguntas para estudiar a fondo su mal. Unicamente se tomara una porcién
pequefia de las heces fecales de su hijo(a) con la intencidén de encontrar qué microbio le esta
enfermando. Aunque no todos los resultados de la investigacion se obtengan antes que el médico
recete el tratamiento de su nifio, la informacion que se obtenga servira a los médicos de estos
hospitales para diagnosticar y curar de mejor forma a otros nifios enfermos de Guatemala.

Yo (nombre del padre o encargado), estoy de
acuerdo en participar en este estudio. Entiendo que se guardara la confidencialidad de mi
participacion por lo que la informacion personal que yo proporcione no sera del conocimiento de
otras personas. He leido o me han explicado que me haran preguntas para determinar las
causas de la diarrea de mi hijo (hija), las cuales responderé libremente.

Entiendo que mi participacion es voluntaria y que estoy en entera libertad de no
participar si no lo deseo y que con esto no perderé el derecho a ser atentido(a) en este u otros
hospitales ni recibiré ningln castigo o cobro. También se que al firmar este documento no
adquiero ningln compromiso con los investigadores excepto dar una muestra de heces de mi
hijo y responder con sinceridad el cuestionario. Entiendo que puedo resolver dudas respecto a
esta enfermedad con cualquier persona involucrada en el estudio.

FECHA: Nombre del paciente:

Dia/mes/afio nombres y apellidos completos

Padre de familia o
encargado legal:

Nombres y apellidos

Firma o impresion digital del padre o encargado Firma del testigo

Nombre del entrevistador Firma del entrevistador

Iniciales del paciente y nimero
correlativo




FICHA CLINICA. ETEC HR-IGSS-INCAP

Cuestionario de informacion epidemiolégica del paciente

ingresado al estudio ETEC-HR-IGSS.

SE OBTUVO UNA Numero
MUESTRA DE HECES? Sl Correlativo
Datos Generales
PREGUNTA RESPUESTAS
1 FECHA DE LA ENCUESTA -
dia mes afio
2 NOMBRE DEL NINO:
3 TELEFONO
4 GENERO (1. Masculino 2. Femenino)
5 DIRECCION
COLONIA
ZONA
6 EDAD - Meses o
- Afios -
7 FECHA DE NACIMIENTO - -
dia mes afio
8 PESO (kg)
9 | TALLA (cm) -
Datos de Diarrea -
10 | TIENE DIARREA?: (1. Si 0. No)
11 | CUANTOS DIAS HA TENIDO DIARREA?
12 | No. DE EVACUACIONES POR DIA (hacer referencia al dia anterior):
12 | Consistencia de las heces fecales
A (1. Semi-sdlidas 2. Blandas 3. Liquidas 4. Disentéricas
Signos de deshidratacion
1. Leves (condicion del nifio* normal, ojos normales, mucosas
normales, sed* normal, turgor de la piel normal, pulso radial* normal,
12 no perdida de peso)
B 2. Moderados por lo menos dos signos clave* presentes (condicion del
nifio irritable/poco activo, ojos hundidos, mucosas secas, sediento,
turgor de la piel reducido) E—
3. Severa (letargia, incapaz de beber, pulso radial ausente o
incontable)
13 | DIARREA CON (1. SANGRE 2. MOCO)

Signos y sintomas presentes

14 | NAUSEA (1.SI 0.NO)




15 | VOMITOS (1. Sl 0.NO)

16 | DOLOR ABDOMINAL (1.SI 0.NO)

17 | FIEBRE (1.SlI 0.NO)

18 | ANOTE LA TEMPERATURA ACTUAL (°C)

Antibiéticos

19 | HAESTADO EN TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICOS EN LAS ULTIMAS
DOS SEMANAS (1. S1 0. NO)

20 | ANOTE EL NOMBRE DEL ANTIBIOTICO

Alimentacion

21 | TOMO LECHE MATERNA (1. Sl 0. NO)
22 | HASTA QUE EDAD SE LE DIO DE MAMAR meses
afos
23 | ADEMAS DE LECHE MATERNA EL NINO:
Toma pacha (1.SI 0.NO)
24 | INGIRIO SOLIDOS ANTES DE LOS CUATRO MESES DE EDAD
(1. SI 0. NO)
25 | EL NINO COME FUERA DE CASA (1. SI 0. NO)
26 | ESTERILIZAN LAS PACHAS (1.SI 0.NO)
27 | COMO ESTERILIZAN LAS PACHAS
28 | ACTUALMENTE LA DIETA DEL NINO INCLUYE
PECHO (1. SI  0.NO)
PACHA (1.SI 0.NO)
29 | ALIMENTOS SOLIDOS

VEGETALES (1. SI 0. NO)
CARNE (1.SI 0.NO)
POLLO (1.SI 0.NO)
LACTEOS (1.SI 0.NO)

Datos de la Familia

30 | EL NINO VIVE CON
Sus dos padres (1. SI 0. NO)
Sololamadre (1.Sl 0.NO)
Solo el padre (1.SI 0.NO)
Abuelos (1.SI  0.NO)
Otro familiar (2.SI 0. NO)
Especifique
Otros (2. SI 0. NO)
Especifique
31 | EXISTEN OTROS MIEMBROS DE LA FAMILIA O PERSONAS CERCANAS

AL NINO(A) QUE PRESENTEN SINTOMAS SIMILARES (1.SI 0.NO)
Especifique




32

DONDE SE CUIDA AL PACIENTE DURANTE EL DIA
Hogar (2. Sl 0.NO)
Guarderia (1.SI 0. NO)
Colegio (1.SI 0.NO)
Casa familiar (1. SI 0. NO)
DIRECCION:

33

SI EL LUGAR DONDE CUIDAN AL NINO ES DIFERENTE DE DONDE
VIVE, QUIEN PREPARA LA ALIMENTACION
(1. En el hogar 2. En donde lo cuidan )

34

QUIEN CUIDA AL NINO

Mama (1.SI 0.NO)
Servicio Doméstico (1. SI 0. NO)
Nifiera (1.SlI 0.NO)
Maestra (2. Sl 0.NO)
Familiar (1.SI 0. NO)

35

ULTIMO GRADO QUE CURSO LA PERSONA QUE TIENE A CARGO EL
CUIDADO DEL NINO(A) DURANTE EL DIA:

36

RAZA DE LA PERSONA QUE TIENE A CARGO EL CUIDADO DEL NINO
(A) (1. INDIGENA 2. LADINA)

Servi

cio de agua potable y aspectos ambientales.

37 | TIENE SERVICIO DE AGUA POTABLE DONDE LO CUIDAN:
(1.8l 0.NO)
38 | Todoeldia (1.SI 0.NO)
39 | TIENE SERVICIO DE AGUA POTABLE DONDE VIVE (1.SI 0.NO)
40 | Todo el dia (1.SI 0.NO)
41 B
EN QUE AREA DE LA CASA O DEL SITIO DONDE VIVE EL NINO, PASA
ESTE LA MAYOR PARTE DEL TIEMPO:
42 | TIENEN ANIMALES EN CASA ?
1. Ninguno
2. Perros
3. Gatos
4. Aves
5. Otros:
43 | NOMBRE DE LA PERSONA QUE RESPONDIO A ESTA ENCUESTA
44 | PARENTESCO CON EL PACIENTE

1. Ninguno
2. Padre

. Madre

. Hermano
. Tio-tia

. Abuelo-a
. Otro:

~NOoO Ok~ W

ETEC-HR-IGSS, Examen fisico y revision por sistemas.




EXAMEN FISICO

Peso (kg) Estatura mt. cm. Fec. Card. Frec. Resp.
Temp. rectal (°C) P/A Déficit P/T T/IE
CC: DHE Leve Moderada Severa (marcar una)

REVISION POR SISTEMAS

SISTEMA Normal Observaciones

Ojos

Oidos

Nariz

Garganta

Cardiovascular

Pulmonar

Gastrointestinal

Neurolégico

Muscular

Piel — mucosas

Trastornos
conductuales




ETEC-HR-IGSS Hoja de evolucion del paciente.

EVOLUCION DEL PACIENTE

EVOLUCION DIA 0 (Ingreso al servicio)

— Marque con una X en el cuadro correspondiente

DHE leve DHE DHE severa Sin diarrea
moderada
— Anote los valores solicitados en el cuadro respectivo
# ep'S.Od'OS Peso Temp rectal
de diarrea
Tratamiento:
Observaciones:
EVOLUCION DIA 1
— Marque con una X en el cuadro correspondiente
DHE leve DHE DHE severa Sin diarrea
moderada
— Anote los valores solicitados en el cuadro respectivo
# episodios
de diarrea Peso Temp rectal
Tratamiento:
Observaciones:
EVOLUCION DIA 2
— Margue con una X en el cuadro correspondiente
DHE leve DHE DHE severa Sin diarrea
moderada
— Anote los valores solicitados en el cuadro respectivo
# ep|§od|os Peso Temp rectal
de diarrea

Tratamiento:

Observaciones:




Anexo 7. Esquema de inoculaciéon de la placa de ELISA tamizaje.
Resumen del Procedimiento Operativo Standard (Tomado de Svennerholm A-M,
Procedimientos Operativos Standard ELISA tamizaje).

Coprocultivo

Colonias de
dle, mUEStra de 5 colonias E. coli
clinica. i i . '

g'es':g:f acaas reinoculadas
MacConkey para ELISA
tamizaje

Cinco "

colonias aisladas

1 2 3 4 )
A

ST + ST+yA +
: M

M # C3 AM# |C2 |C3 [C4 |C5
c |c1 /QZ x| ‘/CA L8 C1

M# |[Cc2 [c3 |ca [cs5 |mM# [c2 [c3 |ca [cs
D |c1 C1

M# |[Cc2 [c3 |c4a |[cs |m# [c2 [c3 |ca [cs
E |c1 C1

M# |[Cc2 [c3 |c4a |[cs |m# [c2 [c3 |ca [cs
F |c1 C1

M# |[Cc2 [c3 |c4a |[cs |m# [c2 [c3 |c4a [cs
G |1 C1
H
Nota:

Las filas externas de la placa, A y H, asi como las columnas 1 y 12 no son inoculadas, pues no llegan a tomarse
lecturas de esos pozos al ofrecer sesgo por su disposicion externa en la placa.

Los pozos B10 y B11 no son inoculados para constituirse en el control negativo de esterilidad del Caldo Luria
Bertani.

M # Corresponde al nimero de muestra o paciente, con cinco colonias por muestra identificadas como C1, C2,
C3,C4yC5.

Las colonias con resultado positivo para LT o ST se preservan en Agar Nutritivo, a partir del reindculo en
MacConkey de donde se tomaron para inocular la placa.



Anexo 8. Esquema de inoculacién de la placa de ELISA confirmacion.
Resumen del Procedimiento Operativo Standard (Tomado de Svennerholm A-M,
Procedimientos Operativos Standard ELISA tamizaje)..

Agar CFA con  Agar CFA sin
sales biliares sales biliares

A\ =3

§ Agar
MacConkey

Colonias -
Eosmvasd — e Toda colonia inoculada en
E:]ezzglra as L~ la placa confirmatoria es
— — inoculada
Nutritivo % - simultaneamente en una
B 7 Z Caja de Agar CFA con
1P

y7 8//9 10 [11 |12

Mx # | Mx Mx# | Mx#| MX#|Mx#
C1 C C1 C1 C1 C1

c2 2 |c2 |c2 |c2 [c2

/@é c3 |c3 |c3 [c3 [c3

Mx # | MxXH# | MxH# | MX#| MX# | MX#
C1 C1 C1 C1 C1 C1

C2 C2 C2 C2 C2 C2

C3 C3 C3 C3 C3 C3

IOTIrnYOE\J{

Nota:

Las filas Ay H, y las columnas 1 y 12 de la placa no se inoculan para evitar lecturas erréneas a la
longitud de onda designada, por su ubicacion externa la placa.

El pozo D3 no se inocula para ser en el control de esterilidad del Caldo Luria Bertani.

M #  Corresponde al nimero de muestra o paciente, con cinco colonias por muestra identificadas
como C1, C2y C3.

Las colonias con resultado positivo para LT o ST son analizadas mediante un Dot-Blot que investiga
la presencia de factores de colonizacion intestinal. Las colonias se preservan en PBS a partir del
crecimiento masivo de cada colonia positiva sobre agar CFA con y sin bilis.



Anexo 9. Esquema de realizacion del Dot-Blot para investigar
la presencia de Factores de Colonizacion Intestinal (Lemus O.).

sobre la membrana.

Membrana de NitroCelulosa (NC) con cuadricula marcada a presion
dibujando con lapiz las lineas en un pliego de papel filtro disupesto

Tiras de NC
— manipulada con
AT M MM guantes d_e Iétex y
) pinzas limpias.
Area de aplicacion de Se cortan tantas tiras
bacterias suspendidas en como anticuerpos anti
PBS (2ulL/muestra), < CFA sean utilizados.
dejando una gota de
cada suspension en la
misma posicién en todas
las tiras. AN
N
IC
Area de rotulacion S
del CFA a investigar

La primera gota de 2uL de suspensién de bacterias siempre
corresponde a la cepa control positiva para el factor de
colonizacion anotado en la tira. Esta cepa se aplica en la
segunda cuadricula méas cercana al sitio de identificacion de
la tira y seguidamente las cepas a estudiar.
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