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RESUMEN

Introduccién: La diarrea y la desnutricién contintian siendo unas de las principales causas de morbilidad
y mortalidad en nifios <5 afios en México y en regiones menos desarrolladas del mundo. Ademas, la
interaccién entre estas dos condiciones resulta en un circulo vicioso que conduce no solo a las pérdidas
de peso y talla, sino también en un deterioro cognoscitivo del infante. Los patotipos de Escherichia coli
diarreogénicas (PED) se encuentran entre los principales agentes etiolégicos de la diarrea en México y
el mundo. La composicién de la microbiota intestinal, tiene un papel muy importante en estas dos
patologias, tanto cuando estan juntas o separadas. En este trabajo, se caracterizo el estatus nutricional
(desnutricién, aguda o crénica) de 214 nifios con diarrea aguda, <5 afios, del estado de Yucatan, que
requirieron hospitalizacién. En su conjunto, los pacientes con diarrea por PEDs tuvieron una mayor
incidencia de desnutricion comparado con los pacientes con diarrea causada por otros patégenos
(58.8% vs. 41.2%, p<0.05, OR 2.043). De los 45 nifios con diarrea causada por E. coli enterodifusa
(DAEC), 30 (66.6%) tuvieron desnutricion, 16 (50%) de los 32 nifios con diarrea por E. coli
enteroagregativa (EAEC), 13 (59.1%) de los 22 por E. coli enteropatdgeno atipica (EPECa) y 5 (50%)
de los10 por E. coli enterotoxigénica (ETEC). De los otras bacterias causantes de diarrea incluidos en el
estudio, de los 40 casos de Salmonella entérica, 23 (57.5%) tenian desnutricién, siendo el patdgeno mas
frecuentemente asociados con esta condicion; seguido de Shigella spp con 19 (44.1%) de 43 pacientes
y Campylobacter spp fue el que con el menor nimero de casos solo con 4 (18%) de los 22 pacientes.
De tal manera que se observaron diferencias significativas en el nimero de nifios con desnutricion y
diarrea por DAEC vs. los nifios con diarrea con Shigella spp (OR 3.47) y Campylobacer spp (OR 12.38),
asi como entre EAEC (OR 4.5) y EPECa (OR 6.5) vs. Campylobacer spp. Con el fin de caracterizar la
bacteriota intestinal, 72 muestras de heces se seleccionaron con base en las caracteristicas clinicas de
los pacientes con DAEC (30), EAEC (25) y EPECa (17), asi como se realizé la comparacion de esta
bacteriota entre nifios con vs. sin desnutricidn por patotipo. Con respecto a la diversidad a, abundancia
y riqueza de los OTUs, no se observé diferencias significativas entre ninguna de las comparaciones. Sin
embargo, la diversidad B, disimilitud entre los OTUs de los grupos, mostro diferencias significativas entre
los patotipos, asi como entre las condiciones de desnutriciéon vs. sin desnutricion. Los OTUs
significativamente mas abundantes en los nifios con diarrea por patotipo y desnutricién fueron los
siguientes: para DAEC las familias Prevotellaceae (Bacteroidetes) y Veillonellaceae (Firmicutes), asi
como el género Prevotella 9 (p<0.05) y para EAEC, la familia Veillonellaceae y el género Veillonella
(p<0.05), sin embargo, no se encontré ninglin OTU asociado para el caso de EPECa. Los biomarcadores
identificados entre la comparacion de PEDs con desnutricion vs. sin desnutricion, por la técnica de LDA,
identifico que los OTUs mas prevalentes, pertenecieron al phylum Firmicutes: la clase Negativicutes, el
orden Selenomonadales y la familia Veillonellaceae (LDA >4), estos dos Ultimos pertenecientes a la
clase Negativicutes. Como se observa, la familia Veillonellaceae es el OTU cominmente identificado en
estos pacientes, en algunos géneros como Veillonella sus principales vias metabdlicas involucran la
sintesis de &cidos grasos de cadena corta (AGCC) como acetato y propionato, los cuales pueden
participar en la sintesis de glutamina y cuerpos cetdnicos, asi como en la gluconeogénesis e inhibir la
sintesis de colesterol. También identificamos por PICRUST2 en estas bacteriotas, vias metabdlicas
enriquecidas, que en su conjunto contribuyen a la regulacion de la homeostasis bacteriana y del
hospedero, tales como a la sintesis de aminoacidos esenciales y no esenciales, la sintesis de vitaminas
y vias relacionadas con la degradacion de carbohidratos. Conclusiones: Los nifios con desnutricion
presentan dos veces mas la probabilidad de presentar un episodio de diarrea por PEDs en comparacion
con las otras bacterias causantes de diarrea, particularmente la probabilidad de tener un episodio con
DAEC es 12 veces mayor que con Campylobacter spp. Las bacteriotas de los nifios con PEDs y
desnutricion, estan constituidas por OTUs que en su conjunto contienen vias metabdlicas que podria
contribuir al ajuste metabdlico de estos nifios, es decir en la adaptacion al ambiente restringido de
nutrientes, proporcionando fuentes de energia y aminoacidos.



ABSTRACT
Introduction: Diarrhoea and malnutrition continue to be mayor causes of morbidity and mortality in

children under five years of age in Mexico and in less developed regions of the world. Furthermore, the
interactions between these two conditions results in a vicious circle that leads not only to weight and size
loss, but also to a cognoscitive infant impairment. Diarrheagenic Escherichia coli pathotypes (DEC) are
among the main aetiological agents of diarrhoea in Mexico and worldwide. The gut microbiome
composition of the host plays an important role in these two pathologies, in both when they are together
and separate. In the present work, the nutritional status (acute and chronic malnutrition) of 214 children
with acute diarrhoea, <5 years old, from Yucatan state, requiring hospitalisation was characterized.
Altogether, PEDs patients with diarrhoea had the mayor incidence malnutrition in comparison with
patients with diarrhoea caused by other pathogens (58.8% vs. 41.2%, p<0.05, OR 2.043). Of the 45 with
diarrhoea caused by diffusely adherent E. coli (DAEC), 30 (66.6%) were malnourished, 16 (50%) of the
32 children with diarrhoea due to enteroaggregative E. coli (EAEC), 13 (59.1%) of the 22 children with
atypical enteropathogenic E. coli (aEPEC), and 5 (50%) of the with enterotoxigenic E. coli (ETEC). Of the
other diarrheagenic bacteria included in the study, of the 40 Salmonella entérica cases, 23 (57.5%) were
malnourished, of these group was the pathogen more frequently associated with malnutrition; followed
by Shigella spp. with 19 (44.1%) of 43 patients and Campylobacter spp was the group with lower cases
of malnutrition with only 4 (18%) cases of the 22 patients. Therefore, significant difference were observed
in the number of malnourished children with diarrhoea by DAEC vs. with children with diarrhoea by
Shigella spp (OR 3.47) and Campylobacer spp (OR 12.38), likewise between EAEC (OR 4.5) and
aEPEC (OR 6.5) vs. Campylobacer spp. Aiming to characterise the gut bacteriota, 72 faeces samples
were selected based on their clinical characteristics of DAEC (30), EAEC (25) and EPECa (17), patients,
for comparison between children’s bactetiota malnourished vs. non-malnourished by pathotype. Among
the comparisons non-significant differences were observed regarding OTUs a diversity, abundance, and
richness. However, B diversity, OTUs dissimilitude between the groups, significant differences were
observed between pathotypes, as between conditions, malnourished vs. non-malnourished. Among the
children with diarrhea by DEC and malnutrition, the most significant abundant OTUs were: Prevotellaceae
(Bacteroidetes) y Veillonellaceae (Firmicutes) las families, and Prevotella 9 (p<0.05) genus for DAEC
and the Veillonellaceae family and Veillonella (p<0.05) genus, for EAEC, however, OTUs were not
significantly associated with EPECa. As observed, Veillonellaceae family was the OTU more commonly
identified among malnourished patients, some genus as Veillonella their main metabolic pathways
include short chain fatty acid synthesis (SCFA) as acetate and propionate, that can in turn participate in
glutamine and ketonic bodies synthesis, gluconeogenesis and inhibit cholesterol synthesis as well. By
PICRUST2 metabolic pathways among these bactetiotas were identified that together contribute to the
bacterial and host homeostasis regulation, as essential and non-essential amino acids synthesis, vitamin
synthesis and with pathways related to carbohydrate degradation. Conclusions: Malnourished children
have two times more the possibility of presenting a diarrheal episode due to DECs s in comparison with
other diarrheagenic bacterial, particularly the probability of having a diarrheal episode caused by DAEC
is 12 times higher than with Campylobacter spp. Bacteriotas of children with PEDs and malnourished are
constituted by OTUs that together contain metabolic pathways that may contribute to the children’s
metabolic adjustment , meaning adaptation to the limited nutrients environmental, providing energy and
aminoamides sources.



INTRODUCCION

El estado nutricional se define como el resultado del balance entre las
necesidades nutrimentales, la ingesta de alimentos y el gasto calorico. Por otro
lado, existen otros factores que influyen sobre el estado nutricional como: los
sociales, los economicos y los ambientales. Estos factores pueden dar lugar a

una ingesta insuficiente o excesiva de nutrientes. (Pedraza, 2004)

El bienestar nutricional, depende tanto del contenido nutrimental de los
alimentos que se consumen, como de los requerimientos especificos
determinadas por la edad, el género, la actividad fisica, el embarazo, la
lactancia, las infecciones y de manera importante eficiencia de la utilizacion de
los nutrientes. La malnutricibn puede ser el resultado de carencias de
macronutrientes y micronutrientes, el efecto de enfermedades infecciosas, asi

como de la ingesta excesiva de alimentos. (Pedraza, 2004)
Desnutricion infantil

La desnutricion se define como el estado fisioldgico que resulta de la falta de
absorcion o de ingesta de nutrientes acordes con las necesidades biologicas
del organismo. (Pedraza, 2004) La desnutricibn se puede dividir en aguda
(bajo peso para la edad o para la talla) y crénica (baja talla para la edad). De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud para (OMS), se considera
una desnutricién aguda grave, cuando los nifios menores de 5 afios estan por
debajo de -3 en el puntaje Z para el parametro de peso para la talla para su
edad, ademas pueden presentar edema abdominal si como una circunferencia
de brazo medio superior <115 mm. (Pham et al., 2019) Esta desnutricion
aguda grave puede clasificarse en: marasmo, que se caracteriza por una
pérdida de hasta el 60% de masa muscular y de grasa subcutanea, y
Kwashiorkor, que se caracteriza por una pérdida de hasta el 80% del peso
corporal y la presencia de edema abdominal, tanto marasmo como

Kwashiorkor se encuentran acompafiados de otros trastornos fisioldgicos,



cambios en el metabolismo para la adaptacion a la baja ingesta de nutrientes.
(Pham et al., 2019) La desnutricidon se atribuye a condiciones de pobreza, falta
de acceso a agua potable, déficits en el saneamiento, una alta prevalencia de
enfermedades infecciosas y una inseguridad alimentaria (falta de acceso a los
grupos de alimentos que constituyen una dieta equilibrada). (Bhutta et al.,
2017)

En el mundo, la desnutricion causa el 45% de muertes de nifios menores de 5
anos, principalmente en paises y regiones subdesarrolladas. En México, en el
afo 2018, se reportd que el 4.4% de los menores de 5 afios presentaban bajo
peso, 14.9% desnutricion cronica y el 1.5% desnutricion aguda. (Cuevas-Nasu
et al., 2019) De igual manera, se observd que en los hogares de mayores
carencias socioeconomicas la desnutricion cronica era del 17.5% y en los
hogares indigenas del 24.5%, observandose una disminucion en estos Ultimos
hogares del 9% con respecto al 2012 donde la prevalencia fue del 33.5%.
(Cuevas-Nasu et al., 2019)

En el 2018, solo el 44.2% de los hogares encuestados en la ENSANUT
(Encuesta de Salud y Nutricion) reporto tener una seguridad alimentaria; la
cual consiste en garantizar acceso a todos los grupos alimentarios que
conforman una dieta adecuada y equilibrada, que pueda garantizar una
correcta nutricién. Esta encuesta también reportd que el 32.9% y el 22.6% de
los hogares tienen inseguridad alimentaria leve y moderada, respectivamente.
(INEGI, 2018)

Generalidades de la microbiota

Se ha descrito que en el cuerpo humano existen diversos nichos colonizados
por microorganismos mutualistas y comensales que mantienen una estrecha
relacion con el hospedero, como en el tracto gastrointestinal, la piel, la boca,
el sistema respiratorio y la vagina. (Ursell et al., 2013) A este conjunto de
microorganismos simbioticos se les denomina “microbiota humana”, por otro

lado, al potencial genético que confieren estos simbiontes se le ha definido



como “microbioma humano”. (Ursell et al., 2013) La microbiota humana esta
constituida por alrededor de 10 a 100 mil millones de bacterias mutualistas y
comensales (bacteriota), donde multiples estudios han confirmado que los
microorganismos que conforman esta bacteriota varian entre si dependiendo
del sitio del cuerpo en el que se establecen, asi como también entre un estado
de salud o de enfermedad. (Ursell et al., 2013)

De acuerdo a multiples analisis metagendmicos, se ha confirmado que la
microbiota realiza diversas funciones que contribuyen al mantenimiento de la
homeostasis del hospedero, debido a que ésta cuenta con los genes
necesarios para metabolizar sustancias esenciales para nuestro organismo,
las cuales no podrian ser sintetizadas de otra manera. (Turnbaugh et al., 2007)
Sin embargo, una limitante importante de la metagendmica es el poder vincular
genes a organismos particulares, o a clasificaciones taxonémicas, para

asociarlos con funciones metabdlicas particulares. (Ursell et al., 2013)

Anteriormente, se habia tratado de demostrar la presencia de un conjunto
“central” de taxones bacterianos especificos, presentes en al menos la mitad
de los sujetos estudiados, pero es dificil probar que un taxén estd ausente
mediante secuenciacion y procedimientos de agrupamiento. Es por esta razon
que surgi6 la propuesta de que lo que se comparte entre los sujetos es un
“bacterioma central” y no una “bacteriota central”, ya que diversas evidencias
han demostrado que se comparten subconjuntos de genes de vias
metabdlicas microbianas entre los individuos, pero no los taxones bacterianos.
(Ursell et al., 2013) Todo esto ha permitido explicar porque distintas especies
microbianas son capaces de activar vias metabdlicas similares y generar
ambientes metabdlicos parecidos, y mostrando que no hay necesidad de un

bacteriota central
Bacteriota intestinal

La microbiota intestinal en adultos constituye alrededor del 70% de la

microbiota total del cuerpo, se estima que pesa aproximadamente 1.5



kilogramos y que estd compuesta por un niamero que supera 10 veces el de
las células del hospedero; incrementando su concentracidon de bacterias
comensales de la luz del estbmago hacia el colon y recto, lugares donde
alcanza su maxima concentracion. (Pascale et al., 2018) Cada individuo posee
su propia huella bacteriana (bacteriota) debido a que en el intestino existe una
amplia variabilidad de microorganismos los cuales son adquiridos de diversas
maneras, sin embargo, se ha identificado un “nucleo comun” de alrededor de
57 especies, donde los dos phyla dominantes son Bacteroidetes y Firmicutes,
que, a su vez, constituyen el 90% de las categorias filogenéticas que

componen la mayor parte de las bacterias del intestino. (Pascale et al., 2018)

Se ha descrito que las bacterias de la microbiota gastrointestinal contienen
principalmente genes que codifican para moléculas relacionadas con ciertas
rutas metabdlicas; como las involucradas en el metabolismo de xenobioticos,
glucanos y aminodcidos, asi como en la biosintesis de la vitaminas K y del
complejo B. (Turnbaugh et al., 2007) Estas bacterias comensales adquieren
su energia mediante la degradacion de los carbohidratos que no son digeridos
por el hospedero, los cuales al llegar al colon son fermentados por las bacterias
en gases como hidrégeno y metano, o en &cidos grasos de cadena corta
(AGCC) como butirato. (Pascale et al., 2018)

La degradacion de los carbohidratos que no son digeridos por el hospedero se
lleva a cabo principalmente por las bacterias del phylum Bacteroidetes
produciendo primordialmente acetato y propionato, mientras que las bacterias
del phylum Firmicutes producen butirato. El acetato se absorbe y se transporta
a nivel periférico, donde posteriormente sera utilizado como sustrato para la
sintesis de colesterol, mientras que el propionato es un substrato importante
en la gluconeogénesis. Se ha demostrado que el butirato es una de las
principales fuentes de energia para las células epiteliales del coldn,
incrementando la sensibilidad de estas células a la insulina brindando también
accion antiinflamatoria, la cual potencialmente parece tener una accién “anti-

obesogénica”. (Pascale et al., 2018) La produccion de butirato es importante



para el mantenimiento e integridad del tejido colorrectal ya se ha observado
que contribuye a la regeneracion de los enterocitos, brindo una proteccion
contra el dafio de este epitelio por diferentes agentes etiolégicos. (Conlon &
Bird, 2015)

Por otro lado, la microbiota también es esencial para los patrones de motilidad
del tracto gastrointestinal, ya que las alteraciones en ésta resultan en cambios
del peristaltismo. (Beamish et al., 2011) Estas alteraciones del peristaltismo se
deben tanto a la liberacion de sustancias bacterianas o productos finales de
su fermentacién, como a factores neuroenddcrinos intestinales que también
pueden tener un efecto e inducir la secrecién de mediadores de la respuesta
inmune intestinal. (Quigley, 2011) También se han observado que varios
compuestos de la microbiota intestinal inducen una mayor proliferacion celular,
contribuyendo a la reparacion epitelial mediante la sefalizacién mediada por
receptores tipo Toll (TLR), como es el caso de la activacion del TLR2 (presente
en las células epiteliales intestinales), lo cual puede modificar la absorcion de

los nutrientes. (Cario et al., 2004)

En los ultimos afos, se ha descrito que en el adulto las bacterias comensales
residentes del intestino estadn adaptadas a este ambiente, ya que han
desarrollado redes ecoldgicas directas o indirectas con otras bacterias para
adquirir nutrientes. Por ejemplo, especies de Lactobacillus y Eubacterium
dolichum carecen de la capacidad de sintetizar aminoacidos, por lo tanto,
adquieren estas moléculas de su habitat intestinal. Las bacterias
metandgenas, anaerobios obligados, obtienen su energia de las moléculas de
hidrogeno, un producto de desecho de otros anaerobios obligados. Las
interacciones hospedero-microbiota, microbiota-microbiota y microbiota-
ambiente dictan la distribucion de los comensales a lo largo del tracto
intestinal. (Cario et al., 2004; Kamada et al., 2013) La diversidad de la
microbiota intestinal permite aprovechar al maximo los nutrientes

proporcionados por la dieta; debido a que facilitan la digestion por diversas



vias metabdlicas alternativas que no estan presentes en el genoma humano.
(Kamada et al., 2013)

Se ha descrito que la enzima hidrolasa de las sales biliares, es producida por
varias especies bacterianas de la microbiota intestinal como: Lactobacillus,
Bifidobacterium y Bacteroides, por lo tanto, estas bacterias hidrolizan las sales
biliares presentes en el intestino, evitando asi la recaptacidon de estas
moléculas por el enterocito y facilitando su eliminacion, cuyas posibles
implicaciones es la disminucion en la absorcion de los lipidos por el intestino,
esto es debido a que las sales biliares cumplen con la funcién de solubilizarlos
para facilitar su digestion y absorcion. (Ley et al., 2009; Pascale et al., 2018)
Las fitasas bacterianas presentes en el intestino ayudan a la degradacion del
acido fitico, el cual esta presente en los cereales, las legumbres y las semillas.
El acido fitico, en el intestino forma complejos insolubles con minerales como
magnesio y fosfato lo cual evita la absorcion de éstos por el hospedero, por lo
que las fitasas liberan estos minerales de los complejos para que ahora
puedan ser utilizados por el hospedero. Por otro lado, las enzimas que
degradan las mucinas ayudan a satisfacer las necesidades de las bacterias y
a una renovacion normal de la mucosa intestinal. (Pascale et al., 2018)

Los nutrientes disponibles para la microbiota son unos de los factores criticos
gue definen la composicién y la distribucion de ésta en el hospedero. El
intestino delgado es rico en monosacaridos, disacaridos y aminoacidos, este
ambiente es el adecuado para el crecimiento de Proteobacterias y
Lactobacilares. En la parte distal del intestino delgado (ileon terminal), se
absorbe los azucares simples, por lo que las fuentes de energia disponibles
para el crecimiento bacteriano son diferentes del resto del intestino delgado,
lo cual resulta en un cambio en la composicién bacteriana. Mas alla de la
valvula ileocecal, la gran mayoria de los carbohidratos disponibles son
polisacaridos no digeribles por el hospedero, porque en esta regidon las
poblaciones dominantes incluyen bacterias del género Bacteroides y especies

de la familia Clostridiales, las cuales contienen enzimas que pueden



descomponer polisacaridos no digeribles para utilizarlos como fuente de

energia Figura 1. (Kamada et al., 2013)
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Figura 1. Distribucion a lo largo del intestino de los principales grupos
bacterianos. El intestino delgado es rico en nutrientes que son utilizados para
el crecimiento tanto por el hospedero como por la bacteriota. Las
Proteobacterias (principalmente las Enterobacterias), Lactobacilares y
Erysispelotrichales (especialmente Turicibacter) son dominantes en el
intestino delgado. En contraste, el intestino grueso es pobre en nutrientes y
por lo tanto alberga una cantidad mucho menor de estas bacterias, mientras
gue esta enriquecido en especies de las familias Bacteroidetes y Clostridiales
ya que pueden utilizar como fuentes de energia fibras que el hospedero no
puede. (Kamada et al., 2013)



Dependiendo de las necesidades energéticas de las bacterias patdgenas,
éstas pueden competir por recursos con las bacterias nativas. Debido a esto
la bacteriota comensal ha desarrollado mecanismos para evitar la colonizacion
intestinal por patdgenos, tales como la produccion de bacteriocinas (toxinas)
que inhiben el crecimiento de miembros de la misma especie bacteriana o
similar. (Kamada et al., 2013) Otra estrategia de los comensales, es el
consumo preferencial de nutrientes necesarios para el crecimiento de
patégenos competidores, causando la inanicién de los patdégenos y su muerte.
El consumo de oxigeno residual por anaerobios facultativos comensales, como
las Enterobacteriaceae, puede inhibir factores de virulencia en patégenos que

requieren oxigeno. (Kamada et al., 2013)

Una caracteristica de los enterocitos ante patdgenos bacterianos es el inducir
inflamacion con el fin de eliminarlos, ya que no se induce inflamacion ante
comensales bacterianos, esta estrategia estéa en equilibrio con el hecho de que
algunos mediadores de inflamacion a su vez inducen factores de virulencia en
estos patdgenos, los cuales pueden rompen el equilibrio y colonizar el tracto
intestinal produciendo enfermedad como la diarrea. Tanto la inflamacion
intestinal junto con la diarrea disminuyen la diversidad de la microbiota e
incrementa la proliferacion de patégenos debido a una reduccion en la

competencia. (Lupp et al., 2007)
Primer encuentro con la microbiota

Actualmente, diversos estudios han mostrado una colonizacion microbiana de
la madre hacia el feto in Utero, ya que se ha documentado una comunidad
microbiana en el meconio (primeras heces del recién nacido). La placenta y el
liquido amnidtico muestran una firma similar al meconio caracterizada por una

baja diversidad de Proteobacterias. (Kundu et al., 2017)

El tracto gastrointestinal del recién nacido contiene diversos nichos para ser
colonizados por microorganismos. Esta colonizacion depende del parto, donde

se adquiere una poblacion diferencial dependiendo de la via de nacimiento,
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por via vaginal se adquiere una bacteriota similar a la de la vagina de la madre
(Lactobacillus y Prevotella spp), mientras que por cesarea la bacteriota se
asemeja al de la piel de la madre (Staphylococcus, Corynebacterium y
Propionibacterium). (Kundu et al., 2017; Ursell et al., 2013) Se ha observado
que los nifios nacidos por cesarea mantienen una complejidad microbiana
menor, hasta los 12 meses, comparados con los nacidos por via vaginal.
Diversos estudios han mostrado una alteracion en el patrén natural en la
adquisicién de la bacteriota. Por ejemplo, en los nifios prematuros, antes de
las 37 semanas de gestacion, particularmente en aquellos que han pasado
estadias prolongada en el hospital, en algunos casos sometidos a respiracion
artificial y alimentados de manera parenteral, la bacteriota se caracteriza por
estar constituida principalmente de anaerobios, particularmente del género
Clostridium, lo cual puede afectar la salud tanto a corto como a largo plazo de
estos nifios. (Milani et al., 2017) Se ha descrito que la microbiota intestinal de
los nifios prematuros es diferente en su composicion y funcionalidad,
comparada con la de los nifios no prematuros, mostrando un incremento en
genes asociados con la biodegradacion y metabolismo de xenobidticos,
metabolismo de lipidos (enriquecimiento de derivados de acidos biliares) y se
caracterizan por microorganismos con bajo metabolismo energético y de

biosintesis de vitaminas. (Milani et al., 2017)

También se ha descrito que el tipo de alimentacién del recién nacido (seno
materno o férmula) tiene una influencia directa en la composicién de la
microbiota. Tanto el calostro como la leche materna proveen bacterias
simbidticas y probidticas para el intestino del lactante, lo cual resulta en un
incremento en la diversidad y la funcionalidad de la bacteriota. Cabe destacar
que cada madre en su leche alberga un patron microbiano unico, donde la
mayoria son de los géneros son Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus
y Bifidobacterium. Por otro lado, los nifios alimentados con formulas lacteas
muestran una microbiota intestinal diferente en esta etapa, (Kundu et al., 2017)
puesto que estan expuestos a diferentes carbohidratos y micronutrientes,

favoreciendo patrones de colonizacion diferentes, que conlleva a una mayor
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diversidad dominada por los géneros Estafilococos, Bacteroides, Enterococos,

Enterobacterias Clostridium y Atopobium. (Milani et al., 2017)

El microbioma intestinal del lactante puede influir en muchos o6rganos y
sistemas, como es el caso del “eje microbioma-intestino-cerebro”, en el que el
sistema nervioso entérico participa en funciones intestinales como la
peristalsis, el flujo sanguineo intestinal y la secrecion epitelial. El sistema
nervioso entérico se comunica bidireccionalmente con el sistema nervioso
central mediante la transmision neuronal a través de tractos parasimpaticos y
simpaticos vagales, (Kundu et al., 2017) ademas el sistema nervioso entérico
se organiza en una red de ganglios interconectados distribuidos en dos capas
dentro de la pared intestinal: la mientérica externa y la submucosa interna.
(Moreira et al., 2012) La disbiosis (alteracion de la microbiota) se ha asociado
con el estrés, el cual tiene un perfil neuroquimico particular; con base en estas
observaciones se ha propuesto un mecanismo a través del cual la microbiota
puede influir en la sefalizacion del sistema nervioso entérico y el sistema
nervioso central, incluidas las rutas neuronales en las cuales se ha involucrado
al nervio vago en la comunicacion entre la microbiota y el cerebro. (Grenham
et al., 2011)

Se ha observado, una disminucién de Bifidobacterias en el intestino de los
infantes al introducir alimentos solidos. Puesto que estas Bifidobacterias, son
necesarias para el procesamiento de los oligosacaridos de la leche materna.
La composicion del microbioma intestinal del infante tiene cambios
significativos que van relacionados con el cambio de dieta, en el cual se
incrementa el conjunto de genes asociados con la digestion de los
polisacéaridos y la biosintesis de vitaminas; (Ursell et al., 2013) de manera
importante durante esta etapa también se lleva a cabo la maduracion del

sistema inmune del infante. (Kundu et al., 2017)

La adquisicion de la microbiota del infante continua y varia dependiendo de
diversos factores como: el estilo de vida (dietas variadas), el entorno del

hospedero, estado fisioldgico (incluyendo el del sistema inmune) y patolégico
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(presencia de alguna enfermedad), asi como la presencia transitoria de
microorganismos incapaces de colonizar persistentemente un habitat.
(Turnbaugh et al., 2007; Ursell et al., 2013) Figura 2

Factores prenatales: Factores neonatales: Factores postnatales:
e  Placenta e Formade e  Alimentacion (leche materna
nacimiento vs formula)
e  Edad gestacional ®  Regidn geografica

Interacciones con el huésped

Dieta materna

Figura 2. Adquisicién y composicion de la microbiota, desde la gestacion hasta
la nifiez. La representacion esquematica muestra una lista de factores
prenatales, neonatales y postnatales que contribuyen a la composicion

intestinal bacteriana del infante. (Milani et al., 2017)

La composicion de la microbiota intestinal depende directamente de la

dieta del hospedero

Se ha demostrado que las dietas determinan de manera importante la ecologia
microbiana del intestino, ya que el tipo de nutrientes ejerce una presion de
seleccion sobre el tipo de especies que lo colonizan. (Ley et al., 2009) A pesar
de que existen algunos mamiferos que también tienen dietas omnivoras
similares a la de los humanos, se ha demostrado que no poseen una
microbiota similar. Esto se debe a que la diversidad de los linajes bacterianos,
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en la microbiota humana, estan influenciados por la variedad de la dieta, asi
como por la cantidad de alimentos y su procesamiento. (Ley et al., 2009) Por
ejemplo, se ha descrito que las heces de los individuos vegetarianos presentan
una baja abundancia relativa de bacterias de la familia Enterobacteriaceae;
esto se debe a que el alto consumo de fibras resulta en un incremento de los
AGCC, lo cual conlleva a una disminucién del pH intestinal, condiciones que
no son adecuadas para el crecimiento de las bacterias de esta familia. (Zimmer
et al., 2012) En contraste, dietas ricas en proteina muestran una alta
abundancia relativa de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, lo que
conlleva al incremento de la actividad de enzimas bacterianas como la B-
glucuronidasa y la nitroreductasa, esta Ultima enzima puede producir
metabolitos que inducen respuestas inflamatorias. (Brown et al., 2012)
Adicionalmente, un estudio comparativo entre la bacteriota de nifios europeos
y de nifios de una aldea africana, los cuales consumen una dieta rica en
proteinas y una dieta alta en fibras, respectivamente; mostré que los nifios
europeos presentan una marcada reduccion del phylum Bacteroidetes y un
enriguecimiento de la familia Enterobacteriaceae, mientras que los nifios
africanos mostraron un enriquecimiento del phylum Bacteroidetes, una
disminucién de Firmicutes y una mayor produccién de AGCC. (De Filippo et
al., 2010)

Por otro lado, se ha descrito que la alteracion en la cantidad de kilocalorias de
la dieta en adultos delgados induce un cambio en la abundancia entre los phyla
Bacteroidetes y Firmicutes, lo que resulto en un incremento del phylum
Firmicutes y una disminucién de Bacteroidetes al aumentar la ingesta de
calorias, similar a lo que se ha observado en individuos que consumen dietas
altas en grasas. (Jumpertz et al., 2011) Las diferencias entre la composicion
de la microbiota pueden resultar en diferentes capacidades metabdlicas para
utilizar los compuestos de la dieta, asi como a diferentes riesgos para adquirir
enfermedades. (Conlon & Bird, 2015)

La microbiotay el estatus nutricional del nifio
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Varios estudios han mostrado que los sujetos con desnutricién, sobrepeso,
obesidad, diabetes etc., suelen presentar disbiosis, por lo tanto, los beneficios
de la microbiota puede reducirse. (Méndez-Salazar et al., 2018) Se ha
demostrado que los niflos con desnutricibn moderada y severa tienen una
microbiota menos diversa y madura que los nifios sin desnutricion. (Bhutta et
al., 2017; Méndez-Salazar et al., 2018)

En un estudio realizado en México, en el cual se determiné y comparo la
diversidad de la microbiota intestinal en nifios con desnutricion vs. nifios con
un correcto estado nutricional y con obesidad, se observo que el grupo con
correcto estado nutricional tuvo mayor diversidad microbiana que los grupos
con desnutricion y con obesidad. De igual manera se observo que el grupo de
nifios con desnutricibn mostro mayor abundancia de Firmicutes (57.9%), que
el grupo con correcto estado nutricional (43.2%); los grupos de nifilos con
desnutricion y con obesidad obtuvieron proporciones mas bajas de
Bacteroidetes (38.3 % y 33%, respectivamente) en comparaciéon con el grupo
con correcto estado nutricional. En nifios obesos el aumento de
Proteobacterias representa un desequilibrio de la comunidad bacteriana
intestinal. En particular, el consumo elevado de grasas estimula la proliferacion
de Proteobacterias, los cuales pueden ser un criterio de diagndstico para la
disbiosis. En este mismo estudio, se establecié que la familia Lachnospiracea
del phylum de Firmicutes estaba sobrerrepresentada en los nifios con
desnutricion, esta familia se ha asociado con la induccion de adiposidad,
aumento de peso y diabetes, por lo tanto, se sugiere que esta familia
bacteriana contribuye a un proceso de adaptacion que protege contra la mala
nutricion, mejorando el balance energético. (Méndez-Salazar et al., 2018)
Estos resultados muestran la importancia de determinar si es posible llegar
hasta nivel de género y ya no solo a nivel de phylum y familias de los OTUs
gue conforman la bacteriota intestinal ya que grupos de bacterias
pertenecientes al mismo phylum pueden tener vias metabdlicas diferentes que
cumplan con funciones diferentes, de aqui la necesidad de incrementar la

profundidad de identificacién de los taxones en la bacteriota intestinal.
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Ademas, se ha observado que en los nifios sanos la microbiota intestinal suele
ser muy diversa, durante los episodios diarreicos se pierde esa diversidad con
un cambio en la composicion de la microbiota, mostrando la mayor diferencia
en el aumento del phylum de Proteobacterias y una menor abundancia de
bacterias anaerobias lo que conlleva a un aumento de bacterias aerobias.
(Braun et al., 2017; Fan et al., 2020; Gallardo et al., 2017; Solano-Aguilar et
al., 2013)

El sindrome diarreico

El sindrome diarreico se define como un incremento en las deposiciones del
patron habitual del nifio, o el presentar mas de tres veces evacuaciones
liquidas o semi liquidas, al dia, las cuales pueden ir acompafiada de dolores
abdominales o fiebre. (OMS, 2017) El sindrome diarreico es mas prevalente y
causa mayor morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios, sobre todo
de paises subdesarrollados o en regiones con bajos ingresos y con malas
condiciones de salubridad (suministro de agua potable, higiene ambiental y
saneamiento deficientes) Figura 3. Las enfermedades diarreicas infecciosas,
pueden ser causadas por varios agentes etiolégicos como virus, bacterias y
parasitos. Con base en las manifestaciones clinicas que presentan los
pacientes con diarrea, se pueden clasificar en: (Black et al., 2016; Gomes et
al., 2016)

1. Diarrea acuosa, la cual se clasifica de acuerdo con el volumen de
evacuaciones con respecto al peso corporal: leve, cuando el volumen
es inferior al 5% del peso corporal, moderada, cuando el volumen se
encuentra entre el 5% al 10%, y grave, cuando el volumen supera el
10%. La diarrea acuosa grave, puede producir choque hipovolémico
gue puede llevar a la muerte; se caracteriza por una alta perdida de

liguidos que resulta en una deshidratacion severa, disminucion de la
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presion arterial, insuficiencia circulatoria y disfunciéon de diversos
organos.

2. Diarrea con sangre, se define como cualquier episodio de evacuacion
disminuida de consistencia (semiliquida o liquida) en las que hay sangre
visible. El sindrome disentérico es una entidad clinica cuyas
caracteristicas incluyen numerosas evacuaciones con escaso material
fecal, con moco y sangre, generalmente acompafiada de cdlicos,
tenesmo (urgencia de defecar) y fiebre. (FernAndez Garcia, et al., 2004)

3. Diarrea persistente, aquellos episodios que duran mas o 14 dias, que
pueden dafar la mucosa intestinal, causando mala absorcion de

nutrientes, pérdida de peso y desnutricion.

Se ha observado que el sindrome diarreico alcanza su mayor tasa de
incidencia entre los 6 y los 11 meses de vida del nifio (periodo de destete).
Esto se debe a que los primeros meses de vida (< 6 meses) a través de la
leche materna se transfieren inmunoglobulinas, lactoferrina y lisozima
protegiendo al bebé de las infecciones por patégenos que causan diarrea.
(Black et al., 2016) En el Global Enteric Multisite Study (GEMS), el agente
etiolégico bacteriano, ocupa el segundo lugar en incidencias de enfermedades
diarreicas, en aquellos paises que no han introducido de manera masiva la
vacunacion contra rotavirus. (Kotloff et al., 2013) En México, se introdujo la
vacuna de rotavirus a partir de mayo de 2007 en nifios menores de 6 meses,
lo que trajo como resultado la disminucion significativa de las muertes debidas

a la diarrea causada por rotavirus. (Collada et al., 2020)

En México, en el 2019 el sindrome de diarrea fue la segunda causa de
morbilidad en nifios menores de 5 afios, con una incidencia de 995,817 casos,
(Anuario de morbilidad 2019)y con una tasa de mortalidad en menores de 1
afo de 27.78 y de 3.47 en nifios de 1 a 4 afos, por cada 100,000 nifios. (Rios-
Mufiz et al., 2019) Como se muestra en la Figura 4, en México, durante el

periodo de 2006 al 2018, las enfermedades diarreicas en los nifios de 0 a 4
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afios no han disminuido su incidencia significativamente y este sindrome

mostré una mayor incidencia en los nifios que en las nifias. (INEGI, 2018)

R
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Figura 3. Tasa de mortalidad por enfermedades diarreicas, 2017. EI nimero
anual de muertes por enfermedades diarreicas por cada 100.000 personas.
(Dadonaite et al., 2019)
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Figura 4. Porcentaje de la poblacién de 0 a 4 aflos que presento diarrea en

las dos semanas previas a la entrevista, por sexo. (2006-2018) (INEGI, 2018)
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Desnutricion y diarrea “un circulo vicioso”

La desnutricion y la mortalidad por diarrea tienen una asociacion bidireccional.
La desnutricion causa inmunodeficiencia y una mayor susceptibilidad a
infecciones como la diarrea. La diarrea a su vez causa desnutricion a través
de la disminucién del apetito y una mala absorcién, por lo tanto, menor ingesta
de alimentos y una pérdida de nutrientes, lo que conlleva a una pérdida de
peso. (Gebreyesus Wasihun et al., 2018) Se ha documentado, que en los nifios
desnutridos la prevalencia de la diarrea es mas alta y a menudo las
manifestaciones clinicas son mas severas, esto debido a la inmunodeficiencia
que presentan, ocasionando dificultades en su capacidad para defenderse
contra los patdgenos. En la Figura 5, se muestran los factores de riesgo tanto
como para la predisposicion a la desnutricion, asi como a padecer diarrea.
(Levy Farin, 1980)

Falta de acceso /
a agua potable ‘

i Mala
| n_Segu I’Ida.d Inmunodeficiencia absorcion
alimentaria intestinal

Saneamiento
deficiente Desnutricién

Figura 5. Factores de riesgo que predisponen a una desnutricion y a padecer
diarrea.

La diarrea produce un deterioro nutricional del nifio, lo cual resulta en una
pérdida de talla y peso con respecto a la esperada para la edad del infante. Es

importante recordar que cuando un infante presenta el sindrome de diarrea,
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éste debe recibir una alimentacion adecuada para su pronta recuperacion.
(Levy Farin, 1980)

Se ha descrito que, en los nifios desnutridos y con diarrea, los patbgenos mas
frecuentemente identificados son: E coli enteroagregativa (EAEC) (Acosta-
Mufiz et al., 2015; Opintan et al., 2010; Tickell et al.,, 2017), E. coli
entorotoxigénica (ETEC) productora de toxina termoestable (Mondal et al.,
2009; Tickell et al., 2017) y E. coli enteropatogena tipica (EPECt) en
comparacion con los nifios sin desnutricion y con diarrea en donde son mas

prevalentes Rotavirus, Vibrio cholerae y Giardia lamblia. (Tickell et al., 2020)

Se ha reportado que los nifios con desnutricibn aguda que cursaron con
diarrea moderada causada por EPECt y E. coli productora de toxinas shiga
(STEC), duplicaron el riesgo de que el episodio de diarrea pasara a ser grave,
comparado con los nifios sin desnutricion. Se observo una mayor letalidad en
los nifios con desnutricidbn que en los nifios sin desnutricibn que presentaron
episodios de diarrea causados por: Shigella, EPECt, STEC y Entamoeba
histolytica. (Tickell et al., 2020)

En un articulo que incluye varios estudios de busqueda intencionada de los
PEDs realizado en Peru, en nifios menores de 5 afios con diarrea, se identificd
en los infantes el: 9.9% EAEC, 8.5% EPEC, 6.9% ETEC, 4.8% E. coli de
adherencia difusa (DAEC), 0.8% STEC y 0.6% E. coli enteroinvasora (EIEC),
en un total de 4243 muestras. (Ochoa et al., 2011)

Epidemiologia del sindrome de diarrea en infantes en el estado de
Yucatan

En nuestro pais como en el mundo, se han realizado pocos estudios de
busqueda intencionada de agentes patdogenos causantes de diarrea. Nuestro
grupo de investigacion realizd dos estudios de diarrea aguda en nifios que
requirieron hospitalizacion, en Mérida Yucatan, el primero se realizé del 2008-
2009 y del 2010-2011, en donde se identificaron a los PEDs como los
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principales patdégenos causantes de diarrea aguda, por arriba de Rotavirus,
Salmonella y Shigella spp. Los principales PEDs identificados fueron: DAEC
en un 35%, EAEC en 24% y EPEC en 19%. (Patzi-Vargas et al., 2015) El
segundo se realizé del 2010 al 2014, en donde también se identificaron a los
PEDs como los principales patdgenos causantes de diarrea aguda, se revelo
que DAEC fue el patébgeno mas prevalente (36.6%), seguido de EAEC
(20.3%), EPECa (15.9%), ETEC (12.7%), EPECt (1.8%) y EIEC (0.7%).
(Meza-Segura, 2017)

En tanto que la ENSANUT 2012, identifico una prevalencia nacional de diarrea
aguda en la poblacion menor de cinco afios de 11.0%, para Yucatan esta fue
de 17.7%. En contraste, para la entidad esta cifra fue de 12.5% en 2006, lo
que muestra un considerable incremento de 41.6%. (ENSANUT, 2012)

Escherichia coli

En 1884, el microbidlogo y pediatra, Theodor Escherich, realizé un estudio
para caracterizar los microbios presentes en el intestino de infantes. En este
estudio identific6 una bacteria de rapido crecimiento, a la que denomino
Bacterium coli commune, conocida en la actualidad como Escherichia coli, la
cual esta considerada un componente de la microbiota intestinal. El nicho de
E. coli es la capa delgada de la mucosa que recubre el intestino grueso. En
esta capa mucosa, E. coli crece formando una biopelicula junto con otras
especies de microorganismos con los que compite por los nutrientes. (Blount,
2015)

E. coli es un bacilo Gram negativo que mide aproximadamente 1 um de largo
por 0.35 um de ancho, esto puede variar dependiendo de la cepa y de sus
condiciones de crecimiento, suele tener flagelos para poder moverse en su
entorno y un variado reportorio de pilis que le permiten adherirse tanto a las
superficies como a las células. E.coli es un aerobio facultativo, lo que significa

que puede crecer en tanto en presencia como en bajas concentraciones de
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oxigeno. E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae que incluye otros

patdogenos como Salmonella, Shigella, Klebsiella y Serratia. (Blount, 2015)

Escherichia coli, coloniza el tracto gastrointestinal de los humanos poco
después del nacimiento. (Kaper et al., 2004) La relacién E.coli-hospedero se
basa en el mutualismo, en el cual el hospedero brinda nutrientes y condiciones
ideales para la supervivencia de E. coli, mientras que E. coli produce las
vitaminas K y B12, que no produce el hospedero las cuales requiere como
micronutrientes. (Lawrence & Roth, 1996) Sin embargo, existen cepas de E.
coli que han adquirido factores de virulencia especificos que les han permitido
colonizar nuevos nichos, asi como producir diversas enfermedades en el

hospedero. (Kaper et al., 2004)

El tamafio del genoma de E. coli es muy variable entre cepas, mientras que
las cepas comensales tienen un genoma de ~4.5 millones de pares de bases
y 4000 genes, las cepas patdgenas pueden tener genomas de mas de 5.9
millones pb y 5500 genes. Esta variacion se debe a la presencia en las cepas
patbgenas de profagos, elementos moviles, pldsmidos e islas de
patogenicidad que les confieren a estas cepas capacidades metabdlicas

diferentes, asi como virulencia. (Blount, 2015; Gomes et al., 2016)

Dependiendo en la regién del cuerpo donde estas cepas virulentas de E. coli
producen enfermedad se han dividido en extraintestinales e intestinales. Los
PEDs se han clasificado en seis patotipos con base en factores de virulencia
especificos: EPEC que incluye dos subgrupos (EPECt, EPECa), STEC donde
se incluye al subgrupo de las enterohemorragicas (EHEC), ETEC, EAEC,
EIEC y DAEC. (Kaper et al.,, 2004). A continuacion, se describen las

caracteristicas de los patotipos que se incluyen en el presente estudio.

E. coli de adherencia difusa

E. coli de adherencia difusa (DAEC) causa dafos en las células epiteliales,

incluida la pérdida de la estructura de las microvellosidades, la alteracion de
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las actividades enzimaticas de las proteinas y la perdida de las uniones
adherentes, lo que resulta en enfermedades diarreicas y dafio en el epitelio
intestinal, lo que contribuye al desarrollo de otras enfermedades intestinales.
(Meza-Segura & Estrada-Garcia, 2016)

DAEC, se define por su adherencia difusa (DA) sobre células epiteliales HEp-
2, donde la adherencia se produce en toda la superficie, mostrando un patron
disperso, el cual estd mediando por la presencia de las adhesinas
Afa/Dr/F1845, las cuales estan codificadas por los operones afa/dra/daa,
respectivamente. (Meza-Segura & Estrada-Garcia, 2016)Estos operones
estan formados por 5 genes diferentes (A, B, C, D, E), que codifican para un
regulador transcripcional, una chaperona, un usher, una invasina y una

proteina estructural, respectivamente. (Meza-Segura & Estrada-Garcia, 2016)

DAEC cuenta con adhesinas afimbriales (Afa-1, Afa-1l, Afa-1ll, Afa-V, Afa VII,
Afa VIl y Dr-2) y adhesinas fimbriales (Dr y F1845). Las adhesinas fimbriales
se unen al factor acelerador del decaimiento (DAF) y a las moléculas de
adhesion celular del antigeno carcinoembrionario humano (hCEACAM).
(Meza-Segura & Estrada-Garcia, 2016) DAF es una glicoproteina que se
encuentra expresada en la superficie apical de las células epiteliales del
intestino. Después de la union entre las adhesinas y DAF, se induce al
rearreglo del citoesqueleto en las células epiteliales, lo cual resulta en que las
microvellosidades envuelvan a la bacteria y se induce la produccion de
citocinas proinflamatorias. (Croxen et al., 2013) En esta induccion de citocina
también se ha documentado que participa la flagelina de DAEC al unirse al
receptor tipo Toll (TLR 5), que se encuentra en la cara basolateral de los
enterocitos, induciendo la secrecion de IL-8, lo que da como resultado la
migracion a través de la barrera epitelial de los polimorfonucleares,
promoviendo de esta manera la secrecion del factor de necrosis tumoral (TNF-
a) e IL-1pB por los enterocitos, lo que resulta en la acumulacion de DAF sobre

los enterocitos, estimulando que envuelva a DAEC de tal manera que esta
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bacteria ya no queda expuesta al lumen intestinal. (Croxen et al., 2013; Meza-
Segura & Estrada-Garcia, 2016)

E. coli enteroagregativa

E. coli enteroagregativa (EAEC) tiene un mayor impacto en términos de
morbilidad en niflos menores de 5 afios que viven en paises en desarrollo y
con problemas severos de desnutricion, asi como también en infantes y
adultos inmunocomprometidos especialmente infectados con VIH. (Gomes et
al., 2016) EAEC es un patotipo definido por mostrar un patron caracteristico
de adherencia agregativa (AA), el cual se caracteriza por la adherencia de las
bacterias en una disposicion de ladrillos apilados en la superficie de las células
epiteliales HEp-2. (Asea et al., 2010)

La identificacion de los factores de virulencia de EAEC proponer un modelo
infeccion y accion que incluye tres etapas de patogénesis: (Estrada-Garcia et
al., 2015; Estrada-Garcia & Navarro-Garcia, 2012; Gomes et al., 2016)

e Adherencia a la mucosa intestinal, para esto es esencial la contribucion
de adhesinas fimbriales y afimbriales, asi como de otras proteinas de
membrana con funcién adherente. En esta etapa hay un aumento en la
secrecion de moco en la mucosa intestinal que conduce a la formacion
de biopeliculas en donde se adhieren las EAEC a los enterocitos.

e Produccién de citotoxinas y enterotoxinas, que inducen al rearreglo del
citoesqueleto de las células epiteliales y la secrecion de moco.

e Induccion de inflamacion debido a la colonizacién de EAEC sobre la
mucosa intestinal, la cual inicialmente depende del sistema inmune
innato del hospedero y posteriormente como respuesta a las toxinas de
EAEC. (Estrada-Garcia et al., 2015)

La EAEC se puede subdividir en tipica y atipica basada en la presencia o
ausencia del gen aggR, codificado en el plasmido pAA. El gen aggR codifica

para un activador transcripcional llamado AggR, el cual se encarga de regular
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alrededor de 44 genes de virulencia necesarios para inducir la enfermedad.
(Estrada-Garcia et al., 2015; Gomes et al., 2016; Kaper et al., 2004; Kotloff et
al., 2013)

Se induce la adherencia agregativa en células epiteliales mediante la fimbria
de adhesion agregativa (AAF), la cual cuenta con 4 variantes diferentes, esta
adherencia favorece la colonizacion intestinal y la formacion de biopeliculas
sobre la superficie intestinal. (Gomes et al., 2016; Estrada-Garcia, 2015) Los
genes que codifican las 4 variantes de AFF y que estan codificados en el
plasmido pAA son: aggA (AAF 1), aafA (AAF Il), agg-3 (AAF 1ll) y agg4 (AAF
IV o0 adhesina Hda). Cada aislado de EAEC lleva un solo subtipo de AFF, el
responsable del fenotipo agregativo. (Asea et al., 2010; Farfan-Garcia et al.,
2016) Se ha observado que AAF Il se une a los componentes de la matriz
extracelular (fibronectina, laminina y colageno tipo IV) de la mucosa intestinal
confiriendo autoagregacion. (Asea et al., 2010; Estrada-Garcia et al., 2015;

Estrada-Garcia & Navarro-Garcia, 2012)

Se ha identificado que EAEC cuenta con un sistema de secrecion tipo VI
(T6SS), donde los grupos de genes responsables de este sistema de
secrecion (sci-1 y sci-2) se encuentran en la isla de patogenicidad pheU
regulada por AggR. (Aschtgen et al., 2008) De igual manera, en EAEC se han
identificado el grupo de genes ETT2, lo cual indica la presencia de un sistema
de secrecion tipo Il (T3SS). (Meza-Segura et al., 2020; Philipson et al., 2013)

La respuesta de células epiteliales infectadas por EAEC estan mediadas por
flagelina (fliC), la principal proteina del flagelo de EAEC, que al ser reconocida
por los TLR 5, induce la activacion de la proteina MAPK (mitogen-activated
protein kinase) y el factor nuclear kappa B (NF-kB) lo que induce la secrecion
tanto de IL-8, IL-6, TNF-a, GRO-a (growth-regulated oncogene), GRO-y, ICAM
— 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) e IL-1a por las células epiteliales

intestinales. (Asea et al., 2010)
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E. coli Enteropatégena

E. coli enteropatdgeno (EPEC), es una bacteria del grupo de bacterias que se
caracterizan por producir la denominada lesibn de adherencia vy
esfacelamiento (A/E), un fenotipo que lo confieren los genes codificados en el
locus LEE (Locus of Enterocyte Effacement). (Croxen et al., 2013; Dean &
Kenny, 2009) La lesiébn A/E se caracteriza por el esfacelamiento de las
microvellosidades intestinales, el cual estd acompafiado por la formacién de
“pedestales” de actina por las células epiteliales exactamente por debajo de la

bacteria adherida a la superficie del enterocito. (Croxen et al., 2013)

Las cepas de EPEC, se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas
patogénicas en dos subtipos, los cuales son tipicas (EPECt) o atipicas
(EPECa), de acuerdo con la presencia o ausencia del plasmido del factor de
adherencia de EPEC (pEAF), respectivamente. (Croxen et al., 2013)
Donnenberg y Kaper describieron un modelo de patogénesis de EPEC basado

en dos etapas:

e Adherencia, la union inicial de EPECt a la superficie del epitelio
intestinal esta mediada por los pilis BFP (Bundle-Forming Pilus), los
cuales unen a las bacterias entre si. Estas microcolonias de EPECt se
unen al enterocito formado un patron de adherencia localizada (LA), que
pueden verse sobre la superficie de las células HEp- 2. Por el contrario,
las cepas EPECa que no cuentan con pilis BFP, por lo tanto, en muchas
de estas cepas no se observan la formacion de microcolonias y que
pueden producir un patron similar al de adherencia localizada (LAL), o
inclusive difuso sobre celulas HEp-2. (Croxen et al., 2013)

e Transduccion de sefiales, la union de EPEC a las células intestinales
inducen diversas vias de transduccidon de sefales. Los genes
necesarios para la transduccion de sefiales y produccién de la lesiéon

A/E estan codificados en LEE. LEE contiene los genes que codifican al
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T3SS, adhesina intimina, la cual es una proteina de 94 kDa codificada
por el gen eae, el receptor translocador de intimina (Tir) y diversas

proteinas efectoras. (Croxen et al., 2013)

Cuando se activa T3SS y se produce el inyectosoma, Tir se transloca al
citoplasma del enterocito donde se ancla a la membrana apical de éste, donde
se lleva a cabo la union de EPEC mediado por intimina. Al llevarse a cabo esta
unién, Tir con intimina, se induce la fosforilacion de la cola citoplasmatica de
Tir, promoviendo la activacién y el reclutamiento de proteinas del enterocito
(NcK, N-WASP y Arp 2/3), dichas proteinas inician la polimerizacion de actina
para construir el “pedestal”’. (Croxen et al., 2013; Janeway, 2001) Las proteinas
efectoras codificadas por LEE, tales como EspF y EspG afectan la localizacion
de las acuaporinas (canales transmembranales que transportan agua) y en
conjunto con otros mecanismos provocan la diarrea caracteristica de este

patégeno. (Croxen et al., 2013)
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JUSTIFICACION

La desnutricion infantil continda siendo un problema importante de salud
publica en México y el mundo. Se ha demostrado un circulo vicioso entre la
diarrea y la desnutricion. En México, el sindrome de diarrea es la segunda
causa de morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios. En el estado
de Yucatan, los PEDs son el principal grupo causal de diarrea, en nifios (<5
afos) que requieren hospitalizacion, por arriba de Rotavirus, Salmonella y
Shigella. Los PEDs mas prevalentes son DAEC, EAEC y EPECa. Se ha
observado una disbiosis en el intestino de nifios con diarrea por algunos PEDs,
sin embargo, hasta el momento se desconoce la composicion de la bacteriota
de nifios con diarrea por PEDs y desnutricion. La infeccion por EAEC y EPECt
se han asociado con mayor frecuencia en nifios que presentan desnutricion,
pero aun se desconoce si la infeccion o la diarrea causada por DAEC y EPECa
también se asocia con nifios con desnutricion, asi como la bacteriota intestinal
de nifios con DAEC, EPECt, EPECa y EAEC con diarrea y desnutricion. Por
lo tanto, este trabajo permitird identificar la prevalencia de nifios con
desnutricion hospitalizados por diarrea aguda, la asociacién de estos 3 PEDs
con la desnutricion e identificar los consorcios bacterianos intestinales en nifios

con diarrea por éstos PEDs con y sin desnutricion.
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HIPOTESIS

Los nifios con diarrea causada por DAEC, EAEC y EPECa tienen una mayor

incidencia de desnutricion.

La bacteriota de los nifios con desnutricion y diarrea causada por DAEC, EAEC
y EPECa es diferente a la de los nifios sin desnutricion y con diarrea causada

por estos patotipos.

OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar el estatus nutricional de los nifios con diarrea aguda causada por
PEDs, Shigella flexneri, Salmonella enterica y Campylobacter jejuni que
requirieron hospitalizacion y establecer la composicion de la bacteriota

intestinal de nifios con diarrea causada por DEAEC, EAEC y EPECa.

Objetivos especificos

1.- Caracterizar el estatus nutricional de los nifios menores de 5 afios con
diarrea causada por DAEC, EAEC, EPECa, ETEC, Shigella flexneri,

Salmonella enterica y Campylobacter jejuni.

2.- Caracterizar la bacteriota intestinal en pacientes con enfermedad diarreica
causada por DAEC, EAEC y EPECa con y sin desnutricion.

3.- Determinar el efecto de la composicion de la bacteriota en el perfil
metabdlico en pacientes con diarrea causada por DAEC, EAEC y EPECa con

y sin desnutricién.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

Secontd6 con un total de 1043 nifioscon diarrea aguda menores
de 5 afios que requirieron hospitalizacion en el Hospital General O'Horén,
Mérida, y en el Hospital de Valladolid, Valladolid, ambos en Yucatan, que
formaron parte del estudio de la blusqueda de biomarcadores financiado por

NIH, que se realiz6 durante el periodo de diciembre 2010 a junio 2014.
Determinacion del estatus nutricional de los nifios

Se obtuvieron los datos antropométricos (peso y talla), edad y género de 214
nifos menores de 5 afios, con diarrea aguda causada por DAEC, EAEC,
EPEC, ETEC, Shigella flexneri, Salmonella entérica y Campylobacter jejuni,
como patdégenos unicos. A partir de estas mediciones, se determiné el estatus
nutricional, usando la norma de referencia de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS). Para el diagnosticO nutricional, se calcularon los indices
transformados en puntaje Z de talla para la edad, peso para la talla, y peso
para la edad Figura 6. Se determiné desnutricion aguda cuando el
puntaje Z de peso para la edad y en peso para la talla se encuentra por debajo
de -2,y en desnutricibn cronica cuando el puntaje Zde talla para la
edad, esta por debajo de -2. (Cuevas-Nasu et al., 2019)
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Patrones de crecimiento infantil de la OMS

Figura 6. Grafica de patrones de crecimiento de la OMS en puntuacion Z.
Gréfica para evaluar el estatus nutricional de las nifias de entre 0 y 5 afios, en
esta gréfica se relaciona la edad y el peso de las nifias. Un puntaje Z menor a

-2 indica un problema de desnutricion aguda.
Poblacion de estudio para determinacion de la bacteriota

La caracterizacion de las poblaciones bacterianas se realiz6 en 72 muestras
de heces diarreicas: 30 con DAEC, 25 con EAEC y17 con EPECa,

todas como muestras de patotipo Unico.

Se tomaron 200 mg de las muestras congeladas de heces de los pacientes
seleccionados, después se procedié a realizar la extraccion de DNA
empleando el kit QlAamp DNA Stool mini kit (Qiagen) siguiendo las
indicaciones del proveedor. EI DNA se recuper6 en un volumen final de
200 uL de Buffer AE (Qiagen).
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Precipitacion de DNA en fenol cloroformo

La purificacion del DNA se realiz6 mediante el método de fenol cloroformo y
ciclos de centrifugacion. En una primera etapa, a la muestra obtenida de la
extraccion del DNA se agregd fenol-cloroformo, se homogeneizo y se
centrifugo, formandose asi dos fases: una fase acuosa formada por el DNA y
una fase organica, constituida por residuos de proteinas o lipidos. Una vez
recuperada la fase acuosa, se adicion6 etanol absoluto y acetato de sodio para
precipitar el DNA. Esta mezcla, reduce las fuerzas repulsivas entre las
cadenas Yy asi producir el plegamiento del DNA sobre si mismo haciéndose
insoluble. A continuacion, se homogenizo suavemente y se centrifugd durante
15 minutos. Posteriormente, se decanté cuidadosamente y se elimind los
residuos de alcohol con un lavado con etanol al 70%. Por ultimo, cada una de
las muestras se resuspendid en agua inyectable y se determind su

concentracion y pureza con un NanoDrop 2000.
Prueba de amplificacién del DNA

Mediante PCR de punto final, se evalu6 la adecuada purificacion del DNA de
cada una de las muestras. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
15 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 1 minuto a 60°C, 15 minutos a
75°C;y una extension final de 10 minutos a 72°C.Cada reaccion
contenia 1 yL de DNA, 1 uL de MgClz, 2.5 uL de dNTPs, 0.4 pL del set
de primers (forward GGTCCGGCCGGGAACTC, reverse
CGCTTGCTCTCGCGAGGT CGC), 17.4 L de H20 inyectable, 2.5 uL de
Buffer 10X y 0.2 yL de la enzima Taq. Como control negativo se utilizé agua
inyectable y como control positivo DNA extraido de una colonia aislada de 042
EAEC. Posteriormente, 10 uyL de cada producto de amplificacion se mezclo
con 2 uL de buffer de carga. Las mezclas se cargaron en un gel de agarosa al
2% junto con 1 pL del marcador de peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen) y se
sometieron a electroforesis a 80V durante 60 minutos. Finalmente, el gel se

sumergio durante 5 minutos en una solucion de bromuro de etidio al 10%, y se
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reveld en un transiluminador de luz ultravioleta. Finalmente, se observo la

presencia del DNA amplificado.
Construccion de las bibliotecas y la secuenciaciéon del gen 16S rRNA

La construccion de las bibliotecas y de la demultiplexacion se realizé en la
unidad Langebio del CINVESTAV, empleando la plataforma MiSeq® de

lllumina® y primers universales (forward
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGC
AG y reverse

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATC
TA ATCCGTATCTAATCC), dirigidos para la amplificacion de las regiones
polimorficas V3 a V5 del gen de rRNA 16S.

Brevemente la construccién de las bibliotecas consiste en agregar secuencias
del DNA cortas, denominadas indices, a cada fragmento del DNA mediante el
cual se identifica a que muestra corresponde cada DNA. La secuenciacion de
las bibliotecas del DNA consiste en determinar la secuencia de bases de los

nucledtidos (A, T, C, G) de cada fragmento contenido en las bibliotecas.
Analisis bioinformatico

Las secuencias generadas por Miseq se analizaron por la plataforma
“‘Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2” (QIIME). Las secuencias de
todas las muestras se  importaron utilizando el  formato
Casava 1.8 demultiplexado. El proceso para el filtrado de calidad de las
secuencias importadas se realizé por medio de la herramienta Deblur, en la
cual se asocian lecturas de secuencias erroneas con las verdaderas
secuencias biologicas de la que se derivan, lo que da como resultado,
variantes de secuencias de alta calidad con un corte establecido de 240 pb.
Como resultado de este paso, se obtuvieron secuencias representativas de
alta calidad, las cuales se alinearon con la base de datos de SILVA 132nb para

la asignacion taxonomica.
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La composicion taxondémica del bacterioma intestinal se evalué mediante
RStudio. La diversidad a (Shannon y OTUs observados) se obtuvo mediante
el paquete Microbiome. La diversidad beta, se calcul6 utilizando el indice de
Bray-Curtis considerando un filtro del 30% de presencia de los OTUs y se

represento en un grafico de escala no métrica multidimensional (NMDS).
Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando la plataforma de R, en su
interfaz de RStudio con los paquetes Microbiome, Stats, Pairwaiseadonis2
y Vegan. Se analiz6 la normalidad de los datos mediante la prueba de
Shapiro—-Wilk. Para detectar diferencias significativas entre las abundancias
relativas de los OTUs y la diversidad alfa entre las diferentes condiciones, se
utilizé la pruebade t-Student, U Mann-Withney o Wilcoxon, segun
correspondiera. Las estructuras taxonémicas en las diferentes condiciones se
analizaron (desnutricion y sin desnutriciéon) mediante PERMANOVA (Andlisis
de Varianza Multivariado Permutacional). Los valores de p se ajustaron
mediante False Discovery Rate (por sus siglas en ingles FDR). De igual
manera se utilizé el software GraphPad PRISM® 5.0, empleando la prueba
exacta de Fisher (FET) y la razén de momios (OR). Los valores de p<0.05 se
consideran significativos. Los graficos de abundancia y de diversidad se

generaron utilizando el paquete ggplot2.

Se realizo un “Linear discriminant analysis” (LDA) (LEfSe) en Galaxy/Hutlab
(https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/) por medio del cual se
detectaron posibles biomarcadores bacterianos diferentes entre las
condiciones evaluadas (desnutricion y sin desnutricién) se utiliz6 una

puntuacion LDA mayor a 2.
Analisis de las rutas metabolicas

Se realizo mediante PICRUSt2 que se utiliza para predecir las vias

metabdlicas utilizando los perfiles de secuenciacion del gen marcador
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16S rRNA. Las predicciones de PICRUST2 estan basadas en varias bases de
datos de genes, incluida la Enciclopedia de genes y genomas
de Kyoto (KEGG). (Douglas et al., 2020) En este estudio, los perfiles
funcionales de las comunidades bacterianas se predijeron utilizando las vias
KEGG. La precision de las predicciones se evalu6 mediante el calculo del
indice de taxdn secuenciado mas cercano (NSTI). Para el analisis
estadistico de la funcion bacteriana se utiliz6 el programa STAMP y la
prueba de Welch que compara las muestras. Los datos se expresaron con

desviacion estandar y una significancia de p<0.05.
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RESUTADOS

Incidencia de desnutricion en nifios menores de 5 afios con diarrea

aguda causada por un solo patégeno

De los 1043 con diarrea aguda que requirieron hospitalizacion en Mérida
Yucatén, se identificaron 214 nifios a los que se les aislo solo un patégeno
como agente causal de diarrea: 109 pacientes con PEDs, 45 con DAEC, 32
con EAEC, 22 con EPECa y10 con ETEC, asi como 105 pacientes con otros
patégenos entéricos, 40 con Salmonella enterica, 34 con Shigella flexneri, 9
con Shigella sonnei, 19 con Campylobacter jejuni y 3 con Campylobacter coli.
Como se muestra en la Tabla 1 se realiz6 el andlisis del estatus nutricional
con base en las puntuaciones Z de la OMS (Figura 6, material y métodos). De
los 109 pacientes con PEDs, 64 tuvieron desnutricion (58.8%) y de los 105
pacientes con otros patdgenos entéricos, 46 (43.8%), por lo tanto, la incidencia
de desnutricion en pacientes con PEDs fue significativamente mayor (p<0.05
FET, OR 2.046) al numero de pacientes con diarrea causada por otras
bacterias. De los 64 pacientes con PEDs y con desnutricién se identificaron a
36 (33.2%) con desnutricion croénica, lo cual fue significativamente mayor
(p<0.05 FET, OR 2.141) al numero de pacientes con desnutricién cronica 21
(20%) y diarrea por otros patdgenos. Mientras que, no se observo diferencias
significativas entre los nifios con diarrea por PEDs y desnutricibn aguda y

diarrea por otros patégenos.

Tabla 1. Estado nutricional de los nifios menores de 5 afios con diarrea

aguda causada por un patégeno unico.

DESNUTRICION SIN TOTAL
CRONICA | AGUDA | TOTAL | DESNUTRICI
ON
PED 36 28 64 45 (41.2%) 109
(33.2%)P | (25.6%) | (58.8%)2
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OTROS 21 (20%) 25 46 (43.8%) | 59 (56.2%) 105
PATOGENOS (23.8%)

a PEDs con desnutricion vs Otros patdégenos con desnutricion p< 0.05, razén
de momios 2.046
b PEDs con desnutricién crénica vs Otros patdgenos con desnutricion crénica

p< 0.05, razén de momios 2.141

Al comparar el estatus nutricional de los nifios con diarrea por DAEC, EAEC y
EPECa no se observé diferencias significativas en el nimero de nifios con
desnutricion por patotipo. Tabla 2. Mientras que se observo que el nimero de
nifios con desnutricion infectados con DAEC era significativamente mayor con
respecto al numero de nifios con desnutricion con diarrea por Shigella spp (p<
0.05 FET, OR 3.477) y Campylobacter spp (p< 0.05 FET, OR 12.38). De igual
manera, el nimero de nifios con desnutricion cronica o desnutricion aguda
infectados con DAEC fue significativamente mayor con respecto al nimero de
nifios con desnutricion crénica o desnutricibn aguda con Campylobacter spp
(p< 0.05 FET, OR 5.517 y p< 0.05, OR 6.07, respectivamente) y para los nifios
con desnutricién y con EAEC (p<0.05 FET, OR 4.5) y con EPECa (p<0.05 FET,
OR 6.5) solo con Campylobacter spp.

Tabla 2. Estado nutricional de los nifios menores de 5 afios con diarrea

aguda causada por un patdégeno unico.

DESNUTRICION SIN
| TOTAL
CRONICA | AGUDA | TOTAL | PESNUTRICION
14 16 30
DAEC 15 (33.4%) 45
(31.1%)° | (35.5%)! | (66.6%)2P
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11 5 (15.7
EAEC 16 (50%)® 16 (50%) 32
(34.3%) %)
6 13 9
EPECa 7 (31.8%) f 22
(27.3%%) | (59.1%) (40.9%)
ETEC 4 (40%) 1(10%) | 5 (50%) 5 (50%) 10
Shigell 9 (20.9%) 10 19 24 (55.9%) 43
igella spp. 9% .9%
J PP (23.2%) | (44.1%)
Salmonella 13 23
_ 10 (25%) 17 (42.5%) 40
enterica (32.5%) (57.5%)
Campylobacter
2 (9%) 2 (9%) 4 (18%) 18 (82%) 22
spp.

a DAEC con desnutricion vs Shigella spp con desnutricién p< 0.05, razén de
momios 3.474

b DAEC con desnutricion vs Campylobacter spp con desnutricion p< 0.05,
razon de momios 12.38

¢ DAEC con desnutricion crénica vs Campylobacter spp con desnutricién
cronica p< 0.05, raz6n de momios 5.517

d DAEC con desnutricion aguda vs Campylobacter spp con desnutricion aguda
p< 0.05, razén de momios 6.071

® EAEC con desnutricion vs Campylobacter spp con desnutricion p< 0.05,
razon de momios 4.5

P EPECa con desnutricion vs Campylobacter spp con desnutricion p < 0.05,

razén de momios 6.5

Caracteristicas de la poblacién de nifios con diarrea causada por PEDs
como patdégenos unicos a los que se le caracteriz6 la bacteriota por la
técnica del 16rRNA
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De las 109 muestras de heces de pacientes con PEDS como patégeno unico
se caracterizoé la bacteriota de las heces de 72 nifios (30 DAEC, 25 EAECy 17
EPECa) Todos estos pacientes eran menores de 3 afios, 38 nifios habian sido
destetados y estaban ablactados, 27 nifios lactados al pecho y ablactados y
solo 7 nifios recibian lactancia exclusiva. Ademas 32 de estos nifios habian
recibido antibiotico antes de la hospitalizacion. De las 30 muestras de
pacientes con DAEC, de las 25 de EAEC y de las 17 de EPECa se
diagnosticaron 15, 12 y 8 nifios con desnutricion, respectivamente.

Analisis comparativo de las abundancias relativas de los OTUs a
diferentes niveles taxonémicos entre pacientes con DAEC con y sin

desnutriciéon

Como se muestra en la Figura 7, las familias Prevotellaceae y Veillonellaceae,
asi como el género Prevotella 9, fueron significativamente mas prevalentes en
los nifios con diarrea por DAEC y desnutricion en comparacion con los nifios
sin desnutricion. Al analizar las abundancias relativas de los OTUs por familia
y género <1% (clasificado como “otros” en ambos graficos) se identifico que la
familia Pseudomonadaceae y los géneros Alloprevotella, Sarcina,
Pseudomonas, Acinetobacter presentaban una mayor abundancia relativa en

la bacteriota de los nifios con desnutricion (p<0.05 WMW) vs sin desnutricion.

39



100
Family
Bacteroidaceae
75 B Bifidobacteriaceae

| Burkholderiaceae
B Enterobacteriaceae
B Fusobacteriaceae
M Lachnospiraceae
B Lactobacillaceae
Pasteurellaceae
B Prevotellaceae
B Rikenellaceae
Ruminococcaceae
[ streptococcaceae
B Tannerellaceae
Veillonellaceae
B otros < 1%

Abundancia Relativa (%)
8

25

Desnutricion Sin
Desnutricién

Genus

B Bacteroides

B Bifidobacterium
Escherichia-Shigella

[ Faecalibacterium
Fusobacterium

B Haemophilus

[ Lactobacillus

B Megasphaera

Il Parabacteroides

Il Prevotella 2

B Prevotella 9
Rikenellaceae RC9

B streptococcus

M sutterella
Veillonella

Bl otros < 1%

Abundancia Relativa (%)
3

n
o

Desnutricion Sin
Desnutricién

Figura 7. Abundancia relativa de los OTUs identificados en las muestras con
DAEC provenientes de nifios con y sin desnutricion. Las gréaficas se obtuvieron
por RStudio haciendo uso de las paqueterias. Los graficos de barra muestran
la proporcién relativa en porcentajes de cada OTU detectado por el analisis.
A) Abundancia relativa a nivel de familia. Las familias Prevotellaceae y
Veillonellaceae fueron significativamente mas abundantes (p<0.05 WMW) en
los nifios con desnutricion. B) Abundancia relativa a nivel de género. El género
Prevotella 9 fue significativamente mas abundante (p<0.05 WMW) en los nifios

con desnutricion.
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Analisis comparativo de las abundancias relativas de los OTUs a
diferentes niveles taxondmicos entre pacientes con EAEC con y sin

desnutricién

Como se observa en la Figura 8, el phylum Epsilonbacteraeota, la familia
Veillonellaceae y el género Veillonella, fueron significativamente mas
abundantes en nifios con diarrea por EAEC y desnutricion comparados con los
nifios sin desnutricion. Al analizar las abundancias relativas de los OTUs por
phylum, familia y género <1% (clasificado como “otros” en los graficos) se
identific6 que los géneros Actinobacillus, Dialister y Paraprevotella
presentaban una mayor abundancia relativa en la bacteriota de los nifios con
desnutricion (p<0.05 WMW) vs sin desnutricion.
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Figura 8. Abundancia relativa de los OTUs identificados en las muestras con
EAEC preveniente de nifios con y sin desnutricion. Las graficas se obtuvieron
por RStudio haciendo uso de las paqueterias. Los graficos de barra muestran
la proporcién relativa de cada OTU detectado por el analisis. A) Abundancia
relativa a nivel de phylum. El phylum Epsilonbacteraeota fue significativamente
mas abundante (p<0.05 WMW) en los nifios con desnutricion. B) Abundancia

relativa a nivel de familia. La familia Veillonellaceae fue significativamente mas
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abundante (p<0.05 WMW) en los nifios con desnutricion. C) Abundancia
relativa a nivel de género. El género Veillonella fue significativamente mas

abundante (p<0.05 WMW) en los nifios con desnutricion.

Analisis comparativo de las abundancias relativas de los OTUs a
diferentes niveles taxondmicos entre pacientes con EPECa con y sin

desnutricién.

Como se muestra en la Figura 9, las familias Burkholderiaceae,
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae y los géneros Faecalibacterium y
Bacteroides, fueron significativamente mas prevalentes en nifios con diarrea
por EPECa sin desnutricion en comparacion con los nifios con desnutricion.
Analizando las abundancias relativas de los OTUs por familia y género <1%
(clasificado como “otros” en ambos graficos) se identific6 a la familia
Burkholderiaceae y a los géneros Flavonifractor, Anaerotruncus, Sutterella,
Ruminiclostridium 9, Ruminiclostridium 5 y Blautia presentaban una mayor
abundancia relativa en la bacteriota de los nifios sin desnutricion (p<0.05

WMW) vs con desnutricion.
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Figura 9. Abundancia relativa de los OTUs identificados en las muestras con

EPECa provenientes de nifios con y sin desnutricion. Las graficas se

obtuvieron por RStudio haciendo uso de las paqueterias. Los gréaficos de barra

muestran la proporcion relativa de cada OTU detectado por el andlisis. A)

Abundancia relativa a nivel de familia. Las familias Lachnospiraceae y

Ruminococcaceae fueron significativamente mas abundantes (p<0.05 WMW)

en los nifios sin desnutricion. B) Abundancia relativa a nivel de género. Los

géneros Faecalibacterium y Bacteroides fueron significativamente mas

abundantes (p<0.05 WMW) en los nifios sin desnutricion.

44



Anadlisis de ausenciay presencia de OTUs en las muestras de nifios con

diarrea aguda por PEDs con y sin desnutricion.

En el anadlisis de ausencia y presencia se detecté el nimero de OTUs
presentes en las muestras de los nifios con PEDs. En total se identificaron 220
OTUs, de los cuales, 148, 136 y 126 se encontraron en los nifios con
desnutricion y con diarrea por DAEC, EAEC y EPECa, respectivamente. Por
otro lado, en los nifios sin desnutricion y con diarrea por DAEC, EAEC y

EPECa se encontraron 152, 141 y 148 OTUs, respectivamente.

Comparacion del indice de diversidad a de los OTUS identificados en

los pacientes con PEDS con y sin desnutricion.

La diversidad a establece la riqueza y la abundancia de los OTUs dentro de
un grupo de muestras, esto se realizé utilizando tanto el recuento de OTUS
observados, como el indice de diversidad de Shannon. Como se observa en
la Figura 10, hay tendencias en la riqueza entre patotipos y grupos

(desnutricién y sin desnutricion), pero estas no fueron significativas.

A observed B diversity_shannon

300 . . 41 |

. 31
200

e =g= | TE AR

Desnutricion Sin Desnutricion Sin

Tipo
B8 oaec

B8 eAec
E3 EPeC

Figura 10. indices de diversidad a de las muestras de nifios con DAEC, EAEC
y EPECa con y sin desnutricion. Las graficas se obtuvieron por RStudio
haciendo uso de las paqueterias. A) Diagramas de cajas y bigotes para la
comparacion de la diversidad de especies (OTUs observados) entre los tres

PEDs y las condiciones analizadas (desnutricion vs. sin desnutricion). B)
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Diagramas de cajas y bigotes para la comparaciéon de la diversidad de
especies (indice de diversidad de Shannon) entre los tres PEDs de estudio y
las condiciones analizadas. No se observaron diferencias significativas entre

ninguna de las comparaciones.

Comparacion del indice de diversidad B de los OTUS identificados en
los pacientes con PEDS con y sin desnutricion, por el indice de Bray-

Curtis

La diversidad 8 evalla la disimilutid de los OTUs que conforman la bacteriota.
Los OTUS que contienen las heces de los pacientes con cada patotipo son
significativamente diferentes entre ellos (p<0.05, PERMANOVA). Figura 11 A
Ademas, se observé que también los OTUs presentes en la bacteriota de los
pacientes con desnutricion son diferentes estadisticamente (p<0.05,
PERMANOVA) con respecto a los de los pacientes sin desnutricion entre los
tres PEDs. Figura11B,Cy D
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Figura 11. Diversidad B de las muestras de los nifios con DAEC, EAEC y
EPECa con y sin desnutriciéon. A) NMDS de las muestras con DAEC, EAEC y
EPECa los puntos muestran la posicién de cada muestra evaluada en un
espacio de dos dimensiones manteniendo las distancias como reflejo de la
disimilitud, las elipses engloban el mayor numero de las muestras. B) NMDS
de las muestras con DAEC con y sin desnutricion. C) NMDS de las muestras
con EAEC con y sin desnutricién. D) NMDS de las muestras con EPECa con
y sin desnutricion. En todos los casos se observo diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05, PERMANOVA).

Identificacién en el bacterioma de los pacientes con y sin desnutricion
de posibles biomarcadores bacterianos

Mediante el algoritmo de LEfSe se identificaron los OTUs enriquecidos en los
pacientes con diarrea aguda por PEDs y con desnutricion. Como se muestra
en la Figura 12, la clase Negativicutes, el orden de Selenomonadales y la
familia Veillonellaceae, estaban sobrerrepresentadas (puntuacion LDA = 4),
mientras que no se reportd algun OTU representativo en los pacientes con

diarrea y sin desnutricion.
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Figura 12. ldentificacion de posibles biomarcadores bacterianos en las
muestras de nifilos con DAEC, EAEC y EPECa y con desnutricion. OTUs
bacterianos representados diferencialmente en la condicion de desnutricion
identificados por el LDA (LEfSe). Solo se muestran los OTUs con una

puntuacion de LDA de al menos 4.

El efecto de la composicion de la bacteriota en el perfil metabdlico de
los pacientes con diarrea causada por DAEC con desnutricion vs. sin

desnutricién.

Al comparar las muestras provenientes de nifios con diarrea causada por
DAEC con y sin desnutriciébn se encontré que algunas funciones bacterianas
como la biosintesis de lipopolisacaridos (LPS), fenilalanina, tirosina y triptéfano
y las vias de fijacibn de carbono se encontraban enriquecidas
significativamente en las muestras de los nifios con desnutricion. Figura 13
Mientras que, en los nifios sin desnutricion, se observaron enriquecidas las

vias metabdlicas del propionato, piruvato y la de la glucdlisis.
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Figura 13. El grafico de barra de error extendida muestra las funciones
metabdlicas putativas que se encuentran enriquecidas en las heces de los
pacientes con DAEC, con y sin desnutricidn, el cual se determiné mediante
PICRUSt2. En el eje de las ordenadas se representan las 7 funciones
metabdlicas identificadas por KEGG (p < 0.05), mientras que, el grafico de la
derecha los puntos representan las medias de los porcentajes y sus intervalos
de confianza al 95% calculado por la prueba de Welch y sobre el eje de la
izquierda los valores de p significativos.

El efecto de la composicion de la bacteriota en el perfil metabdlico de
los pacientes con diarrea causada por EAEC con desnutricién vs. sin

desnutricién.

Las funciones metabdlicas bacterianas enriquecidas en los pacientes con
EAEC y desnutricion fueron la degradacion de tolueno, el metabolismo del
propionato y el metabolismo de la D-arginina y la D-ornitina. Figura 14
Mientras que, la biosintesis de estreptomicina, las interconversiones de
pentosa y del glucuronato asi como, el metabolismo del inositol fosfato, el
acido lipdico, la galactosa, el almidon y la sacarosa se encontraron

enriquecidos significativamente en las muestras de los nifios sin desnutricion.
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Figura 14. El gréfico de barra de error extendida muestra las funciones
metabdlicas putativas que se encuentran enriquecidas en las heces de los

pacientes con EAEC, con y sin desnutricion, el cual se determiné mediante

50



PICRUSt2. En el eje de las ordenadas se representan las 9 funciones
metabdlicas identificadas por KEGG (p < 0.05), mientras que, el grafico de la
derecha los puntos representan las medias de los porcentajes y sus intervalos
de confianza al 95% calculado por la prueba de Welch y sobre el eje de la

izquierda los valores de p significativos.

El efecto de la composicion de la bacteriota en el perfil metabdlico de los
pacientes con diarrea causada por EPECa con desnutricion vs. sin

desnutricién.

En los pacientes con EPECa y desnutricion a pesar de que no se observo en
el analisis de abundancia relativa algin OTU representativo, su bacteriota
presento vias metabolicas representativas como el metabolismo de los
glicerolipidos, la alanina y la tiamina, la degradacién de la dioxina, la valina, la
leucina y la isoleucina, asi como, la sintesis y degradacion de cuerpos
cetonicos. Figura 15 Por otro lado, el metabolismo de la D-alanina, del
aspartato, del glutamato, del metano, del sulfuro, de la vitamina B6, del
almidon, de la sacarosa, del nicotinato y de la nicotinamida, la fosforilacion
oxidativa, via de sefalizacion de receptores tipo NOD, la apoptosis y los
peroxisomas se enriquecieron significativamente en las muestras de nifios sin

desnutricion.
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Figura 15. El grafico de barra de error extendida muestra las funciones
metabdlicas putativas que se encuentran enriquecidas en las heces de los
pacientes con EPECa, con y sin desnutricion, el cual se determiné mediante
PICRUSt2. En el eje de las ordenadas se representan las 16 vias identificadas
por KEGG (p < 0.05), mientras que, el grafico de la derecha los puntos
representan las medias de los porcentajes y sus intervalos de confianza al 95%
calculado por la prueba de Welch y sobre el eje de las ordenadas a la izquierda

los valores de p significativos.
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DISCUSION

La parte inicial de este proyecto consisti6 en analizar la incidencia de
desnutricion en nifilos con diarrea aguda causada por diferentes
enteropatdgenos intestinales, cuyos cuadros fueron lo suficientemente
severos como para acudir al hospital. De los 214 nifios con diarrea incluidos
en el estudio que presentaban como patdgeno unico PEDs, Shigella spp,
Salmonella enterica y Campylobacter spp, 110 (51.4%) fueron diagnosticados
con desnutricion de acuerdo con las puntuaciones Z de la OMS (World Health
Organization, 2021), 57 con desnutricion cronica y 53 con desnutricién aguda.
De manera similar, se reporté en un estudio realizado en 2018 en nifios con
diarrea de Etiopia una prevalencia de desnutricion del 42%, desnutricién
cronica del 36.6% y desnutricion aguda del 5.4%. (Gebreyesus Wasihun et al.,
2018). La asociacion entre diarrea y la desnutricién (circulo vicioso) en nifios
se ha reportado en varios paises, por ejemplo, en nifios peruanos se asocio la
incidencia de diarrea significativamente con desnutricion, observando que la
frecuencia de diarrea incremento un 15% en este grupo comparado con los
nifios sin desnutricion. (Checkley et al., 2002) Por lo tanto, numerosos
episodios de diarrea en los primeros afios de vida (< 5) reduce la capacidad
de recuperacion de peso y talla. (Guerrant et al., 1992). Por otro lado, la
desnutricion infantil incrementa la probabilidad de que los nifios presenten
episodios de diarrea hasta en un 37% asi como aumenta la duracion del
episodio diarreico hasta en un 73% de acuerdo con estudios realizados en el

norte de Brasil. (Guerrant et al., 1992)

Este estudio realizado entre el 2010 y 2014 en Mérida y en Valladolid, sigue
mostrando que, en regiones menos desarrolladas del mundo, la diarrea y la
desnutricion son un problema de salud publica importante. Se ha demostrado
gue los nifios con desnutricién presentan una mayor morbilidad y mortalidad
de enfermedades diarreicas y de infecciones de vias respiratorias que los

nifos sin desnutricion. (Checkley et al., 2002) Por lo que, los nifios menores
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de 5 afos deben de considerarse en alto riesgo de presentar mayores tazas
de prevalencia de desnutricidbn cronica en Yucatan, ya que su prevalencia
(15.8%) es superior al promedio de la reportada para el resto del pais (13.6%).
(ENSANUT, 2012). Ademas, los municipios de Mérida y Valladolid son de los
municipios que presentan una alta incidencia de pobreza en México del 29.4%
y 64.4%, respectivamente. (CONEVAL, 2010) También, en este reporte se
mostrd que Yucatdn presenta un alto porcentaje de hogares con inseguridad
alimentaria (70%) por arriba nuevamente de la prevalencia nacional (55.5%),
ademas en Yucatan se ha reportado que la cantidad y la variedad de los
alimentos es poca. (Arellano, 2019; CONEVAL, 2021; Gutiérrez Carbajal et al.,
2019)

Los enteropatdgenos representan una exposicion ambiental comdn en las
primeras etapas de la vida. El periodo de exposicidn a los enteropatdgenos se
incrementa en personas que viven en condiciones insalubres, donde el
saneamiento del ambiente es deficiente y la carga de enteropatdgenos es alta,
siendo esto un factor clave que determina la prevalencia de la diarrea y la
desnutricion infantil en estas regiones. (Blanton et al., 2016). En el presente
estudio la diarrea causada por EAEC se asocié de manera significativa con
nifios que presentaban desnutricion (50% de los casos) al compararse con los
nifios con diarrea por Campylobacter spp (18% de los casos) parecido a lo que
ya se ha reportado previamente en nifios con diarrea por EAEC y desnutricién
de Ghanay Peru. (Acosta et al., 2016; Opintan et al., 2010) Sin embargo, hasta
el momento no se habia reportado que la diarrea causada por DAEC también
fuera mas prevalente en nifios con desnutricion (66.6%) como lo reportamos
en este estudio. Mientras que con EPEC y ETEC la distribucion fue similar
entre los grupos de pacientes con y sin desnutricion. Los pacientes con diarrea
por Salmonella entérica mostraron una prevalencia de desnutricién del 57.5%,
para Shigella spp del (50%) similar a lo reportado en niflos de Kenia

(Subramanian et al., 2014) y para Campylobacter spp fue tan solo de 18%.
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Hasta el momento se han realizado muy pocos estudios de la microbiota de
nifos con diarrea y aun menos de nifios con diarrea causada por PEDs.
(Gallardo et al., 2017; Mathew et al., 2019; Peia-Gonzalez et al., 2019) En
afos recientes el estudio de la microbiota intestinal en poblaciones sanas o
con enfermedades ha tomado gran relevancia, y se ha demostrado que esta
microbiota puede interactuar favorablemente sobre las células del hospedero,
lo que conlleva a un estado homeostéatico saludable, o puede interactuar
negativamente contribuyendo a una condicion de disbiosis. (Garcia-Montero et
al., 2021) Esta disbiosis se clasifican en taxon6mica y metabdlica, en el
presente estudio caracterizamos ambas disbiosis en las heces de 72 pacientes
con diarrea por DAEC, EAEC y EPECa con y sin desnutricion. En el analisis
de abundancia relativa de las muestras de heces de pacientes con DAEC y
EAEC con desnutricion, se observo un incremento estadistico de ciertos OTUs
vs. las heces de los pacientes sin desnutricion. En las heces de los pacientes
con DAEC las familias Prevotellaceae y Veillonellaceae y el género Prevotella
9 fueron los mas abundantes, este género también fue mas prevalente en las
heces de nifios de Qatar con infecciones mixtas de diarrea por rotavirus con
EPEC o EAEC. (Mathew et al., 2019) Mientras que en las heces con EAEC
también se identifico la familia Veillonelaceae y el género Veillonella, ninguno
de estos OTUs se han asociado con bacteriotas de diarrea con desnutricion.
(Gallardo et al., 2017; Méndez-Salazar et al., 2018)

La presencia de la familia Prevotellaceae (Bacteroidetes) se ha asociado con
bacteriotas de sujetos sanos con una dieta alta en fibras y carbohidratos no
digeribles por los humanos, por lo tanto, participan en la fermentacién de los
carbohidratos, lo que trae como resultado la produccion de AGCC. (De Filippis
etal., 2016; Wu et al., 2011) En particular el género Pevotella 9 se ha asociado
a bacteriotas de sujetos sanos de comunidades rurales con dietas altas en
fibras y con la produccién de propionato.(Gorvitovskaia et al., 2016; Mathew et
al., 2019) Se ha observado que el propionato disminuye la sintesis hepatica
del colesterol al inhibir la actividad de la enzima hidroximetilglutaril coenzima

A, la cual es la principal reductasa que actia en la sintesis del colesterol, a su
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vez el propionato es utilizado como sustrato para la gluconeogénesis, la cual
es una ruta metabdlica que se activa como respuesta al ayuno y permite la
sintesis de glucosa a partir de sustratos no glucidos, esta via se lleva a cabo
principalmente en el higado. (Garcia Peris et al., 2002; Pérez-mendoza et al.,
2012; Rivera & Pérez, 2006). Por otro lado, el género Veillonella se ha
asociado a la produccion de AGCC como propionato y acetato a partir del
metabolismo del lactato. (Prasetianto Wicaksono, 2020) El acetato es el AGCC
mas abundante en el coldn, este es metabolizado para la producciéon de
glutamina un aminoacido no esencial y cuerpos ceténicos como el
acetoacetato y B hidroxibutirato los cuales pueden ser utilizados en los tejidos
como fuente de energia. (Garcia Peris et al., 2002; Markowiak-Kope¢ &
Slizewska, 2020)

Como resultado el enriquecimiento del género Prevotella 9y Veillonella, en las
muestras de nifios con DAEC y EAEC con desnutricion, podrian contribuir a la
adaptacion de este ambiente intestinal tan restringido en nutrientes, ya que
proporcionan sustratos como el propionato, el cual es un sustrato de la
gluconeogénesis y a su vez este propionato también podria estar participando
en la disminucion de la sintesis del colesterol; cuyas concentraciones se
encuentran disminuidas en los nifios con desnutricién (Fernandez Soto et al.,
2017) y el acetato, el cual se involucra en la sintesis de glutamina un
aminoacido no esencial que puede utilizarse como sustrato en la
gluconeogénesis, también para la sintesis de otros aminoacidos y en la
produccion de cuerpos cetonicos, los cuales en desnutricidbn se encuentran
incrementados y son utilizados como fuentes de energia como respuesta a la
falta de glucosa. (Garcia de Lorenzo y Mateos & Rodriguez M., 2013) Por lo
que, la presencia de estos géneros podria proporcionar una fuente de energia

en estos nifios con desnutricion.

En relaciéon con la abundancia relativa de OTUs en muestras de heces de nifios
con EPECa y desnutricion no se observo ningin OTU enriquecido. Sin

embargo, en las heces de los nifilos con EPECa sin desnutricion, a diferencia
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de los nifios con DAEC y EAEC, si se identificaron OTUs enriquecidos: las
familias del phylum Firmicutes Lachnospiraceae y Ruminococcaceae, asi
como los géneros Faecalibacterium (Ruminococcaceae) y Bacteroides
(Bacteroidaceae). Este Ultimo género también se ha identificado en bacteriotas
de nifilos con diarrea por PEDs. (Gallardo et al., 2017; Mathew et al., 2019;
Zafar & Saier, 2021) El género Faecalibacterium se ha asociado a bacteriotas
de pacientes con infecciones mixtas causadas por virus y EAEC. (Ganesan et
al.,, 2018; Mathew et al., 2019) Las familias de Lachnospiraceae vy
Ruminococcaceae se han asociado con la produccién de butirato en el
intestino, ademas bacterias de la familia Lachnospiraceae también se han
asociado con la produccién de lactato. (Vacca et al., 2020) El butirato, es la
principal fuente de energia para los colonocitos y también inhibe la produccién
de citocinas proinflamatorias por estas células, como el TNFa, modulando la
actividad del factor de transcripcion NF-kB mediada por IkBa. (Garcia Peris et
al., 2002; Liihrs et al., 2001; Markowiak-Kopeé & Slizewska, 2020). El género
Faecalibacterium se ha asociado a bacteriotas de sujetos con dietas altas en
fibra, asi como con la produccién de butirato. (Ganesan et al., 2018) El género
Bacteroides estad presente en bacteriotas de sujetos con dietas altas en
proteinas y grasas, puesto que estas bacterias metabolizan polisacaridos
complejos, proteinas y lipidos para la obtencién de aminoécidos, vitaminas y
propionato. (Gallardo et al., 2017; Mathew et al., 2019; Zafar & Saier, 2021)
Por lo tanto, los géneros Faecalibacterium y Bacteroides estan involucrados
en la produccion de propionato y butirato, respectivamente y podrian estar
proporcionado una fuente de energia al nifio con diarrea sin desnutricion,
puesto que las infecciones implican un gasto energético alto para el

hospedero.

Si bien, se ha observado que en los nifios sanos la microbiota intestinal suele
ser muy diversa, los episodios diarreicos resultan en bacteriotas con menor
diversidad, asi como muestran un incremento significativo del phylum de
Proteobacterias y en una pérdida de bacterias anaerobias. (Braunetal., 2017;
Fan et al., 2020; Gallardo et al., 2017; Solano-Aguilar et al., 2013) Por otro
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lado, de manera similar en las heces de los nifios con desnutricion se observo
una pérdida de la diversidad bacteriana y un incremento en el phylum
Firmicutes. (Méndez-Salazar et al., 2018) Se ha reportado que los nifios con
desnutricion presentan bacteriotas intestinales denominadas “inmaduras’
puesto que se parece a la bacteriota de nifios menores comparados con la
bacteriota de individuos sanos cronolégicamente pareados por la edad.
(Blanton et al., 2016; Subramanian et al., 2014) En un estudio realizado en
ninos peruanos donde se analiz6 la asociacion entre la diarrea, la
conformacion de la bacteriota y el retraso en el crecimiento infantil, mostroé que
el retraso en el crecimiento infantil comprometia la colonizacion bacteriana del
intestino, asi como la incapacidad de recuperar la diversidad antes del episodio
diarreico, y esta diversidad disminuia de manera drastica con cada nuevo

episodio diarreico. (Rouhani et al., 2020)

La diversidad a, establece tanto la rigueza como la abundancia de los OTUs
presentes en cada muestra. (Balseca & Gémez, 2019) En nuestros resultados,
no se observé diferencias significativas entre los indices de diversidad a
evaluados (OTUs observados <150 y Shannon <3), al comparar las muestras
de pacientes con cada uno de los PEDs, ni al comparar las muestras de
pacientes con desnutricion vs. sin desnutricion. Los indices observados, fueron
similares a la diversidad a de muestras de nifios chinos y peruanos con diarrea,
(Fan et al., 2020; Mathew et al., 2019; Rouhani et al., 2020) asi como en
muestras de nifios mexicanos desnutridos sin diarrea (Shannon <2.9).
(Méndez-Salazar et al., 2018) En contraste, la comparacion de la bacteriota de
los nifios sanos del mismo grupo etario de los nifios del presente estudio (<3
afos) si mostro diferencias significativas en el indice de diversidad a. (Fan et
al., 2020; Gallardo et al., 2017; Mathew et al., 2019) Tanto la riqueza como la
abundancia de las muestras de los nifios sanos mostraron un indice de
diversidad a elevado comparado con nuestros resultados sugiriendo que la
bacteriota de pacientes con diarrea por PEDs con y sin desnutricion, de nifios
con diarrea y de nifios con desnutricion muestran una disminucion significativa

tanto de riqueza como de abundancia de los OTUs. Esto pone en evidencia
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que la variabilidad interindividual es el factor discriminatorio mas influyente
para la composicion de la bacteriota intestinal, por arriba de la dieta y de

cambios dietéticos extremos como la desnutricion. (Allaband et al., 2019)

La diversidad 3 evalua la disimilitud de los OTUs con bases en el nimero de
OTUs compartidos y exclusivos de cada condicion. (Balseca & Gémez, 2019)
En este andlisis se observo diferencias significativas entre las muestras de
pacientes con diarrea causada por DAEC, EAEC y EPECa, similar a lo
recientemente reportado de nifios con diarrea causada por estos patdgenos,
corroborando que cada PED dicta una composicion de la bacteriota Unica.
(Gallardo et al.,, 2017; Mathew et al., 2019; Pefia-Gonzalez et al., 2019)
También observamos diferencias significativas en las muestras de pacientes
con cada uno de los PEDs al comparar entre las condiciones de desnutricién
vs. sin desnutricién, lo que pone en evidencia que el estatus nutricional es

factor determinante en la conformaciéon de la bacteriota intestinal.

Se identificaron posibles biomarcadores bacteriano de la condicion de diarrea
por PEDs y desnutricién en las heces de los nifios, como ya se mencioné
utilizando la técnica LDA: la clase Negativicutes, el orden Selenomonadales y
la familia Veillonellaceae todos ellos pertenecientes al phylum Firmicutes. En
el anico estudio realizado en nifilos mexicanos con desnutricion, se identifico
como biomarcador a una familia del phylum Firmicutes, Lachnospiraceae,
(Méndez-Salazar et al., 2018) esto pone en evidencia la necesidad de
identificar de manera mas certera los niveles taxonémicos puesto que no todos
los microorganismos del phylum Firmicutes tienen las mismas vias
metabdlicas por lo que su contribucion al ambiente metabdlico en el intestino
puede ser diferente. Firmicutes es el phylum asociado principalmente a la
produccion de butirato, (Turnbaugh et al., 2006; Vacca et al., 2020) También,
cabe mencionar que nosotros no identificamos biomarcadores previamente
identificados en nifios con diarrea como Bacteroides plebeius, Bifidobacterium
breve, Klebsiella, Proteobacteria y Enterobacteriales. (Fan et al., 2020) Por lo

gue ahora es importante caracterizar las vias metabdlicas de la bacteriota ya
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gue se ha mostrado que un mismo ambiente metabdlico intestinal puede estar

dado por grupos bacterianos diferentes.

De tal manera que decidimos analizar el efecto putativo de la composicion de
la bacteriota en el perfil metabdlico de las muestras de pacientes con DAEC,
EAEC y EPECa con y sin desnutricion. Lo que observamos es que el perfil
metabdlico de las bacteriotas de cada patotipo global, asi como de cada
condicion (desnutricion vs. sin desnutricion) por patotipo, fueron diferentes.
Por lo que a continuacion se describen algunos de los perfiles metabdlicos
enriquecidos en las bacteriotas de nifios con PEDs y desnutricion.

En el perfil metabolico de la bacteriota de los pacientes con DAEC,
observamos que algunas de las funciones enriquecidas fueron la biosintesis
del LPS que es el principal lipopolisacarido de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, como lo son todas las enterobacterias, incluyendo
E. coli; por lo tanto, esta via metabdlica es indispensable para mantener la
viabilidad de estas bacterias en el intestino. (Ormefio-Orrillo, 2005) Otra via
metabdlica enriquecida en esta bacteriota fue la de la fijacién del carbono que
estd presente en algunas proteobacterias y que participa en la sintesis de
glucosa para su propio consumo, a partir del CO2 a través Ciclo de Calvin.
(Swan et al., 2011) En el perfil metabdlico de la bacteriota de los pacientes con
EAEC, se observé enriquecida la via de degradacion del tolueno que, a pesar
de la toxicidad de este compuesto, algunas bacterias como Pseudomonas lo
utilizan como fuente de carbono y energia, este grupo bacteriano se identifico
en la bacteriota de estos pacientes. (Garcia et al., 2009) Mientras que se
encontré enriquecida en la bacteriota de los pacientes con EPECa, la via de la
degradacion de la dioxina, la cual es un compuesto téxico para los seres
humanos ya que no lo pueden degradar. La dioxina proviene de contaminantes
ambientales clorados, asi como de algunos productos de origen animal,
afortunadamente varios géneros como Pseudomonas y Burkholderia,
presentes en el bacterioma de estos nifios pueden llevar a cabo su

degradacion, impidiendo que sean intoxicados por este compuesto. (Field &
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Sierra-Alvarez, 2008) En este ambiente bajo en nutrientes estas vias
metabdlicas podrian ser utilizadas por la bacteriota como fuentes de energia

permitiendo su supervivencia.

Por otro lado, también se encontraron vias enriquecidas que ademas de ser
esenciales para la supervivencia de las bacterias, también podrian estar
aportando metabolitos que pueden ser utilizados en vias metabdlicas de los
nifos (hospedero) con diarrea y desnutricion. Tal es el caso de la via la
biosintesis de amino&cidos como fenilalanina, tirosina y triptéfano, la cual se
encontré enriquecida en la bacteriota de los pacientes con DAEC, estos
aminoacidos son utilizados como fuente de nutrientes y energia para la
supervivencia bacteriota, ademas participan en la remodelacion de la
membrana celular y la formacién de las esporas bacterianas. (Idrees et al.,
2020) La biosintesis del triptéfano y la fenilalanina por las bacterias es una
fuente indispensable de estos aminoacidos para el hospedero, ya que los
humanos no sintetizan estos aminoacidos, que son indispensables para la
sintesis de proteinas humanas; por lo que el hospedero depende de las
bacterias para su sintesis, siendo esta una de las simbiosis mas importantes
entre la bacteriota intestinal y el hospedero. Se ha reportado que, en el estatus
de desnutricién, el triptéfano es uno de los aminoacidos que esta disminuido
en el intestino de estos sujetos. El triptéfano es un precursor de varios
neurotransmisores y también se utiliza en la sintesis de vitamina B3 del
hospedero, tal vez esta deficiencia explique el deterioro cognoscitivo de los
nifios con desnutricién la cual se exacerba con la diarrea, asi la como la
deficiencia en estos nifios de vitamina B3. (Gonzalez-Torres & Téllez-Valencia,
2007) Por lo que es sumamente interesante que en el perfil metabdlico de
éstos pacientes estén enriquecidas estas vias y no asi en los nifios con DAEC
sin desnutricion, ya que podrian ser utilizados por el hospedero con
desnutriciébn para cubrir algunos de los requerimientos indispensables para
mantener una homeostasis del sistema nervioso, hasta ahora no se ha
documentado si DAEC como otras infecciones entéricas con otros patdogenos

como EAEC en donde no se encontré enriquecida esta via metabdlica de
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aminoacidos, también se asocia con un deterioro cognoscitivo como se ha
reportado en nifios de las favelas brasilefias. (Steiner et al., 1998)
Precisamente la disminucion de las poblaciones bacterianas que sintetizan
triptéfano, como tal parece ser el caso de la microbiota de EAEC, esté en linea
con las observaciones del eje microbioma-intestino-cerebro, en el cual se
habla de una “comunicacion” directa que existe entre ellos y es mediada por
la microbiota intestinal y ha ayudado a explicar fenGmenos como autismo vy tal
vez también nos ayude a explicar el deterioro cognoscitivo en nifios con varios

episodios de diarrea en los 2 primeros afos de vida.

Por otro lado, de manera interesante se observd que el metabolismo del
propionato estaba enriquecido en la bacteriota de los pacientes con EAEC y
desnutricion, lo cual coincide con el incremento en la abundancia del género
Veillonella en esta bacteriota como ya se describio previamente. Este género,
se caracteriza por producir propionato un compuesto fundamental para la
homeostasis de los enterocitos y como ya se mencion6 esto podria estar
contribuyendo a la adaptacion metabdlica que se presenta en la desnutricion.
También, en este grupo de pacientes se observé que las vias metabdlicas de
la D-arginina y la D-ornitina estaban enriquecidas. Estos aminoéacidos, con
base en la proyeccion de Fisher presentan al grupo amino funcional (NHz) a la
derecha (D-aminoacidos). Estos D-aminoacidos se han asociado con
disminucién de la tasa de crecimiento bacteriano, tal vez porque se ha
documentado que forman parte de los péptidos antimicrobianos los cuales
exhiben actividades antimicrobianas de amplio espectro. (Idrees et al., 2020;
Lam et al., 2009) También se encontré en el perfil metabdlico de la bacteriota
de los pacientes con EPECa enriquecido el metabolismo de algunos
aminoacidos como el de la alanina y la tiamina, los cuales son aminoacidos no
esenciales que se utilizan en la sintesis de nuevas proteinas o como sustrato
para la gluconeogénesis del hospedero). (Gonzalez-Torres & Téllez-Valencia,
2007) Por ultimo, las vias metabdlicas de la sintesis y degradacion de cuerpos
cetdnicos también estuvieron enriquecidas en los pacientes con EPECa; como

se menciond anteriormente, en los niflos con desnutricién, los cuerpos
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cetdnicos se encuentran elevados, debido al catabolismo de los lipidos, los
cuales son utilizados como fuente de energia, nuevamente este metabolismo
de los cuerpos cetdnicos podria estar participando en el ajuste metabdlico que
se lleva a cabo durante la desnutricidn. (Garcia Peris et al., 2002; Markowiak-
Kope¢ & Slizewska, 2020)

Con respecto al perfil metabdlico de las muestras de pacientes con PEDs sin
desnutricion, cabe mencionar que las vias metabdlicas enriquecidas, aunque
diferentes a las de los pacientes con desnutricion también estuvieron
relacionadas con la regulacion de funciones vitales de las bacterias, el
metabolismo de aminoacidos no esenciales, el metabolismo de la vitamina B6
y vias relacionadas con la digestion de carbohidratos, los cuales podrian

contribuir a la hemostasis tanto de la bacteriota como del hospedero.

63



CONCLUSION

Los PEDs fueron los patdgenos mas frecuentemente identificados en los nifios
con diarrea aguda y desnutricion de Mérida Yucatan, destacando sobre todo a
DAEC, patdgeno del cual aun no se tienen muchos reportes, mientras que por
otro lado los otros patdégenos evaluados fueron mayormente identificados en

nifios con diarrea y sin desnutricion.

La bacteriota intestinal podria proporcionar caracteristicas de diagnostico
adicionales para distinguir los diferentes agentes etiologicos de la diarrea, esto
debido a que los resultados mostraron que la bacteriota intestinal de los nifios
con diarrea causada por cualquiera de los tres PEDs (DAEC, EAEC y EPECa)
evaluados es distinta, por lo tanto, el patdgeno participa directamente en la
conformacion de la bacteriota. De igual manera, se encontré que la bacteriota
intestinal de los nifios con diarrea y desnutricion es significativamente diferente
a la de los nifios con diarrea sin desnutricion, sugiriendo que el estatus
nutricional también es un factor determinante en la conformacion de la
bacteriota. En relacion con los posibles biomarcadores bacterianos, estos
parecen ser especificos para los nifios con diarrea por PEDs ya que fueron los
mismos biomarcadores para los tres patotipos, sin embargo, sera necesario
evaluar si estos biomarcadores son iguales o diferentes con respecto a la

infeccidn por otros enteropatdgenos.

Un hallazgo interesante y relevante es que tanto los OTUs mas abundantes,
asi como las vias metabdlicas enriquecidas en las bacteriotas de los nifios con
diarrea causada por DAEC y EAEC con desnutricibn podrian estar
produciendo compuestos que pueden ser utilizados por el hospedero como
fuentes de energia y que participan en la homeostasis del enterocito, estos
compuestos en su conjunto podrian contribuir a una mejor adaptacion

metabodlica del nifio con desnutricion.
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Estos nuevos aportes sobre la caracterizacion de la bacteriota de nifios con
diarrea ocasionada por PEDs con o sin desnutricion podrian brindar
informacion para el desarrollo de nuevas herramientas para la personalizacion
del tratamiento nutricional y médico, asi como también lograr un diagndstico

temprano de estas patologias aun estando en condiciones asintomaticas.

PERSPECTIVAS

» Caracterizar la bacteriota de los nifios con desnutricion y sin diarrea,

para evaluar las diferencias que tienen con estas muestras.

* Evaluar la concentracion de los AGCC presentes en las muestras y

compararlos entre condiciones.

» Caracterizar las moléculas determinadas por el programa PICRUST2

en estas muestras.
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