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LISTA DE ABREVIATURAS

ABCAZ1: Transportador basolateral de colesterol 1
AGP: Alfa- glicoproteina

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ApoE: Apolipoproteina E

ATP: Adenosin trifosfato

BPF: Pili formador de haz

CFTR: Regulador de conductancia transmembranal de fibrosis quistica
DEC: Escherichia coli diarreogénica

DMTL1: Transportador de metal divalente 1

DAEC: Escherichia coli adherente difusa

EAEC: Escherichia coli enteroagregativa,

EDA: Enfermedad diarreica aguda
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RESUMEN

La enfermedad diarreica es una de las primeras causas de morbi-mortalidad en los nifios
menores de 5 afios, en los paises en vias de desarrollo. En Bolivia, existen pocos
estudios sobre la diarrea ambulatoria y su impacto en la salud del nifio. El presente
trabajo tiene como finalidad contribuir al conocimiento de la diarrea ambulatoria,
mediante el andlisis de la infeccidn por enteropatogenos [E. coli diarreogénica (DEC)
(E. coli enteroagragativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), norovirus (NV) y rotavirus (RV)] e indicadores de
inflamacion y del estado nutricional en nifios menores a 12 meses de edad, en un estudio
de cohorte prospectivo (N=403) realizado en dos hospitales de la ciudad de El Alto. Para
ello, se recolectaron datos, muestras fecales y de sangre de los nifios participantes en el
estudio. Los resultados mostraron que la poblacion muestra indicadores nutricionales
preocupantes de desnutricion crénica ademas de deficiencias nutricionales multiples a
diferentes rangos de edad. Se observé en la poblacion de estudio una alta prevalencia de
infeccion por patdgenos entéricos desde el primer mes de edad particularmente de DEC.
La prevalencia de la diarrea alcanzo el 62,7%, con una incidencia de 1,16
episodios/nifio/afio. Se encontré una asociacion significativa de la diarrea con la
inflamacion aguda, inflamacion cronica y tipo de lactancia. Asimismo, la diarrea mostro
asociacion tanto con el nimero, promedio y porcentaje de patdégenos como con las
coinfecciones entre los mismos. En conjunto, las infecciones virales (norovirus y/o
rotavirus) mostraron asociacion significativa con la diarrea a nivel de cualquier infeccion
en contraste a las infecciones causadas por DEC. En nifios menores a 5 meses, norovirus

y rotavirus presentaron asociacion significativa con la diarrea.

En una sub-muestra poblacional analizada especificamente para norovirus se encontrd

que, la infeccion tanto de norovirus como de cada uno de los genogrupos de norovirus



Gl y Gl por separado, mostro asociacion con la diarrea, observandose una prevalencia
de infeccion en los casos diarreicos de 19,2%, siendo el genotipo GIl el mas
frecuentemente encontrado. En esta subpoblacién la mono infeccién por norovirus
presento asociacion con la diarrea en nifios menores a 6 meses en contraste a edades
mayores. Ademas, mediante regresion logistica se encontré una asociacion significativa

de tendencia negativa entre la infeccion de norovirus con la vitamina A.

Estos datos en conjunto serviran de base para estudios futuros que permitan una mejor
comprension del impacto de la infeccion por enteropatdgenos el estado nutricional y la

diarrea ambulatoria.
Palabras claves:

Diarrea ambulatoria, E. coli diarreogénica, norovirus, inflamacion, anemia, deficiencia

de zinc, deficiencia de vitamina A, enteropatogenos



SUMMARY

Diarrheal disease is one of the leading causes of morbidity and mortality in children
under 5 years of age, in developing countries. In Bolivia, there are few studies on
ambulatory diarrhea and its impact on the child’s health. The purpose of this work was
to contribute to the knowledge of ambulatory diarrhea, through the analysis of
enteropathogenic infection [diarrheogenic E. coli (DEC) (enteroagregative E. coli
(EAEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteropathogenic E. coli (EPEC), norovirus
(NV) and rotavirus (RV)] and indicators of inflammation and nutritional status in
children under 12 months of age, in a prospective cohort study (N = 403) conducted in
two hospitals in the city of El Alto., For this, clinical data, fecal and blood samples were
collected from the children participating in the study The results showed that the
population display alarming nutritional indicators of chronic malnutrition in addition to
multiple nutritional deficiencies at different age ranges along first year of age. The
prevalence of diarrhea reached 62.7%, with an incidence of 1.16 episodes / child / year.
A significant association of diarrhea with acute inflammation, chronic inflammation and
type of lactation was found. Likewise, diarrhea showed an association both with the
number, average and percentage of pathogens and with the co-infections among them.
Taken together, viral infections (norovirus and / or rotavirus) showed a significant
association with diarrhea at the level of any infection in contrast to infections caused by
DEC. In children younger than 5 months, norovirus and rotavirus had a significant

association with diarrhea.



In a population sub-sample analyzed specifically for norovirus, it was found that
infection of both norovirus and each of the GI and GII norovirus genogroups separately,
showed an association with diarrhea, observing a prevalence of infection in diarrheal
cases of 19.2%, with the GII genotype being the most frequently found. In this
subpopulation, the mono infection by norovirus was associated with diarrhea in children
younger than 6 months, in contrast to older ages. Furthermore, through logistic
regression, a significant negative trend association was found between norovirus
infection with vitamin A.

Taken together, these data will serve as a basis for future studies that allow a better
understanding of the impact of enteropathogen infection on nutritional status and
ambulatory diarrhea.

Keywords:

Ambulatory diarrhea, diarrheogenic E. coli, norovirus, inflammation, anemia, zinc

deficiency, vitamin A deficiency, enteropathogens



1. INTRODUCCION

La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es una de las causas mas comunes de
mortalidad y morbilidad en los infantes y nifios en paises en vias de desarrollo (Kosek,
Bern, & Guerrant, 2003). Se estima que anualmente se producen entre 1,7 a 4 billones de
episodios diarreicos agudos (WHO, 2017). La EDA representa la segunda causa de
muerte en nifios menores de 5 afios, datos globales estiman que causa 8,6% de las
muertes de nifios en este grupo etareo, siendo responsable anualmente de 0,509 millones
de muertes (Figura 1) (Liu et al., 2016)

A nivel global, la tasa de mortalidad de la diarrea para los nifios menores de 5 afios en
2015 fue de 74,3 muertes por 100 000 nifios. La mortalidad de la diarrea fue mas alta en
Sudafrica Sahariana, y Sudeste de Asia. EI nimero de muertes debido a la diarrea, entre
2005 a 2015, disminuyo en 34,3% en nifios menores de 5 afios. En la Gltima década se
observo una répida reduccion de la diarrea en el Sudeste de Asia y el éarea tropical y

andina de América latina (Collaborators, 2017).

Uno de cada 10 nifios muere debido a la diarrea, lo que se traduce a 526 000 nifios
muertos por afio, 1400 nifios por dia, 60 nifios por hora, de manera que un nifio muere
cada 60 segundos. En Bolivia se estima que entre el 5-10% de las muertes de nifios son
debidas a la diarrea (UNICEF, 2016).

La diarrea puede ser de diferente etiologia causada por un amplio rango de patdgenos,
los cuales comprenden a bacterias, virus y parasitos (Farthing et al., 2013). En el estudio
global multicéntrico de patdgenos entéricos (GEMS), se encontrd que los patdgenos
prevalentes asociados a la diarrea moderada-severa en el grupo etareo de 0-11 meses
comprenden a rotavirus, Cryptosporidium, Norovirus Gll, ETEC-ST (solo ST o LT/ST)
y Shiguella (Kotloff et al., 2013; Platts-Mills et al., 2015).Tanto este como otros estudios
(Bhavnani, Goldstick, Cevallos, Trueba, & Eisenberg, 2012; Li et al., 2016; Paniagua et

al., 2007; Zhang et al., 2016) han encontrado también que las coinfecciones entre



diferentes patdgenos son comunes Yy que incluso pueden dar lugar a episodios de diarrea
de mayor severidad, debido a que cada patdgeno incrementaria la patogénesis en los
individuos afectados (Shrivastava, Kumar, Mohakud, Suar, & Sahu, 2017).

Para la disminucion de la EDA son necesarias estrategias de prevencion tales como la
introduccion de nuevas vacunas, tratamiento con zinc, promocién de la lactancia
materna, buena alimentacion, etc. Asimismo las mejoras en la provision y calidad del
agua, saneamiento e higiene contribuyen a reducir la exposicion a los patdgenos
entéricos y por lo tanto reducirian la incidencia de la enfermedad diarreica aguda (Baker
etal., 2016).

El presente trabajo, mediante un estudio de cohorte prospectivo, tiene por objeto evaluar
la relacion entre la infeccion por enteropatodgenos (virales y bacterianos), la
inflamacion y el estado nutricional con la enfermedad diarreica aguda, en nifios
menores a 12 meses de edad (N=403), pertenecientes a las redes de salud de dos

hospitales de la ciudad del Alto.



2. ANTECEDENTES

2.1. Diarrea
La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es una de las causas mas comunes de
mortalidad y morbilidad en los infantes y nifios en paises en vias de desarrollo (Kosek,
Bern, & Guerrant, 2003) y representa la segunda causa de muerte en nifios menores de 5
afios. Datos globales estiman que la EDA causa 8,6% de las muertes de nifios en este
grupo etareo, siendo responsable anualmente de 0,509 millones de muertes (Figura 1)
(Liu et al., 2016).

1-59 months (54-9%) Neonatal death (45-1%)

Prneumonia (2-7%)

Prneurnonia (12-8%)

Preterm (15-9%)

Other (11-0%)

Intrapartum-related
Congenital {3-5%) " events (10-7%)
Intrapartum-related
events (0-0%)
Freterm (1.9%)
Pertussis (0-9%)
Meningitis (1-9%) Sepsis or

AIDS (1-4%) meningitis (6-8%)

Malaria [5-2%) Other (2-5%)
Injury {0-6%)
Injury (5-5%) Congenital (5-1%)
Tetanus (0-6%)

Measles (12%)  Diarrhoea (8-6%)

Diarrhoea (0-3%)

Figura 1. Causas globales de la muerte en nifios en el 2015 (Liu, 2016).



La diarrea es mortal en las regiones mas pobres del mundo, un estudio de
UNICEF reporta un porcentaje de 10-15% de muertes en nifios menores de 5
afios. En Bolivia este porcentaje alcanza hasta 5-9% de muertes este grupo
etareo (Figura 2) (UNICEF, 2016).

Figura 2. Porcentaje de muertes en nifios menores de 5 afios atribuidos a la
diarrea,(UNICEF, 2016).

Un 72% de las muertes asociadas con la diarrea se da en los dos primeros afios de vida.
Africa y el sur de Asia son las regiones con mayor mortalidad y morbilidad por diarrea
ambulatoria (Walker et al., 2013).

La diarrea ambulatoria es aquella que se presenta en la comunidad y que no requiere la

hospitalizacion del individuo afectado.

Los casos de diarrea ambulatoria son mucho mas frecuentes que los que requieren
hospitalizacién. El estudio de Parashar y colaboradores estima que anualmente se
presentan 1.287.405.000 episodios de diarrea en nifios < a 5 afios, de los cuales
123.580.000 corresponden a pacientes ambulatorios en contraste a 9.015.000 que son

hospitalizados (Parashar, Hummelman, Bresee, Miller, & Glass, 2003).



Los episodios de diarrea que se presentan en la comunidad son también de importancia
sustancial en la salud publica, ya que si son recurrentes pueden afectar al crecimiento y
a la disminucién del desarrollo cognitivo incrementando incluso el riesgo de mortalidad
por causa de otras enfermedades como la neumonia (Black et al., 2008; Guerrant,
DeBoer, Moore, Scharf, & Lima, 2013).

2.1.1. Definicion
La diarrea se define segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una
alteracion del movimiento intestinal que se caracteriza por un incremento del contenido
de agua, volumen o frecuencia de las heces, concomintante con la disminucion en su
consistencia (suave o liquida ) y un aumento en la frecuencia de evacuacion mayor o

igual a tres veces por dia (WHO, 1995).

2.1.2. Clasificacion
A nivel clinico la diarrea se clasifica en: diarrea inflamatoria y no inflamatoria, cuyas

caracteristicas se describen en la Tabla 1 (Navaneethan & Giannella, 2008).

Tabla 1. Caracteristicas de la diarrea infecciosa inflamatoria y no inflamatoria
(Navaneethan & Giannella, 2008).

Caracteristicas Diarrea no Inflamatoria Diarrea Inflamatoria
Leucocitos fecales Negativo Positivo
Presentacion clinica Diarrea acuosa de gran Diarrea sanguinolenta,

volumen, sin sangre, pus 0  mucoide de poco volumen,
tenesmo. Puede presentar ~ con tenesmo y dolores en
nauseas, vomitos, dolores, el cuadrante izquierdo
generalmente sin fiebre. bajo, dolor abdominal, el
cuadro puede ser febril y

toxico.




Causas Norovirus, rotavirus, Shigella spp., Salmonella
Vibrio cholerae, Giardia spp., colitis amebiana,
lamblia, ETEC, bacterias Campylobacter spp.,

productoras de EAEC, EHEC, EIEC,
enterotoxina, Yersinia spp., Clostridium
Staphylococcus aureus, difficile

Cryptosporidium parvum,
Clostridium perfringens

Lugar involucrado Intestino delgado Colon

EAEC: Escherichia coli enteroagregativa, EHEC: Escherichia coli enterohemorragica; EIEC:

Escherichia coli enteroinvasiva; ETEC: Escherichia coli enterotoxigenica

2.1.2.1. Diarrea no inflamatoria

La diarrea infecciosa no inflamatoria es producida por patdgenos que afectan el intestino
delgado y se adhieren a la mucosa, afectando al proceso de absorcion y secrecion del
enterocito, sin causar gran inflamacion o destruccion de la mucosa. Los pacientes
presentan pocos sintomas como ser: dolor abdominal, nausea o vomito, mayormente sin
fiebre (McClarren, Lynch, & Nyayapati, 2011; Navaneethan & Giannella, 2008).

Los patdgenos asociados a este tipo de diarrea liberan enterotoxinas que provocan que
exista una mayor secrecién a nivel del intestino, generalmente a través de tres
mediadores: AMPc, GMPc o calcio intracelular, los cuales activan a las proteina
quinasas, lo que lleva a una alteracion en el transporte de electrolitos, dando lugar a la
diarrea (Figura 3) (Navaneethan & Giannella, 2008).




Ingestion de la toxina Ingestion del organismo

Colonizacion del intestino

Elaboracion de toxinas

Unidn de las toxinas a los receptores del enterocito

tConcentracion de mediadores celulares

Activacion de blancos de los mediadores intracelulares

(Proteina-quinasas)

Alteracion de proteinas transportadoras y canales de iones

Diarrea

Figura 3. Mecanismo de la diarrea no inflamatoria (Navaneethan & Giannella, 2008).

2.1.2.2. Diarrea inflamatoria
La diarrea infecciosa inflamatoria se presenta en el intestino grueso, especificamente en
el ileo distal y el colon, los patégenos producen toxinas nocivas o invaden el epitelio
intestinal, generando una respuesta inflamatoria aguda y dando generalmente lugar a la
presencia de moco, globulos rojos y leucocitos polimorfonucleares en las heces. En el
caso de patdgenos no invasivos (EHEC, EAEC, C. difficile), estos pueden causar una
diarrea mas acuosa con 0 sin sangre 0 moco Yy bajo grado de fiebre. En el caso de
patogenos invasivos (Shigella spp, Campylobacter spp., Salmonella spp., Yersinia spp.,

EIEC y E. histolytica), estos producen el sindrome inflamatorio diarreico cuya



caracteristica es la presencia de diarrea con o sin disenteria, dolor abdominal y fiebre

(Navaneethan & Giannella, 2008).

Ingestién del organismo

Colonizacion

T

Invasion de la mucosa

Elaboracion de citotoxinas

Multiplicacion
intramucosa

N

Citoquinas y
metabolitos del
Acido

Inflamacion aguda

Araquiddnico

Diarrea

Figura4. Mecanismo de la diarrea inflamatoria (Navaneethan & Giannella, 2008).

2.2. Etiologia

La diarrea puede ser de diferente etiologia con un amplio rango de patdgenos, los cuales

comprenden a bacterias, virus y parasitos (Tablas 1-2).



Tabla 2. Agentes causantes de la diarrea (Farthing et al., 2013).

Bacteria Virus Parasitos
Escherichia coli diarreogenica | Rotavirus Cryptosporidium parvum
Campylobacter jejuni Norovirus (calicivirus) | Giardia intestinalis
Vibrio cholerae O1 Adenovirus (Serotipo | Microsporida
V. cholerae 0139 40/41) Entamoeba histolytica
Especies de Shigella Astrovirus Isospora belli
V. parahaemolyticus Citomegalovirus Cyclospora cayetanensis
Bacteroides fragilis Dientamoeba fragilis
C. coli Blastocystis hominis
C. upsaliensis Strongyloides stercolaris
Salmonellae no tifoidal Angiostrongylus
Clostridium difficile costaricensis
Yersinia enterocolitica Schistosoma mansoni
Y. pseudotuberculosis S. japonicum

La asociacion de los patdgenos con la diarrea varia segun el tipo de diarrea, la edad, la

estacionalidad y la region.

En un estudio prospectivo caso control del estudio global multicentro entérico (GEMS),
realizado en centros de salud y hospitales centinela de siete regiones del mundo, en
nifios de 0 a 59 meses de edad, la diarrea moderada a severa se vio asociada
principalmente a cuatro patdgenos: rotavirus, Cryptosporidium, Escherichia coli que
produce la enterotoxina estable (ETEC-ST), la cual puede estar sola 0 acompafiada de la
enterotoxina labil (LT) y Shigella. En particular, ETEC-ST se asocid significativamente
a la diarrea moderada-severa en 6 de 7 sitios de GEMS, durante el primer afio de vida

con una fraccion atribuible de media de 3,1 (1,4-1,7).

Asimismo, se observo significancia de ETEC-ST en nifios de 12 a 23 meses con una
media de la fraccion atribuible de 5,8 (2,7-9,4).En 4 de los 7 sitios, en nifios de 24 a 59
meses, la media fue de 7,7 (4,9-9,2) (Kotloff et al., 2013).

Por otra parte, en un estudio a nivel comunitario, de cohorte prospectivo multicéntrico (8

paises en desarrollo) realizado en nifios de 0 a 24 meses, se encontrd que en el primer




afio de vida los patdgenos asociados a la diarrea fueron: norovirus GllI, rotavirus,

Campylobacter spp., astrovirus y Cryptosporidium spp (Platts-Mills et al., 2015).

En un estudio en Vietnam de cohorte prospectivo en nifios menores a 12 meses de edad,
se encontré que los patégenos mas prevalentes en orden descendente fueron: rotavirus,

norovirus, Campylobacter, Salmonella y Shigella (Anders et al., 2015).

En otro estudio de cohorte prospectivo en India en nifios hasta los 3 afios de edad, se
encontré que el patdgeno mas frecuente fue rotavirus (18%) , seguido por Giardia
(8%), Aeromonas (4%), Crytosporidium (3%), Shigella (2%) y Vibrio Cholerae (1%)
(Sarkar et al., 2016).

2.2.1. Enteropatdgenos bacterianos: Escherichia coli
diarreogénica (DEC)

Entre los patégenos bacterianos preponderantes en la diarrea ya sea en brotes
epidémicos o0 en lugares endémicos, se encuentra la Escherichia coli diarreogénica
(DEC) (Nataro & Kaper, 1998). La E. coli esta distribuida ampliamente, ya que es el
anaerobio facultativo que se encuentra en mayor cantidad en el intestino grueso. Aunque
las cepas de E. coli viven en el colon como parte de la microflora intestinal, por si
mismas pueden causar la enfermedad en individuos sanos (Kaper, Nataro, & Mobley,
2004).

Se han descrito seis categorias de DEC: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y la E. coli adherente difusa (DAEC) (Kaper et
al., 2004; Nataro & Kaper, 1998).

En un estudio realizado en nifios menores a 5 afios hospitalizados por EDA en Bolivia,
DEC se encontrd en mayor proporcién en muestras de nifios con diarrea que en los
nifos sin diarrea, mostrando una diferencia significativa. El estudio muestra que las

diarreas causadas por DEC, principalmente EAEC, ETEC y EPEC, constituyen una

10



causa importante en la hospitalizacion de nifios menores a 5 afios en Bolivia (Gonzales
Siles, Joffre, et al., 2013).

2.2.1.1. ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica)
ETEC es un patdgeno que causa diarrea acuosa en nifios en los paises en desarrollo y en
adultos produciendo la diarrea del viajero (Nataro & Kaper, 1998). ETEC se caracteriza
por la presencia de enterotoxinas: labil (LT) y estable (ST) y también por la presencia de

factores de colonizacion (Kaper et al., 2004)

2.2.1.1.1. Patogénesis
ETEC se adhiere a los enterocitos y coloniza la mucosa intestinal por medio de los
factores de colonizacion (Gomes et al., 2016). También produce las toxinas LT y/o ST,
que son secretadas y causan diarrea debido al incremento del AMP ciclico y el GMP
ciclico respectivamente, los cuales median la activacion del regulador de conductancia
transmembranal de fibrosis quistica (CFTR) (Figura 5) (Croxen & Finlay, 2009).

cGMP
LT A subunit PKA
kNAD
G, — > cAMP
Adenylyl
cycliase
k Nucleus )

Figura 5. Mecanismo patogénico de Escherichia coli enterotoxigenica (ETEC)
(Croxen & Finlay, 2009).
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Existen cepas que pueden expresar solo LT o ST, o ambas toxinas (Kaper et al., 2004).

La enterotoxina labil (LT) se relaciona a la enterotoxina del colera en funcion y
estructura, y ha sido encontrada mayormente en aislados de humanos (Kaper et al.,
2004; Nataro & Kaper, 1998)

La enterotoxina estable (ST) esuna toxina pequefia que contiene muchos residuos de
cisteina, lo que le confiere estabilidad. Se presentan dos clases de toxinas: STay STh.
La toxina STa presenta dos variantes; la STp presente en el ganado porcinoy STh
presente en humanos. La toxina STb ha sido aislada de cerdos, aunque también se ha

encontrado en aislados humanos (Kaper et al., 2004; Nataro & Kaper, 1998).

2.2.1.1.2. Epidemiologia
En un estudio de cohorte prospectivo, realizado en nifios desde el nacimiento hasta 2
afios de edad se ha visto que en areas endémicas, como Bangladesh, ETEC es el
patdgeno mas frecuentemente aislado en los primeros 2 afios de vida (Qadri et al.,
2000).

Otro estudio similar en nifios mexicanos menores de 5 afios encontr6 que las infecciones
por ETEC se dan a edades méas tempranas. Se observd que a medida que la edad
aumenta, la relacion enfermedad/infeccion asintomatica disminuye progresivamente,
Asi, en nifios menores a un afio de edad, el 31% de las infecciones por ETEC estuvieron
asociadas con la enfermedad. Asimismo, en el estudio de cohorte prospectivo en los
primeros 2 afios de vida realizada en Nicaragua, donde se evalto la incidencia de la
infeccion por ETEC, se concluyé que el primer episodio de diarrea por ETEC es
contraido en la mayoria de los casos hasta el primer afio de edad (Paniagua et al., 1997).
ETEC se ha encontrado tanto en muestras diarreicas como en no diarreicas. En un
estudio en nifios de 6 a 36 meses de edad en Guatemala, ETEC ha sido el patdgeno
bacteriano frecuentemente aislado tanto en heces de nifios hospitalizados como en las

muestras control. Las infecciones de cepas ETEC portadora de la toxina LT 0 en
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combinacién con ST, se presentaros en asociacion con la diarrea con un OR de 2.68 (IC-
95%:1-05-8-69, p = 0.037) (Torres et al., 2015).

Otro estudio realizado en Guinea-Bissau, en Africa se describe la historia natural de la
infeccion por ETEC vy la diarrea durante los primeros dos afios de vida, donde la tasa de
infeccion primaria incrementa sustancialmente después de los 3 0 6 meses de edad.
Asimismo, este estudio sugiere que la patogenicidad de STh seria mayor que de STp
(Steinsland et al., 2003). Por lo que, se podria esperar, que muchas de las cepas ST del
genotipo STp producirian una infeccion asintomatica (Torres et al., 2015).

En el estudio de cohorte prospectivo en los 2 primeros afos de vida realizada en
Nicaragua, se observd la prevalencia de LT-ST (16%) en muestras sintomaticas,
mientras que en el grupo asintoméatico fue méas frecuente la enterotoxina ST (8%)
(Paniagua et al., 1997).

Boling y colaboradores (B6lin et al., 2006), estudiaron la prevalencia de la enterotoxina
ST en sus variantes STh y STp, en lugares endémicos como Guatemala, Bangladesh y
Egipto, observandose que en la poblacion con diarrea en Guatemala y Egipto se observo
tanto a STh, como STp, mientras que en Bangladesh la proporcién de STp fue menor
(8%).

En un estudio realizado en Bolivia, en nifios menores de 5 afios hospitalizados con
diarrea aguda y sus respectivos controles, en un periodo de 4 afios se observo similar
prevalencia de ETEC-LT y ETEC STh en los nifios con diarrea, mientras que la
frecuencia de ETEC-LT fue mayor en el grupo control [OR= 1.7 (0,9-3.3)], lo que
sugiere que las cepas ETEC LT podrian ser menos patogénicas (Gonzales Siles,
Sanchez, et al., 2013).

En otro estudio de caracterizacion molecular de cepas de ETEC aisladas de procesos
diarreicos infecciosos en La Paz Bolivia, se encontré que la cepa mas comun durante los
afnos 2002-2006 fue ETEC LT, seguida por ETEC LT y STh (Rodas et al., 2011).

En varios estudios se encontrd que la estacionalidad de ETEC-ST es méas comun en los
meses templados (mayo — agosto) decreciendo en invierno (Abu-Elyazeed et al., 1999;

Qadri et al. 2000; Steinsland et al., 2003). Asimismo, en Nicaragua la infeccion por
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ETEC mostrd6 un pico estacional en los meses de lluvia (Torres et al., 2015). En
Bolivia, la infeccion con ETEC fue asociada con la estacién hiumeda-lluviosa més que

con la estacion fria y seca (Gonzales Siles, Joffre, et al., 2013).

2.2.1.2. EPEC (E. coli enteropatogénica)

EPEC, es una causa importante de diarrea en infantes en los paises en desarrollo (Nataro
& Kaper, 1998). Este patotipo produce lesiones llamadas de borrado y esfascelamiento
de las células del epitelio intestinal. La union de la bacteria al epitelio intestinal borra
las microvellosidades y debilita la actina de la célula hospedera, formando pedestales
bajo el sitio de union. Estas caracteristicas estdn mediadas por genes que se encuentran
en el locus de esfascelamiento del enterocito llamado (LEE), en una isla de
patogenicidad cromosémica de 35 kb. La region LEE esta altamente regulada y codifica
al sistema de secrecion tipo Il (T3SS), por medio del cual se realiza la translocacion de
las proteinas bacterianas al citoplasma de la célula hospedera. Las cepas EPEC presentan
proteinas de virulencia que son codificadas en la isla de patogenicidad (LEE) (Nataro &
Kaper, 1998).

EPEC de acuerdo a la presencia o ausencia del plasmido de factor de adherencia

(pPEAF) se clasifica en tipica y atipica (Croxen & Finlay, 2009).

2.2.1.2.1. Patogénesis
El modelo de patogénesis involucra inicialmente tres pasos: 1) la adherencia primaria a
la célula del hospedero, que estd dada por el pili de tipo IV, Ilamado pili formador de haz
(BPF), que forma un patron de adherencia localizada mediante la union de las bacterias
entre si, 2) la transduccion de sefiales, después de la adherencia de EPEC a las células
epiteliales, que induce una variedad de vias de sefiales de transduccion, 3) la adherencia
intima, mediada por la intimina, proteina codificada por el gen cromosomal
denominado eae, la cual es necesaria para realizar el ataque de la bacteria a las células

epiteliales del hospedero (Nataro & Kaper, 1998).
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Figura 6. Mecanismo patogénico de EPEC(Kaper et al., 2004).
2.2.1.2.2. Epidemiologia

En un estudio de muestreo al azar en provincias de Iran en nifios menores de 10 afos, se
encontré que EPEC fue el patdgeno predominante (44,9%), presentandose en asociacion
significativa con la diarrea (p<0,05). Las cepas de EPEC tipicas fueron mas prevalentes
en los casos con diarrea (11,8%) (p<0,05) en contraste a las EPEC atipicas (9,3%)
(p<0,05) (Alikhani, Mirsalehian, & Aslani, 2006).

En un estudio de corte transversal en nifios hasta los 5 afios con diarrea, atendidos en un
hospital pediatrico del Cairo, se encontré un 5,2% de EPEC. Agrupando a los nifios por
edad, se encontré el mayor porcentaje de EPEC (18,7%) en nifios de 2 a 3 afios, seguido
por los nifios menores a 6 meses de edad (7,5%), encontrandose asociacion significativa
con la diarrea en cada uno de los grupos analizados (p<0,05). Asimismo, se observo que
EPEC esta presente en todas las estaciones del afio, excepto en invierno (Behiry, Abada,
Ahmed, & Labeeb, 2011).

Por otra parte, en un estudio de cohorte prospectivo de vigilancia pasiva de la diarrea en
niflos menores a 2 afios de edad en Lima-Perd, pertenecientes a comunidades de bajo

status socioeconomico, se encontrd6  mediante qRCP que la carga de EPEC fue
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significativamente mas alta en los nifios con diarrea que en los controles asintomaticos
(Barletta et al., 2011).

En otro estudio en nifios menores de 5 afos, hospitalizados por diarrea en Iran, se
encontrd que el patotipo predominante de DEC fue EPEC con un 21,5% (Moshtagian,
Alipour, & Yahyapour, 2016).

En un estudio de cohorte prospectivo en nifios de 6 a 12 meses de edad, que evalud la
prevalencia de DEC en las comunidades rurales de Peru, se encontré a EPEC en un
14,2% siendo significativamente mas frecuente en muestras diarreicas que los controles
asintomaticos (p<0,01) (Acosta et al., 2016).

En un estudio realizado en Bolivia, en nifios menores de 5 afios hospitalizados con
diarrea aguda y sus respectivos controles, en un periodo de 4 afios se encontré a EPEC
con un 5,8% de prevalencia mostrando asociacion significativa con la diarrea (p=0,017).
EPEC al igual que ETEC fue mas frecuentemente encontrada en la época de lluvias (p=
0,05) (Gonzales Siles, Joffre, et al., 2013).

Asimismo, otro estudio en Bolivia en nifios con diarrea entre los periodos de 2007 y
2008 mostro una prevalencia de EPEC de 6,6% con asociacion significativa con la
diarrea aguda (p= 0,005) (Joffré, 2010).

2.2.1.3. EAEC (E. coli enteroagregativa)
EAEC se considerado un patégeno emergente, que también causa la diarrea del viajero
en paises en vias de desarrollo. La diarrea producida por EAEC es acuosa y puede estar

acompariada por moco o sangre (Nataro & Kaper, 1998).

2.2.1.3.1 Patogénesis
La infeccién por EAEC se inicia con la adherencia a la mucosa intestinal, por medio de
los factores de colonizacion AAF/1 'y AAF/II que facilitan la colonizacion inicial. Esta
etapa se caracteriza por la produccién incrementada de moco, formando una capa
delgada (biofilm) incrustada con el patdégeno. Esto provoca que la colonizacién persista
y que por lo tanto exista una mala absorcion de nutrientes. Asimismo, EAEC elabora

citotoxinas que dafan las células intestinales (Fig. 6) (Nataro & Kaper, 1998).
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Figura 7. Mecanismo patogénico de EAEC (Croxen & Finlay, 2009).

2.2.1.3.2 Epidemiologia
EAEC es endémico en muchos paises. En un estudio de meta-anélisis se encontré que
esta bacteria esta asociada a la enfermedad diarreica aguda en nifios de diferentes
poblaciones, tanto de los paises desarrollados como en vias de desarrollo (Huang et al.,
2006).

En el estudio longitudinal prospectivo realizado por Acosta y otros en el Perd, se
encontré que EAEC es el patdgeno mas frecuente (20,4%) en la poblacién, tanto en
nifios sintomaticos y asintomaticos encontrandose ademas mayormente en los nifios que

presentan deficiencia de crecimiento (Acosta et al., 2016).
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Asimismo, en el estudio longitudinal prospectivo (MAL-ED), en nifios menores a dos
afios de vida, se encontr6 que las infecciones asintométicas de EAEC, fueron frecuentes
a edades temprana y estuvieron también asociados con la disminucion del crecimiento
(Rogawski et al., 2017).

En el estudio de Bolivia de Gonzalez y otros, en nifios menores de 5 afios con diarrea se
encontré que el patotipo de DEC mas frecuente fue EAEC con un 11,2%. EAEC se
encontrd presente tanto en la época seca y fria como en la himeda (Gonzales Siles,
Joffre, et al., 2013).

2.2.1.4  Enteropatogenos virales: norovirus
Norovirus es un calicivirus humano que forma parte de la familia Caliciviridae y
representa una causa importante de gastroenteritis aguda tanto en hospitales y centros
de salud como a nivel comunitario (Robilotti, Deresinski, & Pinsky, 2015).

2.2.1.4.1 Organizacion molecular de norovirus

El genoma de norovirus es una molécula de RNA simple cadena (RNASsS) no
segmentada con sentido positivo, de tamafio entre 7,3 a 7,5 kb. El genoma se halla
organizado en tres ORFs: ORF1 codifica proteinas no estructurales, mientras que ORF2
Y ORF3 codifican proteinas estructurales, dando lugar a la proteina estructural mayor
VP1 vy la proteina estructural menor VP2 respectivamente (Fig. 8) (Thorne &
Goodfellow, 2014).

El norovirus posee una capside viral que es icosahedral constituida por 90 dimeros de
VP1 con un dominio S (shell) y otro denominado P (protruding), el dominio P es
responsable de la unién con el grupo de antigenos histo-sanguineos (HBGAS), los cuales
actlan como receptores o co-receptores del virus en las células huésped (Donaldson,
Lindesmith, LoBue, & Baric, 2010; Thorne & Goodfellow, 2014).
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Figura 8. Organizacién molecular del norovirus. a) el genoma de norovirus esta
unido covalentemente a VPg (NS5). Presenta una cola poliA y codifica
a tres ORFs (Thorne & Goodfellow, 2014).

2.2.1.4.2 Transmision

El norovirus puede ser transmitido via oral-fecal por diferentes vias, como la transmisién
persona a persona, por consumo de comida y agua contaminada y por aerosoles. La
transmision se ve facilitada por factores tales como: la excrecion prolongada del virus
luego de que los sintomas de la diarrea desaparecen, la excreciéon fecal durante las
infecciones de norovirus asintomatico y la persistencia de norovirus en las superficies en
el agua y alimentos (Mathijs et al., 2012).

Los norovirus humanos son altamente transmisibles, siendo la ruta mas eficiente la de
persona a persona, sobre todo en comunidades semi-.cerradas (hospitales, cruceros,
guarderias y centros militares), debido a su baja dosis de infeccion y su alta estabilidad
en el medio ambiente (da Silva Polé et al., 2016).

En los programas de vigilancia se ha obtenido informacion de cémo diferentes cepas de
norovirus humanos dan lugar a modos de transmision y brotes en diferentes sitios. Asi,
la prevalencia de las infecciones de genotipos varia entre las poblaciones humanas y las
rutas de transmision. Por ejemplo, el genotipo Gll.4 esta asociado a la transmision por
contacto persona a persona, mientras que los genotipos diferentes a Gll.4 (GI.3, GI.6,
GL.7, GIL3, GIl.6 y GI1.12) se han asociado mas con la transmision por alimentos. El
genogrupo Gl se halla mas asociado a la transmision por agua, se cree que esté
genogrupo tendria mayor estabilidad en el agua que el GII. Asimismo, las cepas
circulantes pueden adaptarse a diferentes factores del hospedero, como ser estado de

salud, edad, e inmunidad. Todos estos factores pueden influir en la evolucion de los

19



genotipos de norovirus circulantes en los entornos comunitarios (Figura 9) (Graaf, van

Beek, & Koopmans, 2016).
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Figura 9. Epidemiologia del norovirus en la comunidad, adaptado de Graaf et al., 2016

(Graaf et al., 2016).

2.2.1.4.3 Patogénesis

Los norovirus interaccionan con la superficie de la célula a través de los receptores que

son los antigenos HBGAS, que intervienen en la entrada a la célula (Thorne, 2014).

Ademas, para la entrada y patogénesis del virus, participan otros factores como el
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tropismo de la cepa al tejido y a la célula, la respuesta inmune del huésped a la infeccion
y la microbiota bacteriana del hospedero (Graaf et al., 2016).

Un estudio realizado en adultos de entre 42-100 afios de edad en Suecia, sugiere que las
diferentes cepas de norovirus pueden causar infecciones con diferente nivel de
severidad de la enfermedad, por lo que no todos los genotipos son similares en
patogenicidad (Friesema et al., 2009).

Los HBGAs son glicanos que se expresan en la superficie de las células y se hallan
presentes en la saliva y otras secreciones del cuerpo. Son determinantes del grupo de
sangre ABO vy el sistema del grupo de sangre Lewis. La union especifica del VP1 de
norovirus a los diferentes HBGAs difiere entre genotipos y genogrupos, lo cual da lugar
a una diferencia entre la susceptibilidad de los humanos a cepas especificas de
norovirus. Las diferencias en las uniones de los carbohidratos entre norovirus animales y

humanos tienen un rol en la especificidad del rango de especie (Graaf et al., 2016).

2.2.1.4.4 Respuesta inmune del huésped
Se ha visto que el sistema inmune innato tiene un rol importante en la eliminacion de la
infeccion. En un estudio con norovirus murino MNV-1, se encontré que el interferon
media la respuesta inmune innata y es importante para la reduccién tanto de la infeccion
como de la patogenicidad (Karst, 2003). Asi, la respuesta inmune del hospedero reduce
la carga viral, la duracion de la excrecién y la severidad de la enfermedad (Graaf et al.,
2016).

2.2.1.4.5 Rol de las bacterias
Se han identificado tres mecanismos, por los cuales las bacterias de la microbiota del
huésped podrian intervenir en las infecciones por norovirus (Graaf et al., 2016):

a) Para proveer HBGAs adicionales para la unién con el virus. Varias especies de
bacterias de la microbiota intestinal son capaces de expresar HBGAs, incluyendo
Enterobacter cloacae, Escherichia coli y Helicobacter pylori.

b) Por influencia en la expresion de los HBGAs en el intestino del hospedero.

c) Por modulacion de la inmunidad en el hospedero.
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2.2.1.4.6 Sintomas clinicos
El periodo de incubacion del norovirus es corto, tiene una duracion de 1-2 dias, entre los
sintomas que se presentan se observan frecuentemente vomitos, fiebre, diarrea, nauseas,
dolor abdominal, dolor de cabeza, resfriado y mialgia. Todos estos sintomas son

limitados y de corta duracion (da Silva Pol6 et al., 2016).

2.2.1.4.7 Epidemiologia
Un estudio de revision sistematica y meta andlisis muestra que el norovirus es un
patdgeno muy importante de la EDA en todo el mundo, siendo el agente etioldgico mas
comun de la enfermedad diarreica en todos los grupos de edad y la segunda causa de

EDA en nifios menores a 5 afios (Ahmed et al., 2014).

Asimismo en otro estudio de revision sistematica global de los casos de diarrea por
norovirus en nifios menores a 5 afios, tanto hospitalizados, de atencién externa como
provenientes de la comunidad, se observé que en general cerca de un 70% de los casos
se presenta en el grupo de entre 6 a 23 meses. Especificamente, los porcentajes
encontrados fueron de un 13%, 33% Yy 36% en nifios de 0-5 meses, 6-11 meses y de 12-
23 meses respectivamente. Asimismo, se encontré que la infeccion por norovirus se
presenta mas tempranamente en paises de bajo ingreso y en pacientes hospitalizados
(Shioda, Kambhampati, Hall, & Lopman, 2015).

En el estudio de MAL-ED del 2016 se ha encontrado una variada prevalencia (1,9% a
31,1%) de norovirus en los 8 lugares de estudio (Bangladesh, Brasil, India, Nepal, Perd,
Pakistan, Sud-Africa y Tanzania). Asimismo, la incidencia de norovirus encontrada fue
de 3 a 18 episodios por 100 nifios por mes (Rouhani et al., 2016).

2.2.1.4.8 Norovirus en América Latina.
En un estudio de revision sistematica en nifios menores de 5 afios, para determinar la
prevalencia de norovirus en América latina, se encontré que la prevalencia del virus en
la gastroenteritis aguda estd en un rango de 2 -36%. En general, se estima que el

norovirus circula en la comunidad entre 7-23% con un promedio de 15% (IC 95%: 13-
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18), en pacientes externos entre 7-24% con un promedio de 14% (IC 95%: 10-19) y en el
hospital entre 2-36% con un promedio de 16% (IC 95%: 12-21). La incidencia total por

norovirus fue de 17 a 23 casos por 100 nifios por afio (da Silva Pol¢ et al., 2016).

En un estudio realizado en Cochabamba Bolivia, en nifios hospitalizados de 5-24 meses
con gastroenteritis aguda, se describe la prevalencia de norovirus y rotavirus, luego de 2
afios transcurridos desde la vacunacion de rotavirus. Se encontré que la prevalencia de
norovirus fue de 34,3% y 18,3% en casos con diarrea y sin diarrea respectivamente,
mientras que rotavirus en un 18,9% y 4,2% en casos con diarrea y sin diarrea,
respectivamente. El genogrupo prevalente fue GII (97,8%) y el genotipo mas comdn
Gll.4 (71,4%), siendo este Gltimo mas prevalente en casos sintomaticos que
asintomaticos (McAtee et al., 2016).

La prevalencia media de la infeccion por norovirus en casos de diarrea antes y después
de la introduccion de la vacuna de rotavirus, fue de 15% ((1.C. 95%: 12-19) y 16% (I.C.
95%: 12-22) respectivamente. Y, en el caso de norovirus asintomatico de 8% (I.C. 95%:
3-15) y de 7% (I.C. 95%: 1-17) respectivamente (O’Ryan, Riera-Montes, & Lopman,
2017).

2.2.1.4.9 Genogrupos
Un estudio comunitario en nifios mexicanos, reporta a GIl como el genogrupo de
norovirus predominante (75 a 100%), con predominancia de Gll.4, seguida de GII.3
(Garcia, DuPont, Long, Santos, & Ko, 2006; Patel et al., 2008). Asimismo, en un estudio
longitudinal realizado en 8 paises (MAL-ED) durante los primeros 2 afios de vida de los
nifios, se encontrd una alta prevalencia de norovirus del genogrupo Gll en Bangladesh,

Brasil, Pakistan, Pert, Sud Africa, Tanzania, Nepal e India (Rouhani et al., 2016).

2.2.15 Rotavirus
El rotavirus es considerado como la mayor causa de la diarrea en nifios menores de 5

afos en todo el mundo.
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El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y es un virus de RNA doble cadena
(RNAGdSs), presenta tres capsides concéntricas alrededor de un genoma de 11 segmentos,
que codifican por una parte a seis proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y
VP7), cuya funcion determina la especificidad del hospedero, la entrada a la célula y las
funciones enzimaticas necesarias para la produccion de transcritos virales, conteniendo
epitopes virales que generan la respuesta inmune. Por otra parte, siete proteinas no
estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6) estan relacionadas con la
replicacion del genoma y con el antagonismo a la respuesta inmune innata (Crawford et

al., 2017).
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Figura 10. Estructura del Rotavirus (Crawford et al., 2017).

2.2.1.5.1 Epidemiologia

Los rotavirus son ubicuos e infectan a nivel global a los nifios menores de 5 afos.
Aunque las infecciones por rotavirus en nifios hospitalizados son similares en el mundo,
la mayoria de los casos fatales (> 90%) se presentan en paises de bajo ingreso.

La diarrea causada por rotavirus es en general de mayor severidad y requiere
hospitalizacion. La proporcion de los episodios de diarrea es més baja en pacientes en la
comunidad que necesitan solo cuidados en la casa (5-10%), en relacion a los pacientes
que requieren cuidados externos (15-20%) o cuidados hospitalarios (30-50%). Al
introducir la vacuna para rotavirus se ha observado una reduccion de esta enfermedad en
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numerosos paises, incluido Bolivia (Inchauste et al., 2017; Parashar, Hummelman,
Bresee, Miller, & Glass, 2003).

2.3 Factores asociados con la enfermedad diarreica aguda
La enfermedad diarreica puede tambien estar asociada con variables sociodemograficas
y socioecondmicas, de medio ambiente y de comportamiento (Budhathoki, Bhattachan,
Yadav, Upadhyaya, & Pokharel, 2016).

2.3.1 Factores sociodemogréaficos y socioecondmicos
Varias son las carateristicas sociodemogréficas que pueden influir como factores
determinantes en la ocurrencia de la diarrea, como la edad del nifio y de la madre, el
nivel de educacion de esta Ultima, condiciones de saneamiento y agua, practicas de

higiene, tipo de alimentacion, etc. (Aluisio et al., 2015; Mohammed & Tamiru, 2014).

Muchos estudios han establecido que la prevalencia de la diarrea es mayor en nifios de
6-11 meses de edad, presentindose mas frecuentemente en el primer afio y
disminuyendo en el tercer y cuarto afio de vida. Un mayor nimero de casos de diarrea
se ha observado en nifios del sexo masculino que el femenino (Budhathoki et al., 2016;
George et al., 2014; Melo et al., 2008).

Asi también, se ha reportado que la educacién y la edad materna podrian ser factores
protectores contra la diarrea, mientras que el sexo masculino, hacinamiento, el no
realizar tratamiento al agua y la carencia de bafio representarian factores de riesgo
(Anders et al., 2015).

La transmision de la diarrea se da también a través del agua y alimentos contaminados.
Dentro los factores de alto riesgo se considera a la distancia a las fuentes de agua
accesibles, el almacenamiento insuficiente de agua potable, el uso de fuentes de agua no
seguras (tales como rios, pozos, represa, lagos, corrientes) (Baker et al., 2013;George et
al., 2014; Sinharoy et al., 2016).

En cuanto al nivel de saneamiento, este juega un papel clave en la disminucion de la
morbilidad de la enfermedad diarreica Algunos factores incrementan el riesgo de

adquirir la diarrea, como la disposicion inapropiada de las heces y basura, letrinas
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compartidas, la no existencia de letrinas o acceso a bafios no higiénicos, viviendas sin
sistemas de drenajes, etc. (Aluisio et al., 2015; Hassan et al., 2014).

Entre las practicas de higiene, se ha observado que el no lavarse las manos después de
defecar, antes de preparar los alimentos o en el momento de dar de lactar, asi como la
presencia de animales dentro de la casa se asocian con el incremento del riesgo de
morbilidad por diarrea. (Aluisio et al., 2015; K. Baker et al., 2014; Hassan et al., 2014).
Finalmente, dentro de los factores socioecondémicos, se ha observado que la calidad de
las viviendas, condiciones de hacinamiento e ingresos bajos presentan generalmente una

relacion significativa con la diarrea (Baker et al., 2016).

2.4. Micronutrientes y la enfermedad diarreica
Los micronutrientes (hierro, zinc, vitamina A, calcio, vitamina D y é&cido folico)
incluyen a vitaminas y minerales y son elementos esenciales para el desarrollo y
funcionamiento del organismo. La deficiencia de los mismos afecta al sistema inmune,
incrementando la susceptibilidad a la infeccidn y por ende -desde edades tempranas- a la
infeccion por enteropatdgenos causantes de diarrea. Asimismo, la deficiencia continua o
prolongada de micronutrientes incrementa el riesgo de desarrollar una enfermedad

Severa.

2.5. Deficiencia de Hierro
El hierro es esencial tanto para el hospedero como para el patégeno bacteriano, como
cofactor o grupo prostético esencial en enzimas y proteinas, las cuales estan
involucradas en varias funciones celulares basicas y en las vias metabdlicas (Schaible &
H E Kaufmann, 2005). Entre los procesos biologicos claves esta la oxigenaciéon de
organos Yy tejidos, a través de los eritrocitos, por medio de la hemoglobina, que tienen

como componente al hierro (Burke, Leon, & Suchdev, 2014).
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2.5.1. Metabolismo del hierro
La deficiencia de hierro que se traduce en la disminucion del hierro corporal del
organismo es una de las carencias nutricionales mas comunes a nivel global. Afecta
sobre todo a amplias poblaciones de nifios en los paises en desarrollo causando la

anemia ferropénica, que es la enfermedad hematoldgica mas frecuente en la infancia.

El hierro est4 disponible en las células cuando este estd unido a proteinas como la
transferrina, ferritina y lactoferrina o cuando esta en complejo con el grupo hem con las
hemoproteinas.  EIl hierro es absorbido en el intestino, como hierro tipo “no hem”
siendo importado por un transportador de metal divalente 1 (DMT1). El hierro ferroso es
reducido a hierro férrico y es exportado por la ferroportina. .El traslado del hierro desde
la membrana basolateral del enterocito esta facilitada por la permeasa denominada
ferroportina. La proteina hepcidina se une a la ferroportina para prevenir la exportacion
de hierro. Asi, el hierro es almacenado intracelularmente como ferritina. Por otra parte,
en la circulacion la transferrina unida al hierro es importada con la ayuda del receptor de
transferrina al higado, el corazon y otras areas de depoésito, donde es almacenado junto
con la ferritina. El higado produce la hepcidina, y coadyuva en la regulaciéon del
metabolismo del hierro inhibiendo la exportacién de hierro. En la medula 6sea, el hierro
es incorporado en la hemoglobina dentro de los eritrocitos. Los macréfagos reciclan el
hierro de los eritrocitos, una gran parte en el bazo. No hay mecanismo para la excrecion
de hierro por los rifiones o el higado, aunque pequefias cantidades se pierden por las
heces. La homeostasis del hierro es rigurosamente regulada. Después de ser absorbido,
el hierro se almacena con la ferritina, que guarda el hierro en forma no reactiva en las
celulas, o en la transferrina, la cual también almacena el hierro en su estado no reactivo,
pero lo mantiene en circulacion acuosa para que pueda ser entregado a las células (Burke
etal., 2014).
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2.5.2. Medicidn del hierro
El hierro se puede medir de diferentes formas (Tabla 3), teniendo cada ensayo ventajas

y desventajas.

Tabla 3. Indicadores de hierro (Burke et al., 2014).

Biomarcador Ventajas Limitaciones Rango normal
Hemoglobina Facil y econémico No es sensible ni especifico para | Nifios 6-24 m: <11,0 g/dL
el hierro

Hematocrito Facil de medir No proporciona informacion | Nifios 6-24 m: <32%
adicional
Ferritina en suero Indicador sensible de la | Aumenta con la respuesta de | Nifios 6-24 m: <12,0 ug/L
deficiencia de hierro fase aguda
Receptor de | Menos sensible a la | No es muy sensible. Sus niveles | Nifios <24 m: >20,0 mg/L
transferrina inflamacion que la ferritina. | cambian solo muy tarde en la
Util en poblaciones con | deficiencia de hierro
altos niveles de infeccion

2.5.3 Hierro e infeccion bacteriana

El hierro es un importante factor de crecimiento para las bacterias patdgenas, donde es
requerido en varios procesos metabdlicos que son criticos para la replicacion bacteriana,
incluyendo el transporte de electrones, la glicdlisis, la sintesis de DNA y la defensa
contra el dafio oxidativo. Los sistemas especializados de toma de hierro permiten a los
patégenos competir por este elemento con las comunidades bacterianas mixtas. Los
sistemas de adquisicion de hierro en los microorganismos patdgenos constan de
diferentes moléculas, cuya funcion esta altamente interrelacionada. Las moléculas de
unién al hierro -los sider6foros-, incluyen las enterobactinas férricas en bacterias Gram
(), las micobactinas y las exoquelina en micobacterias (Schaible & H E Kaufmann,
2005).

La subsecuente toma de hierro unido a los ligandos depende de los receptores de
sideroforos y de los transportadores tipos porina dependientes de ATP en la membrana

externa. Los sideroforos se clasifican en 3 grupos: 1) los anillos fenélicos con grupos de
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acido hidroxi- y di-hidroxibenzoico para la quelacion. 2) las estructuras hidroxamato con
grupos carboxilo y amino hidroxilo y 3) una combinacién de ambos. En las bacterias
Gram (-) el receptor para la enterobactina férrica FepA localizado en la membrana
externa es el que transfiere el hierro a las proteinas periplasmicas FepB. El transporte
por la membrana se realiza por una permeasa dependiente de ATP. En Escherichia coli,
se tienen ademas 2 sistemas adicionales de toma de hierro (Schaible & H E Kaufmann,
2005).

2.6. Zincy Diarrea

El zinc es uno de los mas importantes elementos nutricionales, representa el segundo
metal traza mas abundante del cuerpo humano luego del hierro. El zinc es un
componente estructural de numerosas proteinas, participa en mas de 300 funciones
bioldgicas, entre otros en los procesos de sintesis de DNA y RNA, de proliferacion y
diferenciacion celular, de las estructuras celulares, la estabilizacion de las membranas y
esta asociado a multiples sistemas incluido el gastrointestinal. El zinc es requerido en la
division celular, la diferenciacion y el crecimiento. Entre los drganos que son mas
sensibles a la deficiencia del zinc, estan el sistema inmune y el intestinal, justamente
porque se encuentran en constante divisién celular (Roohani, Hurrell, Kelishadi, &
Schulin, 2013; Strand & Mathisen, 2009).

El contenido total de zinc en el cuerpo humano asciende a 2-4 g, con una concentracion
en el plasma de 12-16 um. La concentracion de zinc en el plasma si bien es baja, es
rapidamente intercambiable y movil. Dado que a diferencia del hierro, el organismo no
cuenta con un sistema de almacenamiento de zinc, la ingesta diaria suficiente de zinc, es
necesario para mantener un estado estable. Las concentraciones mas altas de zinc se

encuentran en los masculos, huesos, piel e higado (Gammoh & Rink, 2017).

Los nifios constituyen un grupo de riesgo para la deficiencia de zinc debido a su alta
tasa de crecimiento (Fischer Walker & Black, 2007). Este es importante para el
funcionamiento de las metalo-enzimas, los poliribosomas, la membrana celular y la
funcién celular (Bajait & Thawani, 2011; Gibson, 2007). Segun la OMS (WHO, 2002)
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la deficiencia de zinc representa la quinta causa de mortalidad y morbilidad en paises en
desarrollo. Se estima que afecta a un tercio de la poblacién y representa

aproximadamente el 10% de las enfermedades diarreicas (Sandstead, 1991).

La deficiencia de zinc se incrementa por la diarrea aguda como resultado de la pérdida
de electrolitos. Asimismo, la deficiencia de zinc puede incrementar la susceptibilidad a
la diarrea (Lukacik, L Thomas, & V Aranda, 2008). Se considera que entre los
mecanismos de accion del zinc, esté la inhibicion de la secrecion de fluidos dependiente
de cloro inducida por AMP-c, a través de la inhibicion especifica de los canales
basolaterales de potasio. El zinc, por lo tanto mejora la absorcion de agua y electrolitos y
regeneracion del epitelio intestinal. Asimismo, incrementa los niveles de las enzimas del
borde cepillado de los enterocitos y la respuesta inmune, permitiendo una mejor
eliminaciéon de los patdgenos (Bajait & Thawani, 2011). Asi, el zinc juega un rol
importante en la modulacién de la resistencia del hospedero a agentes infecciosos y
reduce el riesgo, la severidad y la duracion de las enfermedades diarreicas. De esta
manera, el zinc tiene una accion positiva contra la diarrea aguda donde intervendria en
varios posibles mecanismos: 1) regulacion del transporte del fluido intestinal y la
integridad de la mucosa, 2) rol en la inmunidad, al modificar la expresion de los genes
que codifican varias enzimas zinc-dependientes, como las metaloproteasas, citoquinas y
uroguanilina, 3) modulacion del estrés oxidativo contrarrestando su pérdida durante la

diarrea (Berni Canani, Buccigrossi, & Passariello, 2011).

Se ha comprobado que el aporte de suplementos de zinc reduce la duracion y la
gravedad de los episodios de diarrea y la probabilidad de recurrencia de las infecciones
durante 2-3 meses (Bhutta et al., 2000).

2.6.1. Metabolismo del zinc
El zinc se libera en el intestino durante la digestion de los alimentos, luego se une a
ligandos endogenos secretados previo a su transporte en los enterocitos del duodeno y el

jejuno. El sistema portal de la circulacién lleva el zinc absorbido al higado, y lo libera a
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la circulacion sistémica para distribuirlo a otros tejidos. La mayor cantidad de zinc en
circulacién se une a la albimina (Abbaspour, 2013).

En la homeostasis del zinc, existen 2 tipos de transportadores con un rol opuesto, estos
son los transportadores de zinc (ZnTs) y los transportadores tipo hierro (Zip). Las ZnTs
reducen intracelularmente la disponibilidad del zinc promoviendo el flujo de zinc en las
celulas o hacia las vesiculas intracelulares, mientras que los transportadores Zip
incrementan la disponibilidad intracelular del zinc, promoviendo el ingreso a la célula
del zinc extracelular y también la liberacién del zinc vesicular en el citoplasma
(Abbaspour, 2013).

La proteina intracelular de union al metal, la metalotionina (MT), participa en la
regulacion de la absorcion del zinc. Luego de su absorcion el Zn se distribuye por el
cuerpo y se almacena primariamente en los eritrocitos, gldbulos blancos, musculos,
huesos, piel, rifilones, higado pancreas y retina. La sintesis de MT hepética e intestinal es

estimulada por la suplementacion en la dieta de zinc (Krebs, 2000).

A nivel del organismo, la homeostasis del zinc es esencial para su mantenimiento y se
regula mediante la absorcién total del zinc y la excrecion intestinal enddgena
(Abbaspour, 2013).

La pérdida de zinc se produce a través del tracto gastrointestinal, donde en las heces,
aproximadamente la mitad del zinc del total es eliminado del cuerpo. El zinc es
secretado a traves de las secreciones biliares e intestinales pero otra parte es reabsorbida.
La excrecién es un importante proceso en la regulacion del balance del zinc, otras vias

de excrecion se dan por la orina, la piel, el pelo y el sudor (Abbaspour, 2013).

2.7. Vitamina A
La vitamina A es un nutriente esencial que no es sintetizado por nuestro organismo, pero
se encuentra en algunos alimentos y suplementos, proviene de fuentes animales como
retinol o ésteres de retinil o0 como carotenoides (provitamina A) partir de las plantas que

luego se convierten a retinal o acido retinoico (Bailey, West Jr, & Black, 2015). La
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vitamina A es importante para el 6rgano de la vista, la produccion de células sanguineas,
el sistema inmune y la reproduccion. La deficiencia de vitamina A conduce
generalmente hacia la desnutricion cronica, anemia e infecciones (Semba & Bloem,
2002) .

2.7.1 Metabolismo de la vitamina A

La vitamina A se encuentra en los alimentos de origen animal y en forma de carotenos
en los vegetales donde se halla como provitamina A. En el organismo los carotenos se
transforman en vitamina A. El proceso digestivo se da en el lGmen del intestino, que
incluye la liberacion de los carotenoides pro-retinoides y retinoides del alimento y su
emulsificacion por &cidos grasos y biliares. El flujo de retinol en el enterocito es
facilitado por el transportador basolateral de colesterol (ABCA1). Posteriormente, el
retinol es esterificado antes de ser empaquetado como ester retinil en los quilomicrones
nacientes, que son secretados en el sistema linfatico. Luego los quilomicrones pasan un
proceso de remodelacion que incluye la hidroélisis de triglicéridos por la lipoproteina
lipasa (LpL) y la adquisicion de la Apolipoproteina E (apoE) de la circulacion, dando
lugar a la formacion de los quilomicrones remanentes. Finalmente, los quilomicrones
ingresan al higado y se almacenan en las células hepaticas estrelladas (células
almacenadoras de grasa, lipocitos). El higado es el sitio mayor del metabolismo y
almacenamiento de retinoides en el cuerpo. Dos tipos de células son importantes para
este proceso: las células parenquimales (hepatocitos) y las células estrelladas.
Finalmente, los quilomicrones nacientes son secretados en el sistema linfatico
(D'Ambrosio, Clugston, & Blaner, 2011).

2.7.2 Deficiencia de vitamina A, infeccién y diarrea
La Vitamina A tiene un rol importante en la funcion inmune y en la reduccion de la
morbilidad y mortalidad de algunas enfermedades infecciosas, como las diarreas (Semba
& Bloem, 2002). La deficiencia de vitamina A es considerada un factor de riesgo para la
enfermedad diarreica por sus multiples efectos en la integridad epitelial y en el sistema

inmune.
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Al ser el epitelio la primera linea de defensa contra la invasion patogena, la vitamina A
juega un rol crucial en la formacion morfoldgica del epitelio, la queratinizacion, la
estratificacion, diferenciacion y la maduracion funcional de las células epiteliales. Asi, la
vitamina A es parte integral de la capa mucosa del tracto intestinal y respiratorio, donde

promueve la secrecion de la mucina.

La vitamina A mejora también los mecanismos de defensa de la mucosa oral e
incrementa la integridad de la mucosa intestinal. Asimismo, la resistencia de los tejidos
queratinizados a los patdgenos extrafios disminuye con la deficiencia a la vitamina A,
con la consecuente reduccion de la funcion de barrera mecanica e incremento de las
infecciones. Ademas, se ha visto que la deficiencia de vitamina afecta al proceso de
diferenciacion celular, maduracion y funcion inmunoldgica innata (Huang, Liu, Qi,
Brand, & Zheng, 2018).

Asi, la asociacion entre deficiencia de vitamina A e infeccién involucraria varias vias
que afectan a: los mecanismos de proteccion de la integridad epitelial, las funciones de
las células epiteliales y células caliciformes, inmunidad del huésped Yy otros efectos no
especificos del retinol en los tejidos. Se considera que la vitamina A podria modificar la
masa linfoide, la inmunidad humoral y celular y a los mecanismos no especificos de la

resistencia del hospedero (el Bushra, Ash, Coulson, & Neumann, 1992).

A su vez, la deficiencia de vitamina A puede ser también provocado por las
enfermedades infecciosas debido a: la disminucion del consumo de nutrientes (anorexia)
y de los niveles sistematicos de vitamina A, la deficiencia de la absorcién intestinal de
nutrientes que causa pérdida directa de los mismos, el incremento de los requerimientos
metabolicos o perdidas catabdlicas y la alteracion en su utilizacion a través de los
sistemas de movilizacion y transporte de vitamina A desde el higado a los tejidos (Ej.:

por deficiencia en el transporte a los tejidos blancos) (Stephensen, 2001).

En el caso especifico de las enfermedades diarreicas, la recuperacion de la infeccion

involucra a aquellos mecanismos de defensa que estdn comprometidos por causa de la
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deficiencia de vitamina A: la regeneracion del epitelio mucoso intacto dafiado por los
patdgenos invasivos, la secrecion de anticuerpos de IgA mediado por Th2 contra las
toxinas bacteriales, la respuesta fagocitica intacta de proteccion contra la enfermedad
invasiva y la respuesta de 1gG sérica mediada por Th2 contra las toxinas bacterianas
(Stephensen, 2001). Asimismo, se ha visto que la deficiencia de vitamina A en humanos
y animales podria resultar en reservorios para patdgenos entéricos como E. coli
(McDaniel et al., 2015).

Se cree que el estatus de la vitamina A afectaria la incidencia, mortalidad y la severidad
de la diarrea. De esta manera el suplemento con vitamina A es considerado una
intervencion util que puede contribuir a disminuir la morbilidad y mortalidad de las
infecciones entéricas. Asi, se ha observado que el suplemento de vitamina A, estaria
asociado a una importante reduccion en la mortalidad en nifios con paises de bajo y
medio ingreso (Mayo-Wilson, Imdad, Herzer, Yakoob, & Bhutta, 2011). Otro estudio
muestra su efecto en la reduccion de la morbilidad de la diarrea infantil (Bhandari,
Bhan, & Sazawal, 1994). Se ha visto que la vitamina A promueve la produccion de IgA
en el tracto gastrointestinal e incrementa la funcion inmune de la mucosa (Nikawa et al.,
1999) y que ademas puede tener un rol aun no apreciado en la eliminacion de las
infecciones entéricas persistentes (McDaniel et al., 2015). Asimismo, la suplementacion
con vitamina A puede reducir la incidencia y la duracion de los episodios de la diarrea
(Barreto et al., 1994; Bhandari et al., 1994). Otro estudio clinico mostr6 también que la
suplementacion diaria a nifios desnutridos hospitalizados con bajas dosis de vitamina A,

disminuye la severidad de la enfermedad (Stephensen, 2001).

Finalmente, se ha mostrado el efecto beneficioso de la suplementacion de vitamina A
contra la diarrea invasiva (disenteria por Shigella), en contraste a la diarrea aguda acuosa
(Villamor & Fawzi, 2000). Este efecto podria ser debido al incremento de la
regeneracion del dafio del epitelio mucosal y de la actividad fagocitica de los neutréfilos

y macrofagos.
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2.7.3 Vitamina A y norovirus

En relacion especificamente a la infeccion por norovirus, se postula que la vitamina A
podria tener un efecto protector contra la infeccidn por este virus. Asi, se ha reportado en
nifilos mexicanos que la suplementacion con vitamina A, produce efectos diversos en las
infecciones de norovirus dependientes del genogrupo y en los sintomas clinicos (Long et
al., 2007). Posteriormente, se encontré que la suplementacién con vitamina A reduce los
niveles de la proteina quimio-atractora de monocitos-1 (MCP-1) y del factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) (Long et al., 2011). Otro estudio demostro el efecto inhibitorio de la
vitamina A en la infeccion por norovirus tanto in vivo e in vitro. Asimismo, se encontrd
que durante la infeccion por norovirus, el acido retinoico conduce al incremento del IFN-f
el cual esta también involucrado en la respuesta inmune antiviral. Ademas, en ratones se Vvio
que la administracién del acido retinoico tiene efectos sobre la microbiota intestinal
(Lactobacillus spp.) (Lee & Ko, 2016).

2.8 Inflamacion
La inflamacion es parte de un proceso biolégico complejo de la respuesta inmune innata

en respuesta a la infeccién, estrés o trauma (Signore, 2013), que activa a macréfagos y
linfocitos, los cuales liberan inicialmente citoquinas de fase aguda como interferones
(INF), interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8) y al factor de necrosis tumoral (TNF).
Estas citoquinas a su vez actan como mediadores de la sintesis y excrecion de proteinas
de fase aguda (PFAS) en el higado, entre las que se cuentan principalmente a la proteina
C reactiva (PCR) y a la alfa-glicoproteina acida (AGP), entre otras. Tanto la PCR como
la AGP son comunmente utilizadas para identificar sujetos con inflamacion o infeccion.
La PCR se incrementa rapidamente entre 1 — 2 dias de iniciada la infeccion y
permanece elevada cerca de 1 semana, luego de la resolucién del sintoma. La AGP se
libera mas lentamente entre 4 — 5 dias y permanece elevada por varias semanas (Simon,
Gauvin, Amre, Saint-Louis, & Lacroix, 2004). Durante la infeccion, la liberacién de
estas citoquinas es dependiente del tipo de enfermedad, del patégeno infectante, de la

severidad y sintomas de la enfermedad. Asi., las infecciones bacterianas generalmente
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producen una respuesta de fase aguda mayor que las virales (Jain, Gautam, & Naseem,
2011).

2.8.1 Inflamacion y diarrea
La disrupcién del epitelio intestinal por los enteropatdgenos es una causa comun de la

diarrea. Esto conlleva no solo a la exudacion de suero y sangre hacia el lumen sino
también a la destruccion masiva del epitelio, por lo que se afecta la absorcion de agua y
de nutrientes. Los patdgenos producen toxinas y otros factores de patogenicidad y
virulencia que inician la respuesta inflamatoria. A su vez, la respuesta inmune a las
condiciones inflamatorias del intestino contribuye significativamente al desarrollo de la
diarrea. La activacion de glébulos blancos conduce a la secrecion de mediadores y
citoquinas que incrementan la permeabilidad, estimulan la secrecion disminuyendo la
absorcion del &rea afectada, ademas estos procesos pueden ir acompafiados por fiebre
(McClarren, Lynch, & Nyayapati, 2011).

Por otra parte las especies oxigeno reactivas (ROS) liberadas de los leucocitos dafian o
matan a las células intestinales epiteliales que se reemplazan por células inmaduras del
borde cepillado de los enterocitos, que son deficientes en enzimas y transportadores

necesarios para la absorcion de agua y nutrientes.

La relacion entre marcadores de respuesta inflamatoria, infeccion y diarrea y la utilidad
de biomarcadores de inflamacién (PCR y AGP) en la prediccion de la diarrea infecciosa
no esta suficientemente establecida y los datos son adn limitados. Por una parte, algunos
estudios reportan correlacion entre diarrea y proteinas de fase aguda. Asi, en un estudio
de cohorte en Brasil, en nifios de 6 a 24 meses, se observo que los niveles de PCR se
incrementaron en los nifios que sufrieron diarrea o fiebre en el dia o0 semana previa a la
medicion (DeBoer et al., 2017).

Asi también, en otro estudio en Egipto, en nifios de 3 a 36 meses, se mostrd que los
niveles de PCR, Procalcitonina (PCT) y el receptor soluble de células mieloides

(STREM) fueron significativamente mas altos en nifios con diarrea aguda bacteriana en
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comparacion a nifios con diarrea no bacteriana y controles (Al-Asy, Gamal, Albaset,
Elsanosy, & Mabrouk, 2017). En un estudio en Tanzania en nifios de 3 a 5 afios, donde
se evalué a la PCR y AGP como indicadores para identificar la infeccién aguda
(presencia de diarrea, fiebre o vomito) se observo que la combinacion de ambas
proteinas (a concentraciones de PCR > 1,1 mg/L y AGP > 0,76 g/L) eran utiles para la
definicion de infeccion aguda (Wander, Brindle, & O'Connor, 2012).

En otro estudio en nifios de 6-59 meses y mujeres de 15-49 afios de diferentes lugares
(Bangladesh, Camerun, Colombia, Georgia, Kenia, Laos, Liberia, México, Nicaragua,
Filipinas, Pakistan, Papua Guinea y Estados Unidos), se observo un patron de asociacion
por una parte entre el incremento de proteina C reactiva con fiebre, diarrea reciente y

malaria y por otra, entre AGP con diarrea o desnutricion cronica (Merrill et al., 2017).

Otro estudio en nifios con diarrea aguda por rotavirus mostro altos niveles de IL-6 e
INF-y en contraste al grupo control sin diarrea. Por otro lado, los nifios con fiebre y
mayor numero de episodios de diarrea presentaron mayores niveles de estas citoquinas
que los nifios sin estos sintomas. A su vez, el nUmero de evacuaciones y el vomito se
asociaron de forma negativa con los niveles de IL-2 e INF-y, respectivamente (Jiang et
al., 2003).

Otros autores sin embargo, no han detectado incremento de los niveles de PCR durante
la diarrea independientemente de su etiologia. Asi el estudio de Brown y col. (Brown et
al., 1993), en nifios de 11 a 19 meses mostro que solo la anorexia y la fiebre se asociaron
significativamente con mayores concentraciones de PCR, en contraste a la diarrea donde

no se observo asociacion alguna.

2.8.2 Inflamacion, Infeccion y Biomarcadores
Nutricionales
La concentracién plasmatica de varios biomarcadores nutricionales como retinol,
hierro, ferritina, receptores de transferrina, zinc, carotenoides, vitamina C y otros estan

influenciadas por la inflamacion, Ademas, las concentraciones de las proteinas de
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transporte de albumina, proteina de union a retinol (RBP) y transferrina a menudo son
bajas en nifios expuestos frecuentemente a infecciones o traumatismos, observandose asi
en varios estudios que la concentracion anormal de biomarcadores nutricionales va
asociada generalmente a concentraciones elevadas de PCR y a otras evidencias de la
presencia de inflamacién. Si bien la infeccion y/o dafio a los tejidos pueden ser
identificados por sus efectos clinicos, las infecciones subclinicas o la inflamacion solo se
reconocen a través de los marcadores como PCR y AGP en la sangre. De esta manera,
un proceso inflamatorio, puede alterar o enmascarar un cuadro que involucra al
metabolismo de los marcadores nutricionales. Asi, ante estados de infeccion/
inflamacion cronica o aguda se han descrito alteraciones en el metabolismo de los
minerales y micronutrientes como mecanismo de respuesta de fase aguda. Por ejemplo,
en el caso del hierro, la ferritina -una proteina de fase aguda- aumenta en el plasma
durante un proceso inflamatorio o infeccioso sin que a veces realmente exista un cambio
en los niveles de hierro en la sangre, o incluso en presencia de anemia. Por lo tanto, este
marcador podria estar subestimando la deficiencia de hierro, por lo que el valor de la
ferritina debe ser también ajustada a los niveles de inflamacion. Se ha encontrado que
los valores de deficiencia de hierro pueden variar entre un 8% a 30% en regiones con
alta prevalencia de infecciones.

Por otro lado, es importante considerar que las infecciones por patégenos dependientes
de hierro se estimularian por efecto de las citoquinas proinflamatorias como 1L-6, IL-1,
IL-22 e interferon a la hipoferremia aguda que coadyuvaria a la inhibicién del
crecimiento y proliferacion de los patdgenos.

En el caso del zinc, existen varios factores que afectan los niveles de zinc en el plasma,
sobre todo considerando que su concentracion es menor al 0.2% del contenido total de
zinc en el cuerpo. Se ha visto que las concentraciones de zinc en el plasma, disminuyen
rapidamente durante la respuesta de fase aguda a diferentes estimulos como estrés,
infeccion y traumatismo (Galloway, McMillan, & Sattar, 2000). Asi, varios estudios
muestran que la concentracion de zinc en el plasma disminuye durante la infeccidn

(Brown, 1998; Halsted & Smith, 1970) y que la magnitud del decremento es
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proporcional a la severidad de la infeccion (Mwangi, McOdimba, & Logan-Henfrey,
1995). Asimismo se ha reportado que nifios con concentraciones elevadas de PCR
presentaban concentraciones de zinc en el plasma mas bajas que aquellos con bajas
concentraciones de PCR (Lartey, Manu, Brown, & Dewey, 2000) . Otro estudio muestra
que la concentracion de zinc fue menor en nifios con disenteria, fiebre y concentracion
elevada de PCR (Strand, Adhikari, Chandyo, Sharma, & Sommerfelt, 2004). En
consecuencia, bajo condiciones inflamatorias, el zinc se transporta a los compartimentos
celulares, donde se lo utiliza para la sintesis de proteinas, neutralizacion de los radicales
libres, y para prevenir la invasién microbiana. Esta redistribucion de zinc durante
eventos inflamatorios esta mediada por las citoquinas. A su vez, el zinc puede influir en
la produccion y sefializacion de numerosas citoquinas inflamatorias en una variedad de

tipos de células.

Finalmente, en el caso de la deficiencia de vitamina A, los niveles de retinol y de la
proteina de unidn al retinol (RBP) estan afectados por la respuesta de fase aguda
observandose decrementos de ambos marcadores hasta un 40% en presencia de
inflamacién. Por lo que los valores de RBP y retinol deben ajustarse en base a los
niveles de PCR y AGP. Sin embargo, este efecto puede ser variable en funcion de la
edad del nifio (Burke et al., 2018).
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3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la diarrea ambulatoria y su relacién con la infeccién
por enteropatdgenos, el estado nutricional, biomarcadores de inflamacion y los
factores sociodemograficos, mediante un estudio de cohorte prospectivo de una
poblacion de nifios menores a 12 meses de edad, pertenecientes a dos redes de salud
de la ciudad de El Alto.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar el estado nutricional y la presencia de inflamacion en la poblacién de
estudio a lo largo del primer afio de vida.

e Describir las caracteristicas principales de la diarrea ambulatoria (prevalencia,
incidencia, tipo, severidad) en la poblacion de estudio.

e Evaluar la asociacion potencial de la diarrea ambulatoria, con las caracteristicas
sociodemogréaficas, de nutricién, de inflamacion y de tipo de lactancia en la
poblacién de estudio.

e Evaluar la prevalencia de los patégenos entéricos (DEC, NV y RV) de forma
individual y conjunta y su asociacion con la diarrea en la poblacion en estudio.

e Evaluar la distribucion de patdgenos circulantes en nifios menores y mayores a 6
meses

e Evaluar la infeccion y la diarrea por norovirus a lo largo de los primeros 12

meses de vida y su relacion con marcadores nutricionales y de inflamacion.
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4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudio
El area de estudio comprende las redes de salud a las que pertenecen el hospital de los

Andes y el hospital Corea de la ciudad del Alto.

4.1.1 Poblacion en estudio
Este estudio es parte del Proyecto Nutricion, Inmunologia y Diarrea Infantil (NIDI). Este
Proyecto estuvo disefiado y tuvo como primer objetivo central evaluar el efecto del
estado nutricional en la respuesta a la vacunacién por rotavirus, el mismo que en el
presente trabajo de tesis no esta considerado.
Desde el mes de Junio del 2013 a marzo del 2015, un total de 461 pares de madre-nifio
fueron enrolados en la cohorte del estudio. De estos; 115 abandonaron el estudio (5
fallecieron y 110 no pudieron ser localizados 0 no aceptaron la toma de muestra de
sangre). Para el analisis de las caracteristicas generales (sexo, bajo peso al nacer, datos
sociodemogréaficos, educacion de la madre, etc.) y nutricionales del nifio, se considero
inicialmente una poblacion total de 461 nifios que fueron reclutados en el estudio NIDI
(Tablas 6-7).
A partir de esta poblacion, para realizar el analisis general de la incidencia y prevalencia
de la diarrea, se considero luego, un total de 357 nifios (que permanecieron en el estudio
hasta completar al menos el primer afio de vida (Tabla 8-9, Figura 12-13).
Para el andlisis de patdgenos de la diarrea, en funcion a la disponibilidad de muestras y
datos, se han agrupado a tres subpoblaciones cada una pareada por edad: la subpoblacion
1 (N=186) que comprende el analisis de nifios hasta los 12 meses de edad, la
subpoblacion 2 (N=249) con nifios hasta los 5 meses de edad y la subpoblacion 3
(N=107) que comprende nifios hasta los 12 meses de edad que contaron con >4 muestras
de heces (Figura 11). Por una parte, el total de muestras diarreicas analizadas en la
subpoblacion 2 (47) son parte de las muestras diarreicas analizadas en la subpoblacion 1
(47+61=108). Por otra, solo 43 de 287 muestras no diarreicas de la subpoblacion 2, son

parte de las muestras no diarreicas de la subpoblacion 1 (43+66=109). De esta manera
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un 41.5% de las muestras de la poblacion 2 (que corresponde a los primeros 5 meses de
edad) se encuentra en la poblacion 1 por lo que los datos de ambas subpoblaciones en
parte se complementan (nifios < Smeses y nifios >5meses< 12 meses).

Con objeto de facilitar el seguimiento al andlisis de datos en cada
poblacion/subpoblacion analizada, al inicio de la seccion de resultados correspondiente a
cada una de las mismas, se presenta un esquema especifico, detallando nimero de

muestras diarreicas y no diarreicas, edad de los nifios, etc.

Poblacidn total:
Anilisis sociodemografico
N= 461

Analisis de la Diarrea
ambulatoria

T

Caracteristicas nutricionales e inflamacioén:

Datos clinico epidemioldgicos Estudio longitudinal
N=357 Edad: 0.5-12 meses
N=403

Analisis de enteropatdgenos

— ~

Subpoblacién 3:

Subpoblacién 1: Subpoblacién 2: K L
Edad: 2-12 meses Edad: 0.5-5 meses Estudio longitudinal
N= 186 N= 249 Edad: 0.5-12 meses

N=107

Figura 11. Poblacion y subpoblaciones de estudio. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea
e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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El seguimiento de los nifios se realiz6 desde el 1 mes de vida mediante 8 visitas como se

esquematiza en la Figura 12.

R R R R

Visita 1 2 3 4 5 6 7 8
Edad | (0,5-1,9) (1-49) |(22-3,6) | (2,1-45) | (3,6:6,6)| (59-10,4) | (8,2-11,1) | (10,9-13,0)

Figura 12. Detalle de las visitas y rango de edad de los nifios. Las flechas indican las
visitas donde se registraron diferentes tipos de datos o se tomaron muestras:
datos sociodemogréaficos (tipo de alcantarillado, recoleccion de basura,
hacinamiento, tipo de bafio, etc.) (azul), datos clinicos (presencia de fiebre,
diarrea, vomitos, enfermedad de base, vacunas recibidas, etc.) (naranja),
registro de medidas antropométricas (peso Y talla) (café) y recoleccién de
muestras de heces (verde) y de sangre (rojo).

En cada visita se llen6 un formulario para la coleccién de datos sociodemograficos (tipo
de alcantarillado, recoleccién de basura, hacinamiento, tipo de bafio, etc.), clinicos
(presencia de fiebre, diarrea, vomitos, enfermedad de base, vacunas recibidas, etc.) y
medidas antropométricas (peso y talla). Asimismo, se recolectaron muestras de heces de
los nifios en cada visita, en funcién al consentimiento y disponibilidad de la madre. Las
muestras de sangre se obtuvieron en la segunda, sexta y octava visita previo

consentimiento informado.

4.2 Recoleccion de la muestra de heces
Las muestras de heces diarreicas y no diarreicas se recolectaron de los nifios cuando
estos acudian a la visita médica con sus madres.
Las muestras de heces fueron recolectadas en pafales o frascos estériles que fueron
transportados en el medio de transporte Carry-Blair a 4°C, hasta el laboratorio del IBMB

hasta su procesamiento.
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4.3 Criterios de caso
Se tomd en cuenta a las siguientes definiciones para la asignacion de la muestra con o
sin presencia de diarrea:
- Nifios con diarrea: Nifios que presentaron 3 0 mas evacuaciones liquidas o
semiliquidas durante las Ultimas 24 horas, con evolucion inferior a 14 dias
(OMS).
- Nifos sin diarrea: Nifios que presentaron deposiciones fecales normales en
el dia de la toma de muestra y por lo menos 15 dias antes de la misma.
4.4 Definicion de diarrea aguda
Los episodios de diarrea fueron clasificados diarrea aguda con hasta 6 dias de diarrea,

prolongada de 7 — 14 dias, y persistente hasta 15 0 mas dias.

4.5 Indice de Vesikari modificado
El puntaje de severidad fue calculado para cada episodio usando los parametros del

puntaje de Vesikari pero modificados (Tabla 4)

Tabla 4. indice de Vesikari modificado. Sistema de puntaje para determinar la
severidad de la diarrea ambulatoria
1 puntos 2 punto 3 puntos
N° de vOmitos 1-2 veces 3-6 veces 7-12 veces
N° de deposiciones | 1-4 veces 5-7 veces 8-15 veces
Fiebre Reportada por la madre | -- --
Dias de diarrea 1-6 dias 7-14 dias 15 0 més
\Vomito Reportada por la madre | -- --
4.6 Cepas de referencia

Las cepas de referencia para la identificacion de los diferentes patotipos de E. coli
diarreogénica fueron:

- Cepa de referencia H17 para ETEC ( Lt, stp y sth),

- Cepa de referencia 042 para EAEC (paa)

- Cepa de referencia 12b para EPEC (eae).

En el caso de RV y NV se usaron los controles positivos con los que cuenta el IBMB.
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4.7 Muestras de sangre
Durante las visitas 2da,6ta y 8va, se colectdé 1 ml de sangre venosa de los nifios usando
jeringas y tubos libres de zinc para realizar las mediciones de hemoglobina, ferritina,
STRF, RBP, zinc, proteina C reactiva (PCR) y alfa glicoproteina 1 (AGP). Los tubos
fueron congelados a -20°C y enviados a la Universidad de EMORY (USA) para su
analisis respectivo.
Los marcadores de inflamacion se analizaron en el laboratorio VitMin Lab (Willstaett,
Alemania) mediante la técnica de ELISA sandwich, para PCR (marcador de
inflamacién aguda, con un limite de deteccion de [LOD]: (0.5 mg/L), AGP (marcador de
inflamacion crénica, LOD: 0.1 g/L). La inflamacion se definié como un valor de PCR >
5mg/L o de AGP > 1g/L.
Los marcadores nutricionales se analizaron en el laboratorio VitMin Lab, mediante la
técnica de ELISA sandwich para la proteina de unién al retinol (RBP, LOD: 0.05
mol/L), ferritina (Ferritina, LOD: 2 g/L), Yy el receptor soluble de transferrina (STFR,
LOD: 0.5 mg/L (Biesalski, & Craft, 2004).
La deteccion de hemoglobina (Hb) fue medida usando un sistema de HemoCue® Hb
(HemoCue América, Brea, CA, USA). La anemia fue definida como Hb < 13,7g/dl
(3750 msnm) para los nifios.
Los parametros analizados incluyeron un factor de correccion considerando la presencia
de inflamacion: en el caso de transferrina soluble (STRF > 8.3 pg/L), ferritina (ferritina <
12 ug/L), vitamina A (RBP < 0.7), zinc (método Thurnham).

4.8 Procesamiento de las muestras de heces
Para la Escherichia coli diarreogénica (DEC), las muestras fueron cultivadas en caldo
de enriquecimiento E. coli e incubadas a 37° C por 18 horas. Las bacterias cultivadas se

resembraron en agar Mac Conkey y se incubaron a 37°C por 18 horas.

4.9 Obtencion de DNA bacteriano
Se tomaron cinco colonias fermentadoras de lactosa para la obtencion del DNA

bacteriano y fueron suspendidas en 400 ul de agua destilada esteril. La lisis se realizd
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mediante exposicion al calor a 99° C por 10 minutos (hervido). Posteriormente se
coloco en hielo y se centrifugd a 13000 rpm por 3 minutos. El sobrenadante se us6 como

templete para la amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa.

4.10

Para la identificacion de los diferentes patotipos de E. coli diarreogénica (DEC): ETEC

Identificacién de E. coli diarreogénica

(I, sth, stp), EPEC (eae), EAEC (pAA), se realiz6 la amplificacion mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (RCP) usando los cebadores especificados segun la Tabla 5.
Después de la amplificacion se realizd la electroforesis de los productos de

amplificacion en geles de agarosa al 2% y 1,5% tefiidos con red gel y posteriormente

visualizados por medio del transiluminador UV.

Tabla 5. Genes marcadores de los patotipos de E. coli patogenica.

Cebador | Secuencia cebador Tamafio del | Referencia
(5" ----3) producto

eaeF CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 863 Vidal et al, 2004
eaeR CCCGGATTCGTCTCGCCAGTATTCG
ItF ACGGCGTTACTATCCTCTC 274 Sjoling et al., 2007
ItR TGGTCTCGGTCAGATTAGTG
StpF TCCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166 Sjoling et al., 2007
StpR ACAGGCAGGATTACAACAAAG
sthFnew | TTCACCTTTCCCTCAGGATG 120 Sjoling et al., 2007
sthF'new | CTATTCATGCTTTCAGCACCA
paaF CTGGCGAAAGCATGTATCAT 690 Young Moon et al, 2005
para CAATGTATAGAAATCCGCTGTT

4.11 Identificacion de rotavirus

Las muestras diarreicas, fueron evaluadas para la deteccion de rotavirus mediante
ELISA (ROTACLONE) segun instrucciones del fabricante.
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412 Identificacion de norovirus
La extraccion de RNA de las muestras de heces se realiz6 mediante el método de

guanidina-silica- etanol. Con el RNA extraido se procedi6 a la obtencion de cDNA y
luego se procedidé a la deteccion de norovirus mediante la técnica de reaccion en

cadena de la polimerasa usando cebadores especificos indicados en la Tabla 6.

Tabla 6. Genes marcadores para la deteccion de norovirus por RT-RCP

Primer Cebadores 5 3° Producto Referencia

especificos

MON 432F (GI) TGG ACI CGY GGI CCY AAY CA

MON 434R(GI) GAA SCG CAT CCA RCG GAA CAT 213 Richards et al,
MON 431F (GII) | TGG ACI AGR GGI CCY AAY CA 2004
MON 433R (GII) | GGA YCT CAT CCA YCT GAA CAT 213

4.13 Anélisis estadistico

Los datos se procesaron en el programa SPSS (version 22.0) por medio de un analisis
univariado, determinando frecuencias, tendencia central y dispersion de las variables
continuas y andlisis bivariado, mediante el test de Fisher y los valores de p.

Para el andlisis de factores de riesgo (riesgo relativo) ajustado por edad y sexo asociados
entre los diferentes agentes etiologicos y las caracteristicas socio demogréaficas se realizo
una regresion logistica binaria con intervalos de confianza de 95%. También se realiz6
un analisis discriminante para ver asociacion significativa de las diferentes variables con

la diarrea.

4.14 Permisos bioética
Este estudio tiene aval del Comité Nacional de Bioética dado por la comision de
Nacional de Bioética (Bolivia) y el comité de Bioética de la Universidad de EMORY
(USA) vy el correspondiente consentimiento informado de los padres o tutores del nifio
(Anexo A).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas generales de la poblacién en estudio
En la poblacion total (N= 461), 252 nifios que pertenecen al sexo masculino
representaron el 54,7%. Entre las caracteristicas generales de la madre, se observo una
edad promedio de 25.5 + 6.4. Respecto al nivel de educacion, se registrd que 81
(16,7%) mujeres cursaron la primaria completa (Tabla 6).
Entre los datos sociodemogréaficos se observé un promedio de 3 + 1.3 personas que
conviven en una habitacion. ElI nimero de familias con fuente de agua dentro la vivienda
alcanzaron a 170 (36.9%) y con bafio privado a 265 (57.5%) (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas generales de la poblacion y subpoblaciones. Estudio Nutricién Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI):
El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015)

Poblacioén total:
N= 461
N(%) media * ds

Poblacion :
N= 357
N(%) media * ds

Subpoblacion 1:
N= 186
N(%) media + ds

Subpoblacién 2:
N= 249
N(%) media * ds

Subpoblacién 3:
N= 107
N(%) media + ds

Caracteristicas del nifio

Edad(dias) al inicio del estudio

Masculino

Prematuros (<37 semanas de edad gestacional)
Bajo peso al nacer < 25009

Caracteristicas de la madre
Edad materna (afios)

IMC* materno

Educacion materna

Primaria completa

Secundaria 0 mas

Datos sociodemograficos
Madre con trabajo

N° persona/ habitacién
Agua domicilio

Bafio privado

33 + 8 dias®
252 (54.7)
70 (19.2)
24 (6.4)

255 + 6.4@
26.4 +3.8@

81 (16,7)
378 (82,0)

117 (25.4)
3+13

170 (36.9)
265 (57.5)

33 £ 8 dias
191 (53,5)
37 (19,6
22 (6.2)

26.4+3.8

49 (13,7)
307 (86)

90 (25,2)
3+13
132 (37,0)
206 (57,7)

33 £ 8 dias
105 (55,6)
37 (19,6)
14 (7,4)

25.0+6.3
26.7+3.9

30 (16,2)
156 (83,6)

52 (27.5)
3+14

63 (33.7)
105 (56.1)

33 £ 8 dias
133 (53,4)
49 (19,8)
16 (6,4)

25.0+6.2
26.6 +4.0

41 (16,5)
208 (83,5)

62 (25.0)
314

82 (32.9)
139 (55.8)

33 £ 8 dias
58(54.2)
21(19,6)

7 (6,5)

25.0+6.2
26.6 +3.9

18 (16,4))
89 9 (83,6)

27 (25.2)
3+14

35 (32.7)
60 (56,0)

*Indice de masa corporal (IMC); ©® media + ds

Subpoblacion 1: muestra (pares madre-nifio) de la poblacion total que fue analizada para la presencia de patdgenos entéricos (muestra de nifios), donde el grupo sin

diarrea tiene un promedio de 5,7 meses y el grupo con diarrea con un promedio de 6,0 meses.

Subpoblacion 2: muestra (pares madre-nifio) de la poblacidn total que fue analizada para la presencia de patégenos entéricos (muestra de nifios), donde el grupo sin

diarrea tiene un promedio de 2,9 meses y el grupo con diarrea un promedio de 2,4 meses.

Subpoblacion 3: muestra de nifios que registraron > de cuatro visitas de la poblacion total que fue analizada para la presencia de norovirus; con promedio de edad de

5,0 meses en los nifios sin diarrea y 5,6 meses con diarrea.

Prueba de regresién logistica P>0,05: No se encuentran diferencias significativas entre las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion y las subpoblaciones

Tampoco se hallaron diferencias significativas con la prueba discriminante.
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Como se puede observar en la Tabla 3, la poblacion total y las subpoblaciones del
estudio no presentaron diferencias significativas entre ellas (prueba logistica y
discriminante), respecto a las caracteristicas de los nifios, las maternas y los datos

sociodemograficos.

Todas estas caracteristicas fueron ademas analizadas comparando la poblacion de nifios
pertenecientes a las redes de salud del hospital Corea con la del hospital Los Andes no
encontrandose diferencias significativas entre ambas (Datos no mostrados).

5.2 Caracteristicas nutricionales e inflamacion de la poblacion de
estudio
En la poblacion total a lo largo del estudio, entre los datos obtenidos se observo al

menos en alguna visita, la presencia de los siguientes indicadores:

e 160 niflos presentaron desnutricion crénica (34,7%), 26 desnutricién aguda
(5.7%), 95 bajo peso (20,6%) y 365 anemia (79,2%).

e El andlisis de la deficiencia de hierro, medido través de la cuantificacion de
ferritina y del receptor soluble de la transferrina, mostr6 que 187 nifios
presentaron deficiencia de ferritina (40,6%) y 55 nifios con incremento del
receptor soluble de la transferrina (11,9%).

e Se observé una proporcion importante de deficiencia de micronutrientes, donde
382 nifios presentaron deficiencia de zinc (82.9%) y 248 de vitamina A (69,5%).

e De igual manera, 79 (17.1 %) nifios presentaron inflamacion aguda inferida
mediante la medicion de la proteina C reactiva (PCR) y 58 (12,6%) mediante la

alfa-glicoproteina 1 (AGP).

La poblacion total y las subpoblaciones mostraron similares caracteristicas en cuanto al
estado nutricional, deficiencia de micronutrientes e inflamacion (Tabla 8), no

observandose diferencias estadisticas entre ambas.
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Tabla 8. Caracteristicas del estado nutricional e inflamacion de la poblacion de nifios. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e

Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

POBL~ACION POBL~ACION SUB - SUB - DATOS DE REFERENCIA
NINOS: NINOS: POBL@CION POBLA~CION REFERENCIA
N=461 N= 357 1 NINOS: 2 NINOS: A NIVEL
(%) (%) N= 186 N= 249 NACIONAL
(%) (%) (%)
ESTADO NUTRICIONAL
DESNUTRICION CRONICA 160 (34,7) 132 (37,0) 69 (37,1) 103 (41.4) 27 (UNICEF, 2009)
DESNUTRICION AGUDA 26 (5.6) 25 (7,0) 10 (5.4) 14 (5.6) 3 (UNICEF, 2009)
BAJO PESO 95 (20.6) 79 (22,1) 36(19,4) 52 (20.9) 14 (UNICEF, 2009)
ANEMIA 365 (79,2) 327 (91,6) 168 (90,3) 227 (91.2) 62.3 (MUJICA-COOPMAN ET AL., 2015)
DEFICIENCIA DE VITAMINA A 248(69,5) 221 (61,9) 127 (68,3) 168 (67.5) 41 | (CEDIEL, OLIVARES, BRITO, LOPEZ
DE ROMANRA, ET AL., 2015)
DEFICIENCIA DE ZINC 382 (82.9) 314 (88,0) 166 (89,2) 231 (92.8) 40.1 | (CEDIEL, OLIVARES, BRITO, CORI, &
LOPEZ DE ROMANA, 2015)
DEFICIENCIA DE FERRITINA 187(40,6) 181 (50,7) 90(48.4) 123(49,4) SD
INCREMENTO DE sTRF® 55(11,9) 54 (15,1) 30 (16,1) 49 (19.7) SD
ESTADO DE INFLAMACION
INFLAMACION AGUDA (PCR)® 79 (17.1) 77 (21,6) 33 (17,7) 36 (14.5) NC
INFLAMACION CRONICA (AGP)®© 58 (12,6) 57 (16,0) 30 (16,1) 29 (11.6) NC

SD= Sin dato; NC= No corresponde; a) STRF= Transportador soluble de ferritina; b) PCR=Proteina C reactiva; ¢) AGP= alfa-Glicoproteina 1

Subpoblacién 1: muestra (pares madre-nifio) de la poblacion total que fue analizada para la presencia de patgenos entéricos (muestra de nifios), donde el grupo sin diarrea tiene un promedio de 5,7 meses y el grupo con
diarrea con un promedio de 6,0 meses.

Subpoblacién 2: muestra (pares madre-nifio) de la poblacion total que fue analizada para la presencia de patégenos entéricos (muestra de nifios), donde el grupo sin diarrea tiene un promedio de 2,9

meses y el grupo con diarrea un promedio de 2,4 meses.

Prueba de regresion logistica; P>0,05: No se encuentran diferencias significativas entre las caracteristicas nutricionales y de inflamacién en la poblacion y las subpoblaciones de nifios analizada.

Tampoco se hallaron diferencias significativas con la prueba discriminante.
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Para evaluar los parametros nutricionales en relacion a la edad del nifio, se analizaron
cada uno de ellos en funcion a los datos obtenidos en los puntos de medicién a los 2, 6 'y
8 meses de edad. En la poblacion analizada (N= 403 nifios) (Figura 13), se observo que
la anemia se presentd desde los primeros meses con una alta prevalencia (por encima del
valor promedio nacional) hasta el afio de edad. Asi también, se observé que la
deficiencia de ferritina es baja (por debajo del 1%) en los primeros meses de edad (hasta
los 4 meses) y luego se incrementa desde los 5 a 7 meses hasta un 40% y hasta un 65%
entre los 8 a 12 meses de edad. En nifios mayores a 5 meses el 62.3% de los casos de
anemia corresponden a anemia por deficiencia de hierro, estos valores son menores
(0.7%) en nifios menores a 5 meses. Similar patron se observoé en el caso del incremento
de sTRF aunque con porcentajes menores (Figura 13A). En general, en toda la poblacion
el 28.7% de casos con anemia se deben a deficiencia de hierro. En cuanto a la
deficiencia de vitamina A, se observd un mayor porcentaje en los primeros 4 meses de
vida, el cual luego se reduce en un 45,2% entre los 5-7 meses de edad y llega a 18,7%
entre los 8 y 12 meses de edad, quedando desde los 5 meses de edad por debajo del
promedio nacional. La deficiencia de zinc encontrada fue muy alta (89%) en los 2
primeros meses de vida, con un patron de reduccion paulatina a lo largo de la edad hasta
un 61% a los 8-12 meses de edad, quedando aun por encima del valor del promedio
nacional (Figura 13 A). En resumen, estos datos en conjunto reflejan que la poblacion
estudiada presentd deficiencia multiple de micronutrientes a diferentes rangos de edad
por una parte la presencia de anemia, deficiencia de vitamina A y zinc desde el primer
mes de edad con reduccion paulatina de los dos ultimos biomarcadores con la edad y por
otra, deficiencia de ferritina e incremento de sTRF a partir del 5to mes hasta el afio de
edad.

En relacién a la desnutricion crénica en la poblacién de estudio, se observo que la
misma alcanza a 19,6 % en los primeros 4 meses de edad, disminuyendo hasta un 12,8%
entre 5-7 meses de edad para luego incrementarse nuevamente hasta 19.1% entre los 8 a
12 meses (Figura 13B).
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En cuanto a las caracteristicas de inflamacion, se observo a la inflamacion aguda medida
a través de PCR y AGP en un 9% Yy 7% respectivamente en los dos primeros meses de
vida, con un incremento a los 5-7 meses de 17.5% y 11,2%. A los 8 y 12 meses de edad
la PCR disminuy6 hasta 11.5%, a diferencia de AGP que incremento hasta un 14%
(Figura 13C).

En cuanto a la lactancia parcial o pasada se observé que la misma va incrementando
paulatinamente con la edad desde 43% entre 5-6 mes de edad hasta 92% entre los 8-12

meses de edad.
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Figura 13. Prevalencia de la anemia, micronutrientes, inflamacién y lactancia materna en los
12 primeros meses de vida de la poblacion de nifios, A: por visita y B: por edad
(N= 403 nifios, 759 muestras). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad
(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).



5.3 Incidencia y prevalencia de la diarrea de la poblacion en estudio

Para el analisis de la diarrea se consider6 una cohorte de 357 nifios que permanecieron
en el estudio hasta completar al menos el primer afio de vida, con un total de 2591
muestras colectadas (con y sin diarrea). En esta poblacion, se registro la ocurrencia de la
diarrea con al menos un episodio de diarrea reportado durante el primer afio de vida en
un 62,4% (223/357). Se observo un total de 414 episodios de diarrea que fueron
clasificados en diarrea aguda 261 (62,8%), prolongada 26 (6,3%) y persistente 3 (0,7%)
(Tabla 9).

Tabla 9. Tipos de diarrea registrados en la poblacién de nifios del estudio (NUmero total
de episodios registrados= 414). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e
Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

e . N= 414 muestras de 223 nifios
Clasificacion de diarrea
N (%)
Aguda 260 (62,8)
Prolongada 26 (6,3)
Persistente 3(0,7)
No determinado 113 (27,3)
Sin dato 12 (2,9)

Los casos con diarrea aguda en su mayoria (72,7%) (189/260), presentaron un valor de
severidad promedio de 3,8 £ 1,6 mediante el puntaje modificado de Vesikari (Figura
14).
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Figura 14. Puntaje de severidad de la poblacién de nifios con diarrea aguda
(N=260) acorde a puntaje de Vesikari modificado. Estudio Nutricion
Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia
(Junio 2013-Marzo 2015).

Los episodios de diarrea reportados representan una incidencia total de 1,16 episodios

por nifio por afio. El rango observado fue de entre 1 a 8 episodios por nifio por afio, con

un promedio de duracion de 3,0 dias por episodio por nifio por afio (Tabla 9). EI nimero

total de dias de diarrea registrados fue de 873, con un rango de 1 a 19 dias por nifio por

afio (datos no mostrados). Como se observa en la Tabla 10, no se han encontrado

diferencias significativas entre los datos de incidencia de diarrea entre los nifios

reclutados de las redes de salud del hospital Los Andes y del hospital Corea.

Tabla 10. Incidencia de la diarrea en la poblacion de nifios por las redes de salud de los
hospitales de procedencia. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad
(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

Total |Red hospital Los Andes* | Red hospital Corea*
Poblacion inicial 357 181 176
N° de episodios de diarrea| 414 217 197
Incidencia 1,16 1,20 1,12
Tasa de incidencia 0,44 0,46 0,43
Dias de diarrea (x + DS) [3,2+2,7 3,1+3,0 29+24

e Mediante la prueba de regresion logistica, no se encontraron diferencias significativas

(p>0,05) entre los valores reportados en la tabla entre ambas redes de salud.
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La prevalencia de la diarrea y su incremento a lo largo de los primeros 12 meses de vida
se presenta en la figura 15, observandose un pico al 6to y otro al 11avo mes de vida. El

porcentaje acumulativo de la diarrea en el sexto mes, alcanzo el 60%.
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Figura 15. Prevalencia y porcentaje acumulativo de la diarrea en los primeros 12
meses de vida en la poblacion de nifios analizada. Estudio Nutricién
Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-
Marzo 2015) (N= 357).

5.4 Diarrea y caracteristicas sociodemograficas de la poblacién en
estudio

Las caracteristicas sociodemograficas en ambas subpoblaciones de nifios con diarrea y

sin diarrea, no muestran diferencias significativas (p>0.05) como se observa en la Tabla

11. Asimismo, realizando el anélisis de regresion logistica y de discriminacion tampoco

se observaron diferencias significativas (datos no mostrados).
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Tabla 11. Caracteristicas sociodemograficas de los nifios con y sin diarrea. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad

(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

POBLACION TOTAL POBLACION SUBPOBLACION 1 SUBPOBLACION 2 SUBPOBLACION 3
(N=461) (N=357) (N=186) (N=249) (N=107)
CD(N=275) [ SD(N=186) | CD(N=275) | SD(N=186) | CD(N=95) | SD(N=92) | CD(N=46) | SD(N=203) CD(N:59 SD(N=48)
SCARACTERISTICAS N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)

Sexo masculino 143(52,0) | 109(58,6) | 115(53,0) 76(54,3) 56(58,3) | 49(53,3) | 56(58,3) | 33(51,6) | 34(57,6) | 31(64,6)
Educacién Madre (Primaria) 50(18,2) | 31(16,7) 32(14,7) 17(12,1) 15(15,8) 12(13,0) 7(15,2) 28(13,7) 9(15,3) 7(14,5)
Eliminacién adecuada de labasura | 233(84,7) | 148(79,6) | 184(84,8) | 113(80,7) 82(854) | 73(79,3) | 82(854) | 54(844) | 54(91,5) | 43(89,6)
Agua en el domicilio 104(37,8) 66(35,5) 81(37,3) 51(36,4) 34(35,4) 18(28,1) 34(35,4) 18(28,1) 24(40,7) 18(37,5)
Alcantarillado en el domicilio 220(80,0) | 137(73,7) | 179(82,5) 106(75,7) 77(80,2) 62(67,4) 77(80,2) 47(73,4) | 48(79,2) | 47(81,8)
Bafio compartido 90(32,7) | 76(40,9) 70(32,3) 63(45,0) 41(42,7) 30(32,6) 41(42,7) 20(31,3) | 28(47,5) | 17(354)
Edad madre < a 20 afios 51(18,5) | 38(204) | 38(175) 29(20,7) 18(18,8) 17(18,5) 18(18,8) 11(17,2) | 11(18,6) | 9(18,7)

Subpoblacion 1: muestra (pares madre-nifio) de la poblacion total que fue analizada para la presencia de patoégenos entéricos (muestra de nifios), donde el grupo sin

diarrea tiene un promedio de 5,7 meses y el grupo con diarrea con un promedio de 6,0 meses.

Subpoblacion 2: muestra (pares madre-nifio) de la poblacion total que fue analizada para la presencia de patdgenos entéricos (muestra de nifios), donde el grupo sin

diarrea tiene un promedio de 2,9 meses y el grupo con diarrea un promedio de 2,4 meses.

Subpoblacion 3: muestra de nifios que registraron > de cuatro visitas de la poblacion total que fue analizada para la presencia de norovirus; con promedio de edad de

5,0 meses en los nifios sin diarrea y 5,6 meses con diarrea.

Prueba de regresion logistica y de discriminacion P>0,05: No se encuentran diferencias significativas entre las caracteristicas sociodemogréaficos en las subpoblaciones

con diarrea Y sin diarrea.
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55 Diarrea y caracteristicas nutricionales, de inflamacion y tipo de
lactancia de la poblacion en estudio

El anélisis de las caracteristicas nutricionales, de inflamacion, lactancia y del registro
concomitante de la ocurrencia de la diarrea, evaluados a lo largo del estudio, a diferentes
tiempos (toma de muestra de sangre en la 2da, 6ta y 8va visita) se presenta en la tabla
12 donde se observd mediante la prueba discriminante, diferencias significativas entre
la poblacion con y sin diarrea para la variable inflamacion aguda (PCR y AGP),
lactancia exclusiva o principal y la lactancia parcial o pasada. En el andlisis de riesgo
relativo (RR), se encontrd que la inflamacion aguda medida por PCR y AGP, mostr6 un
RR ajustado por edad y sexo de 2,2 (IC 95%: 1,5-3,1; p= 0,001) y 1,9 (1,3-2,9; p=
0,004) respectivamente. A su vez se observé un RR ajustado por edad y sexo para la
lactancia exclusiva o principal de 0,7 (IC 95%: 0,5-0,9; p= 0,006) y la lactancia parcial o
pasada de 1,4 (IC 95%: 1,0-1,9; p=0,032).

Similar aproximacion se realizo para el analisis de las tres subpoblaciones del estudio (1
-3). El analisis en la subpoblacion 1 (con promedio de edad de 5,7 meses en los nifios sin
diarrea y 6,0 meses en los nifios con diarrea) mostro diferencias significativas para la
variable inflamacion aguda (PCR) con un RR ajustado por edad y sexo de 6,6 (IC 95%:
3,8-11,7; p= 0,000). A su vez, en la subpoblacion 2 (con promedio de edad de 2,9 meses
en los nifios sin diarrea y 2,4 meses con diarrea) se encontrd diferencias significativas
para la inflamacién aguda (PCR) con un RR ajustado por edad y sexo de 4,5 (IC 95%:
2,3-8,7; p=0,001). Finalmente, en la subpoblacion 3 (niflos que registraron > de cuatro
visitas; con promedio de edad de 5,0 meses en los nifios sin diarrea y 5,6 meses con
diarrea) se encontrd diferencias significativas para la inflamacién aguda (AGP) con un
RR ajustado por edad y sexo de 6,4 (IC 95%: 2,7-15,2; p=0,002).
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Tabla 12. Factores del estado nutricional, inflamacion y lactancia asociados con la enfermedad diarreica. Poblacion total
(N=461), subpoblacion 1 (N= 186) y subpoblacion 2 (N=249). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad

(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015)

Inflamacion Poblacion Poblacion | Valor p | Razén de probabilidades Riesgo relativo
aouda con diarrea | sin diarrea ajustado ajustado
g N(%) N(%) IC (95%) IC (95%)
B PCR 25 (17,4) 62 (7,3) 0,001 2,7 (1,6-4,3) 2,2 (1,5-3,1)
Poblacion total
AGP 19 (13,8) 46 (6,5 0,004 2,3 (1,3-4,0) 1,9 (1,3-2,9)
Subpoblacion 1 PCR 21 (65,6) 2(2,8) 0,000 65,8 (13,5-321,0) 65,8 (13,5-321,0)
Subpoblacion 2 PCR 4(13,3) 2(1,3) 0,001 11,39(2,0-65,4) 11,39(2,0-65,4)
Subpoblacion 3 AGP 2(5,4) 1(0,3) 0,002 17,3 (1,5-195,2) 17,3 (1,5-195,2)
Poblacién Poblacién | Valor p | Razon de probabilidades Riesgo relativo
con diarrea | sin diarrea ajustado ajustado
N(%) N(%) IC (95%) IC (95%)
Lactancia
arcial 75(15,6) | 313 (44.4) | 0032 1,5 (1,0-2,1) 1,4 (1,0-1,9)
Poblacion total
Lactancia 0.006
exclusiva | 0 (420) | 387(549) | 0,6 (0,4-0,2) 0,7 (05-09)

Subpoblacién 1: muestra (pares madre-nifio) de la poblacion total que fue analizada para la presencia de patdgenos entéricos (muestra de nifios), donde el grupo sin diarrea tiene un promedio

de 5,7 meses y el grupo con diarrea con un promedio de 6,0 meses.

Subpoblacién 2: muestra (pares madre-nifio) de la poblacion total que fue analizada para la presencia de patégenos entéricos (muestra de nifios), donde el grupo sin diarrea tiene un

promedio de 2,9 meses y el grupo con diarrea un promedio de 2,4 meses.

Subpoblacién 3: muestra de nifios que registraron > de cuatro visitas de la poblacion total que fue analizada para la presencia norovirus; con promedio de edad de 5,0 meses en los nifios

sin diarrea 'y 5,6 meses con diarrea.




En la figura 16 se observa como era de esperar que la lactancia exclusiva va

disminuyendo a medida que aumenta la edad del nifio. En contraste, la lactancia parcial

incrementa con la edad a partir de los 5 a 6 meses y coincide con el incremento de la

diarrea cuyo primer pico se observo a los 6 meses de edad.

100
90
80
70
60
50
40
30
20

Porcentaje de lactancia materna (%)

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Edad (meses)

45

40

35

30

25

20

15

10

Prevalencia de laa diarrea (%)

—¢— Lactancia
parcial-
pasada

= |_actancia
exclusiva-
principal

—®=(iarrea

Figura 16. Prevalencia de la diarrea y la lactancia parcial y exclusiva en los 12 primeros
meses de vida de la poblacion de nifios. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e
Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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5.6 Diarrea y patdgenos entéricos
5.6.1 Subpoblacion 1

5.6.1.1 Prevalencia de patogenos entéricos y diarrea:
DEC, norovirus y rotavirus

Poblacion en estudio para el analisis de DEC, norovirus y rotavirus, en base al grupo de
muestras disponibles que fueron evaluadas conjuntamente para estos patdgenos
(materiales y métodos), se incluyd un tamafio muestral de 217 muestras de heces
correspondientes a 186 nifios comprendidos entre los 2 a 12 meses de edad
(subpoblacion 1). De estas; 108 son muestras de diarrea provenientes de 95 nifios (1,2
muestras/nifio) y 109 son muestras no diarreicas provenientes de 91 nifios (1,2
muestras/nifio) (Figura 17). Las muestras diarreicas corresponden a muestras
recolectadas durante el evento de diarrea y corresponden en un 87,9% (95/108) y 12,0%
(13/108) a un episodio (promedio de edad: 5,5 + 3,0) y a dos 0 mas episodios (promedio
de edad 7,6 = 2,2) de diarrea respectivamente. A su vez, las muestras no diarreicas,
corresponden a nifios que en el dia de la visita programada (donde se recolectd la
muestra), la madre report6 la ausencia de episodio de diarrea tanto en el momento de la
visita como 15 dias previos a la misma. Estas muestras corresponden en un 83,5%
(91/109) y 16,5% (18/109) a una visita (promedio de edad: 5,4 + 2,3) y a dos 0 mas
visitas (promedio de edad: 7,1 £ 2,2) respectivamente (Figura 17).
De la subpoblacion 1 se derivd la subpoblacion 1% que comprende a 186 muestras

recolectadas durante una visita (un punto de muestreo).
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Subpoblacion 1
N= 186 nifios con 217
muestras

Con diarrea Edad:
N= 95 nifios con 108
muestras

6,0+31

v

Sin diarrea
N=91 nifios con 109
muestras

Edad: 5,7 +2,3

Subpoblacién 1
N= 186 nifios con 186
muestras

Con diarrea
N= 95 nifios con 95
muestras

Edad: 5,5+ 3,0

Sin diarrea
N= 91 nifios con 91
muestras

Edad: 5,4 +2.3

(a) Subpoblacién 1 abarca un total de 186 nifios con un total de 217 muestras que fueron

recolectadas en su mayoria a lo largo de dos visitas.

(b) Subpoblacion 1* abarca a 186 nifios con un total de 186 muestras que corresponden a una

Figura 17.

sola visita en cualquier punto del muestreo.

Caracteristicas generales de la subpoblacion 1-1°. Distribucion de las
muestras en relacion a la presencia o ausencia de episodios de diarrea, con
datos que incluyen la edad del nifio y el nUmero de visitas registradas.
Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —
Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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En la Figura 18 se muestra la frecuencia de infeccion por patégenos entéricos
encontrada en la subpoblacion 1, se observa que el 46,5% (101/217) de la poblacion
analizada presentd infeccion con al menos alguno de los patogenos testados, de los
cuales el 35,0% (76/217) representa DEC principalmente EAEC (17,5%) (38/217) y
ETEC (11,1%) (24/217), en contraste a la infeccion viral (11,5%) (25/217)
principalmente causada por norovirus (10,1%) (22/217), debido a que rotavirus alcanzo
solo un 1,4% (3/217). Se observan diferencias significativas en las frecuencias de
infeccion entre diferentes patégenos entéricos, como EAEC respecto a las otras

categorias de DEC vy las infecciones virales.
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Figura 18. Porcentaje de infeccion por patdgenos entéricos en las muestras de heces de
los nifios de la subpoblacién 1. (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E.
coli enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV:
rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica). Estudio Nutricién Infantil, Diarrea e
Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

En la Figura 19 y Tabla 13, se muestra la distribucion de patdgenos entéricos testados en
la subpoblacion 1 que presentd diarrea, en contraste a la que no reportd diarrea. En el
48,1% (52/108) de las muestras con diarrea analizadas, se identificé al menos a uno de
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los cinco patdgenos testados en contraste al 32,1% (35/109) encontrado en las muestras
de heces sin diarrea, con una fraccion atribuible de 27,9%, observandose diferencias
entre ambos tipos de muestras (p=0,016). De igual manera, la proporcién de muestras
negativas a los patdgenos testados en el grupo con diarrea y sin diarrea fue de 51,9%
(56/116) y 67,9% (74/109) respectivamente, observandose diferencias entre ambos tipos
de muestras (p= 0,016). La presencia de patdgenos se asocio con la diarrea como un
factor de riesgo, con un valor de RR ajustado por edad y sexo de 1,4 (IC 95%: 1,2-1,7;
p= 0,016). A su vez, la ausencia de patdgenos, como un factor protector en contra de la
diarrea con un valor de RR ajustado por edad y sexo de 0,7 (IC 95%: 0,6-0,9; p= 0,016)
(Tabla 13). Del mismo modo, este andlisis se realiz6 para la poblacion 12 (analisis de una

sola visita), observandose un patrén similar (Tabla 13).
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Figura 19. Pat6genos entéricos identificados en las muestras de heces de nifios con diarrea y sin diarrea en la subpoblacion 1:
(N= 186 nifios, 217 muestras de heces). (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EPEC:
E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica, NEG: Negativo, BACT:
Bacterias, CO-I: coinfecciones). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia

(Junio 2013-Marzo 2015). A: monoinfecciones y coinfecciones especificas entre patégenos, B: patégenos
bacterianos, virales y coinfecciones entre patdgenos en general.
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Tabla 13. Valores de razén de probabilidades y riesgo relativo ajustados por edad y sexo de las muestras con diarrea y sin
diarrea en relacion a la presencia o ausencia de patdgenos en las subpoblaciones 1 (N= 186 nifios, 217 muestras de
heces), 1%(N= 186 nifios, 186 muestras de heces). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto-

La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

Patogenos Con Sin Valor Razon de Riesgo relativo Fraccion Fraccion
diarrea diarrea probabilidades ajustado atribuible (%) | atribuible a
N (%) | N (%) P ajustado IC (95%) la poblacién
IC (95%) (%)
Subpoblacion 1 (+) 52 (48,1) | 35(32,1) | 0,016 2,0 (1,4-3,0) 1,4(1,2-1,7) | 27,9 (5,2-50,6) 13,5
(1 y>2 visitas) (-) 56 (51,9) | 74 (67,9) 0,5(0,3-0,7) 0,7 (0,6-0,9)
Subpoblacién 1 (+) 46 (48,4) | 28 (30,8) | 0,014 2,1(1,4-3,3) 1,4(1,2-1,7) | 29,6 (6,0-53,2) 14,3
(1 visita) (-) 49 (51,6) | 63 (69,2) 0,5 (0,3-0,7) 0,7 (0,5-0,9)
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5.6.1.2 Caracteristicas clinicas de los cuadros diarreicos
Se realiz6 la comparacion de las caracteristicas clinicas del cuadro diarreico de los casos
en cuyas muestras se detectd al menos a un enteropatdgeno, en contraste a los que
fueron negativos a los enteropatogenos testados. Como se observa en la tabla 14, el
promedio del valor del puntaje de severidad modificado de Vesikari en los casos
positivos, fue mayor que el observado en los casos negativos, observandose diferencias
al limite elegido de la significancia (p=0,060) mediante la prueba de T de student. Las
caracteristicas clinicas que mostraron diferencias significativas fueron la presencia de
vomitos (p= 0,035) y de fiebre (p=0,007) que sugiere la presencia de procesos

infecciosos (Tabla 14).

Tabla 14. Caracteristicas de los episodios diarreicos en la presencia y ausencia de
patdgenos (N=108). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI):
El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015)

Diarrea con| Diarrea sin

patdgenos patégenos | Valor p
N° de deposiciones 5,5+£2,3 5,1+2,2 0,412
N° de vomitos 2,4+1,3 2,1£1,3 0,413
Presencia de sangre 0,1+0,2 0,1£0,2 0,520
Presencia de vomito 0,6+0,5 0,4+0,5 0,035
Presencia de fiebre 0,6+0,5 0,4+0,5 0,007
Puntaje de severidad 3,3+1,9 2,6£1,6 0,060

5.6.1.3 Numero, promedio y tipo de patdgenos entéricos en

las muestras con diarrea y sin diarrea
El analisis del namero y promedio de patdgenos entéricos presentes en las muestras con
y sin diarrea en la subpoblacion 1 se presenta en la tabla 15A. Se observo que la
frecuencia de la infeccidon con un solo patégeno en las muestras con diarrea [31,5%
(34/108)] respecto a la encontrada en las muestras no diarreicas [27,5% (30/109)] no es
significativamente diferente. Sin embargo, la frecuencia de muestras con dos 0 mas

patogenos es 3,6 veces mayor en las muestras con diarrea [16,7% (18/108)] en contraste
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a las muestras sin diarrea [4,6% (5/109)], observandose una diferencia significativa entre
ambas (p=0,004). Asimismo, se observaron diferencias significativas (p=0,024) entre el
promedio de patdgenos entericos encontrados entre las muestras con diarrea (0,7 + 0,8)
respecto a las sin diarrea (0,4 £ 0,6). Asi, el presentar dos 0 mas patégenos represento un
factor de riesgo asociado a la diarrea con un valor de RR ajustado por edad y sexo de 1,7
(IC 95%: 1,4-2,0; p= 0,004) (Tabla 15A).

En la poblacion 1% (N= 186 nifios y 186 muestras) en las muestras con diarrea, se
observo un patron similar donde existen diferencias significativas entre el nimero de
patdgenos entéricos (p= 0,010) y el promedio de los mismos (p= 0,020) entre las
muestras con diarrea con relacién a las que no presentaron diarrea. Encontrandose que,
la presencia de mas de 1 patdgeno representd un factor de riesgo asociado a la diarrea
con un RR ajustado por edad y sexo de 1,7 (IC 95%: 1,4-2,0, p=0,010) (Tabla 15B).
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Tabla 15. Numero de patdgenos entéricos encontrados en las muestras de heces con diarrea y sin diarrea. A: subpoblacion 1
(N= 186 nifios, 217 muestras de heces). B: subpoblaciéon 1% (N= 186 nifios, 186 muestras de heces). Los valores de
razon de probabilidades y riesgo relativo fueron ajustados por edad y sexo. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e
Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

CON SIN . y N o
Razon de Riesgo relativo Fraccion Fraccién atribuible
Nro. de DIARREA DIARREA Valor p | probabilidades o o N
) IC (95%) IC (95%) atribuible (%) | a la poblacién (%)
patégenos N(%) N(%)
1 34(31,5) 30(27,5) 0,696 0,6 (0,2-1,2) 0,7 (0,3-1,1) - --
A >2 18(16,7) 5(4,6) 0,004 4,2 (2,4-9,3) 1,7 (1,4-2,0) 40,7(13,1-68,3) 6,8
Promedio 0,708 04+0,6 0,024
1 31(32,6) 24 (26,4) 0,350 1,4 (0,9-2,2) 1,2 (0,9-1,4) - -
B >2 15 (15,8) 4 (4,4) 0,010 4,1(2,1-9,9) 1,7 (1,4-2,0) 39,3(9,3-69,3) 6,2
Promedio 06+0,8 04+ 6 0,020
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En la subpoblacién 1, el andlisis de cada patdégeno por separado ya sea cOmo mono
infeccion o cuando esta presente en coinfecciones o en ambas (cualquier infeccion), en
las muestras con y sin diarrea se presenta en la Tabla 16. Como se observa, si bien los
patdgenos entéricos testados se presentaron en general (a excepcién de la mono
infeccion por EAEC) en mayor proporcion en las muestras no diarreicas que en las
diarreicas, unicamente norovirus a nivel de cualquier infeccion, mostro un valor de RR
ajustado por edad y sexo de 1,4(IC 95%:1,9-2,2; p= 0,068), cercano al limite de
significancia elegido. De igual manera, en la subpoblacién 1% norovirus (cualquier
infeccion) presento un valor de RR ajustado por edad y sexo de 1,5(IC 95%:1,2-1,8)
muy cercano a la significancia (p= 0,059) (Tabla 17). En ambas subpoblaciones (1 y 1%,
el andlisis de las infecciones virales (NV y RV), aun pese a la baja frecuencia de RV
circulante mostro significancia a nivel de cualquier infeccion con valor de RR ajustado
por edad y sexo de 1.5y 1.4 respectivamente. Este patron contrasto con el observado
para DEC (tablas 16-17).

En general, el analisis del conjunto de las coinfecciones (CO-I total), estas mostraron
significancia en la asociacion con la diarrea. Asi, al agrupar todas las CO-I se encontrd
significancia tanto en la subpoblacion 1 (p=0,004) y subpoblacion 1% (p=0.010),
observandose valores de RR ajustados por edad y sexo de 1,7 (IC 95%:1,4-2,0) y 1,6 (IC
95%:1,4-2,0) respectivamente (Tablas 16-17).

El andlisis de las CO-I relacionadas a los patdgenos virales bacterianos y la diarrea,
mostro que las CO-I de norovirus mostraron en la subpoblacion 1, un valor de RR
ajustado por edad y sexo significativo de 1,6 (IC 95%:1,3-1,9; p= 0,043). En ambas
subpoblaciones (1 y 1%, las CO-I donde estan presentes los virus presentaron
significancia con valores de 0,015 y de 0,053. Respecto a las bacterias, EAEC presentd
significancia tanto en las subpoblaciones 1 (p=0,026) como 1% (p=0,053), con un valor
de RR ajustado por edad y sexo de 1,6 (IC 95%:1,3-2,0) y 1,6 (IC 95%:1,2-1,9)

respectivamente. Asimismo, las CO-I en las que esta presente DEC, presentaron valores
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de significancia de asociacion con la diarrea tanto en las subpoblaciones 1 (p=0,036) y
1% (p=0,053), con un valor de RR ajustado por edad y sexo de 1,6 (IC 95%:1,3-2,0) y 1,6
(IC 95%:1,2-1,9) respectivamente.
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Tabla 16. Patogenos entéricos identificados en las muestras de heces con diarrea y sin diarrea en la subpoblacion 1 (N= 186
nifios, 217 muestras de heces), con infeccion Unica, coinfeccion y ambas. Los valores de razon de probabilidades y
riesgo relativo fueron ajustados por edad y sexo (ETEC: E. coli enterotoxigéenica, EAEC: E. coli
enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica,
CO-I: coinfecciones). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia (Junio

2013-Marzo 2015).

Fraccion
Con diarrea Sin diarrea Razén de probabilidades | Riesgo relativo | Fraccion atribuible | atribuible a la
N (%) N (%) Valor p 1C(95%) 1C(95%) (%) poblacidn (%)
CUALQUIER INFECCION 40 (37,0 30(27.5) 0,134 1,6(1,0-2.4) 1,2(1,0-1,5) -
INFECCION UNICA 28 (25,9) 26 (23,9) 0,724 1,1(0,7-1,7) 1,1(0,8-1,3) - -
DEC COI-DEC 12 (11,1) 4(3,7) 0,036 3,3(1,7-10,0) 1,6(1,2-1,9) 36,3(2,4-70,3) 4,0
DEC-DEC 6 (5,6) 2(1,8) 0,171 3,2(1,1-8,8) 1,5(1,0-2,1) - -
DEC-VIRUS 6 (5,6) 2(18) 0,171 3,2(1,2-8,8) 1,5(1,1-1,9)
CUALOQUIER INFECCION 15(13,9) 9(8.3) 0,186 1,8(0,9-4.2) 1,3(0,9-1,7)
INFECCION UNICA 11 (10,2) 8(7,3) 0,458 1,4(0,7-3,3) 1,2(0,8-1,6)
ETEC COI-ETEC 4(3,7) 1(0,9) 0,212 4,2(0,9-7,7) 1,6(1,0-2,2)
ETEC-DEC 43.7) 1(0,9) 0,212 4,2 (0,9-7,7) 1,6(1,0-2,2)
CUALOQUIER INFECCION 23(21.3) 17 (15.,6) 0,279 1,4(1,0-2,4) 1,2(1,0-1,5)
INFECCION UNICA 12 (11,1) 14 (12,8) 0,694 0,8(0,5-1,6) 0,9(0,7-1,2) -- --
EAEC COI-EAEC 11 (10,2) 3(2,8) 0,026 | 4,0(1,9-13,5) 1,6(1,3-2,0) 39,2(4,7-73,7) 4,0
EAEC-DEC 5 (4,6) 1(0,9) 0,119 5,2(1,3-8,2) 1,7(1,2-2,2) -- --
EAEC-VIRUS 6 (5,6) 2 (1,8) 0,171 3,2(1,2-8,8) 1,5(1,1-1,9)
CUALQUIER INFECCION 8 (7.4) 6 (5,5) 0,568 1,4(0,7-3,4) 1,2(0,8-1,6)
INFECCION UNICA 5 (4,6) 4(3,7) 0,748 1,3(0,5-4,1) 1,1(0,7-1,6)
EPEC COI-EPEC 3(2,8) 2(1,8) 0,683 1,5(0,5-4,4) 1,2(0,7-2,1)
EPEC-DEC 3(2,8) 2(1,8) 0,643 1,5(0,5-4,4) 1,2(0,7-2,1) -- --
CUALOUIER INFECCION 18 (16,7) 7(6.4) 0,018 2,9(1,7-5,9) 1,5(1,3-1,8) 34,9(6,0-63,8) 58
INFECCION UNICA 6 (5,6) 4(3,7) 0,508 1,5(0,7-6,3) 1,21(0,9-1,8) - -
VIRUS COI-VIRUS 12 (11,1) 3(2,8) 0,015 4,4(2,2-8,6) 1,7(1,4-2,0) 40,6(7,8-73,4) 45
VIRUS-DEC 6 (5,6) 2(1,8) 0171 |3,2(1,2-9,0) 1,5(1,1-1,9) - -
VIRUS-VIRUS 6 (5.6) 1(0,9) 0,065 6,4(4,1-9,2) 1,8(1,6-2,0) 43,3(-0,6-87,3) 24
CUALOQUIER INFECCION 15 (13,9) 7(6.4) 0,068 2.4(1.4-4,8) 1,4(1,2-1,7) 30.1(-2,3-62.4) 4.2
INFECCION UNICA 5 (4,6) 4(3,7) 0,748 1,3(0,5-5,3) 1,1(0,6-1,7) - -
NV COI-NV 10 (9,3) 3(2,8) 0,043 |04 (1,8-7,1) 1,6(1,3-1,9) 37,6(1,1-74,0) 35
NV-DEC 4(3,7) 2(1,8) 0,445 2,1(0,7-6,2) 1,4(0,8-1,8) -- --
NV-NV 6 (5,6) 1(0,9) 0,065 6,4(4,1-9,2) 1,8(1,6-2,0)
CUALOQUIER INFECCION 3(2,8) 0(0,0) 0,122 NA 2,0(1,9-2,2)
INFECCION UNICA 1(0,9) 0 (0,0) 0,498 NA 2,0(1,9-2,2)
RV COI-RV 2(1,9) 0 (0,0) 0,247 NA 2,0(1,9-2,2)
RV-DEC 2(1,9) 0(0,0) 0,247 | NA 2,0(1,9-2,2) - -
CO-1 TOTAL 18 (16.7) 5 (4,6) 0,004 ]42(24-91) 1,7(1,4-2,0) 40,7(13,1-68,3) 6.8

-- el patégeno no fue detectado o no se asocio estadisticamente con la diarrea
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Tabla 17. Patdgenos entéricos identificados en las muestras de heces con diarrea y sin diarrea en la subpoblacion 1* (N= 186
nifios, 186 muestras de heces) con infeccion Unica, coinfeccion y ambas. Los valores de razén de probabilidades y
riesgo relativo fueron ajustados por edad y sexo (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa,
EPEC: E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica, CO-I: coinfecciones).
Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

Con diarrea Sin diarrea Razén de Riesgo relativo Fraccion atribuible Fraccion atribuible a la
N (%) N (%) Valor p | probabilidades 1C(95%) 1C(95%) (%) poblacién (%)

CUALQUIER INFECCION 36 (37,9) 25 (27,5) 0,130 1,6(1,1-2,5) 1,3(1,0-1,5) - -
INFECCION UNICA 26 (27,4) 22(24,2) 0,619 1,1(0,8-1,9) 1,1(0,9-1,3) - -
DEC COI-DEC 10 (10,5) 3(33) 0,053 3,5(1,6-11,3) 1,6(1,2-1,9) 36,1(-0,5-72,8) 38
DEC-DEC 5(5,3) 1(1,1) 0,212 5,0(1,5-7,7) 1,7(1,2-2,1) - -
DEC-VIRUS 5 (5,3) 2(2.2) 0,445 2,5(0,8-7,2) 1,4(0,9-1,8) - -
CUALQUIER INFECCION 12 (12,6) 8(8,8) 0,398 1,5(0,8-3,7) 1,2(0,9-1,6) - -
INFECCION UNICA 9(9,5) 8(838) 0,872 1,0(0,5-2,6) 1,0(0,7-1,5) - -
ETEC COI-ETEC 3(3.2) 0(0,0) 0,246 NA 2,0(1,8-2,2) 49,7(-7,3-106,8) 1,6
ETEC-DEC 3(3,2) 0(0,0) 0,246 NA 2,0(1,8-2,2) 49,7(-7,3-106,8) 1,6
CUALQUIER INFECCION 22 (23.2) 14 (15,4) 0,180 1,7(1,0-3,0) 1,3(1,0-1,6) - -
INFECCION UNICA 12 (12,6) 11 (12,1) 0,910 1,1(0,6-2,1) 1,000,7-1,4) - -
EAEC | COI-EAEC 10 (10,5) 3(3,3) 0,053 3,5(1,6-11,3) 1,6(1,2-1,9) 36,1(-0,5-72,8) 38
EAEC-DEC 5(5,3) 1(1,1) 0,212 5,0(1,5-7,7) 1,7(1,2-2,1) - -
EAEC-VIRUS 5(5,3) 2(2,2) 0,445 2,5(0,9-7,2) 1,4(0,9-1,8) - -
CUALQUIER INFECCION 7(7.4) 4 (4.4) 0,390 1,7(0,8-6,1) 1,3(0,9-1,7) - -
INFECCION UNICA 5(5,3) 3(3,3) 0,721 1,6(0,6-6,2) 1,2(0,8-1,7) - -
EPEC | COI-EPEC 2(21) 1(1,1) 1,000 1,9(0,8-2,3) 1,3(0,9-2,1) - -
EPEC-DEC 2(2,1) 1(1,1) 1,000 1,9(0,8-2,3) 1,3(0,9-2,1) - -
CUALQUIER INFECCION 15 (15,8) 5(5,5) 0,023 3,2(0,8-7,0) 1,4(0,9-1,9) 35,7(4,8-66,7) 5,6
INFECCION UNICA 5(5,3) 2(2,2) 0,445 2,5(0,9-6,8) 1,4(0,9-2,0) - -
VIRUS | COI-VIRUS 10 (10,5) 3(3,3) 0,053 3,4(1,7-6,7) 1,6(1,3-1,8) 36,1(-0,5-72,8) 3,8
VIRUS-DEC 5(5,3) 2(2,2) 0,445 2,5(0,9-7,2) 1,4(0,9-1,8) - -
VIRUS-VIRUS 5(5,3) 1(1,1) 0,212 5,0(2,9-7,4) 1,7(1,5-1,9) - -
CUALQUIER INFECCION 13 (13,7) 5(55) 0,059 2,7(1,5-6,1) 1,5(1,2-1,8) 32,4(-1,2-66,1) 44
INFECCION UNICA 4(4,2) 2(2,2) 0,683 2,0(0,6-5,9) 1,3(0,8-2,0) - -
NV COI-NV 9(9,5) 3(33) 0,087 3,1(1,5-6,1) 1,5(1,2-1,8) 34,1(-4,9-73,1) 3,2
NV-DEC 4(4,2) 2(2,2) 0,683 2,0(0,6-5,8) 1,3(0,7-1,7) - -
NV-NV 5(5,1) 1(1,1) 0,212 5,0(2,9-7,7) 1,7(1,5-1,9) - -
CUALQUIER INFECCION 2(2,1) 0(0,0) 0,498 NA 2,0(1,8-2,1) - -
INFECCION UNICA 1(1,1) 0(0,0) 1,000 NA 2,0(1,8-2,1) - -
RV COI-RV 1(1,1) 0(0,0) 1,000 NA 2,0(1,8-2,1) - -
RV-DEC 1(1,1) 0(0,0) 1,000 NA 2,0(1,8-2,1) - -
CO-I TOTAL 15 (15,8) 4(4,4) 0,010 4,1(2,2-9,2) 1,6(1,4-2,0) 39,3(9,3-69,4) 6,2

-- el patégeno no fue detectado o no se asocié estadisticamente con la diarrea
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5.6.1.4 Coinfecciones entre patogenos testados

En un analisis mas a detalle de las CO-I, en el total de muestras, se observé que en la
subpoblacion 1, el porcentaje encontrado de las mismas entre los patdgenos entéricos
testados alcanzo6 un 10,6% (23/217), donde se observaron; COI- DEC (7,4%), COl-virus
(6,9%), DEC-DEC (3,7%), virus-virus, (3,2%). Entre las COI de categorias individuales
de DEC se observé que las COI-EAEC fueron mas frecuentes que el resto de los
patotipos de DEC y presentaron frecuencias similares a COI-NV. Asimismo, las
coinfecciones NV-NV y NV-EAEC fueron mayores a las coinfecciones ETEC-EAEC,
ETEC-EPEC, EPEC-EAEC.
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Figura 20. Coinfecciones por patdgenos entericos en el total de las muestras analizadas
en la subpoblacién 1 (N= 186 nifios, 217 muestras de heces), Estudio
Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (ETEC: E. coli enterotoxigénica,
EAEC: E. coli enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica, NV:
norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica, COI-NV: coinfeccion
de norovirus [comprende la infeccion mixta de diferentes genogrupos de NV
(NV-NV) y/o la coinfeccion NV-EAEC], CO-I: coinfecciones entre
patdgenos entéricos). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad
(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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5.6.1.5 Distribucion de patégenos en nifios <6y > 6 meses
El anélisis de la distribucion de patdgenos testados, al agrupar por edad las muestras de
la subpoblacion 1 entre nifios < 6 meses (N= 111 muestras) y > 6 meses (N= 106
muestras), se presenta en la Figura 21A, donde se observa que en el grupo etareo < 6
meses, los patotipos EAEC y ETEC se presentaron en mayor proporcion que los otros
patdgenos (EPEC, NV) y que las coinfecciones. A su vez, en el grupo etareo >a 6 meses,
se observa el incremento de la infeccion tanto por NV, como de las CO-I en general
(Figura 21A). Se observaron diferencias significativas (p= 0.002) en la distribucion de

patdgenos dentro de cada grupo.
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Patogenos entéricos identificados en las muestras de nifios de la subpoblacion 1 agrupadas por edad: < a 6 meses
y > de 6 meses. A: Porcentaje de infeccion por patdgenos entéricos en nifios < a 6 meses (N=111) y > de 6 meses
(N=106). B: Porcentaje de infeccion por patdogenos entéricos en las muestras de nifios < a 6 meses con diarrea
(N= 57) y sin diarrea (N=54) y de nifios > de 6 meses con diarrea (N=51) y sin diarrea (N= 55). Estudio
Nutricién Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015). (ETEC: E.
coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV:
rotavirus, CO-I: coinfecciones entre patégenos entéricos).
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En las muestras de nifios menores a 6 meses, al comparar todos los patdgenos testados
en las muestras con y sin diarrea, se observo que tanto NV como RV estan presentes
unicamente en las muestras con diarrea (Figura 21B), siendo NV el Unico que mostrd
significancia estadistica al borde del limite (p= 0,057), mostrandose asociado a la diarrea
con un valor de RR ajustado por edad y sexo de 2,0 (IC 95%: 1,9-2,3). Asimismo, las
coinfecciones entre patdgenos fueron significativas al limite (p= 0,061) con un valor de
RR ajustado por edad y sexo de 1,8 (IC 95%: 1,4-2,2). Por otra parte, se observo que
tanto los patotipos individuales de DEC (ETEC, EAEC, EPEC) como los agrupados
(DEC) presentan proporciones relativamente similares tanto en las muestras con diarrea
y sin diarrea sin observarse diferencias significativas entre estas (Figura 21B, Tabla
18A).

En las muestras de nifios mayores a 6 meses, similar analisis mostré que solo las
coinfecciones entre patégenos analizados presentaron significancia (p= 0,035) con un
valor de RR ajustado por edad y sexo asociado a la presencia de diarrea de 1,7 (IC 95%:
1,3-2,2) (Tabla 19). Por otra parte y en contraste al grupo de nifios < a 6 meses, Se
observo que patotipos individuales de DEC (ETEC, EPEC) como los agrupados (DEC)
presentan proporciones mayores en las muestras con diarrea que en muestras no
diarreicas, sin observarse sin embargo, diferencias significativas entre éstas (Tabla 19B,
Figura 21B).
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Tabla 18. Patdgenos entéricos identificados en las muestras de heces con diarrea y sin diarrea en niflos < a 6 meses (N= 111
muestras de heces), con infeccion Unica, coinfeccion y ambas. Los valores de razon de probabilidades y riesgo
relativo fueron ajustados por edad y sexo.(ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EPEC:
E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica, CO-I: coinfecciones). Estudio
Nutricién Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

Condiarrea ° | Sindiarrea ° Razon de probabilidades Riesgo relativo Fraccion atribuible Fraccion atribuible a la
N® (%) N° (%) Valor p IC(95%) IC(95%) (%) poblacién (%)
CUALQUIER INFECCION 18 (17,5) 16 (16,5) 0,824 1,1(0,6-1,9) 1,1(0,8-1,4) - -
INFECCION UNICA 13 (14,4) 15 (13,6) 0,547 0,8(0,4-1,4) 0,9(0,6-1,2) - -
DEC | COI-DEC 5(3,1) 1(2,9) 0,207 5,1(1,8-7,4) 1,7(1,3-2,2) - -

DEC-DEC 3(21) 1(1,9) 0,619 2,9(0,7-5,3) 1,5(0,9-2,1) -- -

DEC-VIRUS 2(3,5) 0(0,0) 0,496 NA 2,0(1,8-2,2) - -
CUALQUIER INFECCION 8 (14,0) 7 (13,0) 0,869 1,1(0,5-2,9) 1,1(0,8-1,5) - -
INFECCION UNICA 6 (10,5) 6 (11,1) 0,921 0,9(0,4-2,8) 1,0(0,6-1,5) - -

ETEC COI-ETEC 2(35) 1(1,9) 1,000 1,9(0,4-4,2) 1,3(0,6-2,1) - -

ETEC-DEC 2 (3,5) 1(1,9) 1,000 1,9(0,4-4,2) 1,3 (0,6-2,1) - -
CUALQUIER INFECCION 11 (19,3) 7 (13,0) 0,365 1,6(0,8-3,7) 1,2(0,9-1,6) - -
INFECCION UNICA 6 (10,5) 7(13,0) 0,690 0,8(0,4-1,8) 0,9(0,6-1,3) - -

EAEC | COI-EAEC 5(8,8) 0(0,0) 0,057 NA 2,0(1,9-2,3) - -

EAEC-DEC 3(5,3) 0(0,0) 0,244 NA 2,0(1,8-2,2) - -

EAEC-VIRUS 2 (3,5 0(0,0) 0,496 NA 1,9(1,8-2,2) -- -
CUALQUIER INFECCION 2(3,5) 3(5,6) 0,673 0,6(0,3-2,0) 0,8(0,5-1,3) - -
INFECCION UNICA 1(1,8) 23.7) 0,611 0,5(0,2-1,1) 0,6(0,4-1,0) - -

EPEC | COI-EPEC 1(1,8) 1(1,9) 1,000 0,9(0,4-1,1) 1,0(0,6-2,1) - -

EPEC-DEC 1(1,8) 1(1,9) 1,000 0,9(0,4-1,1) 1,0(0,6-2,1) - -
CUALQUIER INFECCION 7(12.3) 0 (0,0) 0,013 NA 2,1(1,9-2,3) 51,9(13,7-90,2) 6,4
INFECCION UNICA 3(5.3) 0(0,0) 0,244 NA 2,0(1,8-2,2) - -

VIRUS | COI-VIRUS 4(7,0) 0(0,0) 0,119 NA 2,0(1,9-2,2)

VIRUS-DEC 2(3,5) 0(0,0) 0,496 NA 2,0(1,8-2,2)

VIRUS-VIRUS 2(3,5) 0(0,0) 0,496 NA 2,0(1,8-2,2) - -
CUALQUIER INFECCION 5(8,8) 0(0,0) 0,057 NA 2,0(1,9-2,3) - -
INFECCION UNICA 2(35) 0(0,0) 0,496 NA 2,0(1,8-2,2) - -

NV COI-NV 3(5,3) 0 (0,0) 1,000 NA 2,0(1,8-2,2) - -

NV-DEC 1(1,8) 0 (0,0 1,000 NA 2,0(1,8-2,2) - -

NV-NV 2(35) 0 (0,0) 0,496 NA 2,0(1,8-2,2) - -
CUALQUIER INFECCION 2(3,5) 0 (0,0) 0,496 NA 2,0(1,8-2,2) - -
INFECCION UNICA 1(1,8) 0 (0,0 1,000 NA 2,0(1,8-2,2) - -

RV COI-RV 1(1,8) 0 (0,0) 1,000 NA 2,0(1,8-2,2) - -

RV-DEC 1(1,8) 0 (0,0) 1,000 NA 2,0(1,8-2,2) -- -

CO-1 TOTAL 7(12,3) 1(1,9) 0,061 7,4(2,6-10,3) 1,8(1,4-2,2) - -

-- el pat6geno no fue detectado o no se asoci6 estadisticamente con la diarrea. ~ *N= 57, "N=54
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Tabla 19. Patogenos entéricos identificados en las muestras de heces con diarrea y sin diarrea en nifios >a 6 meses (N= 106
muestras de heces), con infeccién Unica, coinfeccion y ambas. Los valores de razén de probabilidades y riesgo
relativo fueron ajustados por edad y sexo. (ETEC: E. coli enterotoxigenica, EAEC: E. coli enteroagregativa,
EPEC: E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica, CO-I: coinfecciones).
Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

Con diarrea | Sin diarrea Razon de Riesgo relativo Fraccion atribuible Fraccion atribuible a la
N? (%) N® (%) Valor p probabilidades 1C(95%) 1C(95%) (%) poblacién (%)
CUALQUIER INFECCION 22 (43,1) 14 (25,5) 0,055 2,2(1,2-4,3) 1,5(1,1-1,9) - -
INFECCION UNICA 15 (29,4) 11 (20,0) 0,260 1,7(0,8-3,4) 1,3(0,9-1,7) -
DEC COI-DEC 7(13,7) 3(55) 0,191 2,8(1,0-9,6) 1,5(1,0-2,1) -
DEC-DEC 3(5,9) 1(1,8) 0,350 3,4(0,6-6,1) 1,6(0,8-2,4) -
DEC-VIRUS 4(78) 2(3,6) 0,425 2,3(0.7-7,0) 1,4(0,8-1,9) -
CUALQUIER INFECCION 7(13,7) 2(36) 0,085 4,2(1,2-13,0) 1,7(1,1-2,4) -
INFECCION UNICA 5(9,8) 2(3,6) 0,258 02,9(0,9-9,0) 1,5(0,9-2,3) -
ETEC COI-ETEC 2(3,9) 0(0,0) 0,229 NA 2,1(1,9-2,5) -
ETEC-DEC 2(39) 0 (0,0) 0,229 NA 2,1(1,9-2,5) -
CUALQUIER INFECCION 12 (23,5) 10 (18,2) 0,498 1,4(0,7-2,8) 1,2(0,8-1,6) -
INFECCION UNICA 6 (11,8) 7(12,3) 0,880 0,9(0.3-2,1) 1,0(0,5-1,4) -
EAEC | COI-EAEC 6 (11,8) 3(5,5) 0,307 2,3(0,9-7,8) 1,4(0,9-2,0) --
EAEC-DEC 2(3,9) 1(1,8) 0,607 2,2(0,5-4,0) 1,4(0,7-2,4) -
EAEC-VIRUS 4(7,8) 2 (3,6) 0,425 2,3(0,7-7,0) 1,4(078-1,9) -
CUALQUIER INFECCION 6 (11,8) 3(5,5) 0,307 2,3(0,6-7,2) 1,4(0,9-2,1) -
INFECCION UNICA 4(7,8) 23.7) 0,425 2,3(0,6-7,2) 1,4(0,7-2,2) -
EPEC | COI-EPEC 2(3,9) 1(1,8) 0,607 2,2(0,4-4,3) 1,4(0,6-2,3) -
EPEC-DEC 2(3,9) 1(1,8) 0,607 2,2(0,4-4,3) 1,4(0,6-2,3) -
CUALQUIER INFECCION 11 (21,6) 7(12,7) 0,302 1,9(1,0-4,1) 1,3(1,0-1,8)
INFECCION UNICA 3(5,9) 4(7,3) 1,000 0,7(0,2-3,1) 0,9(0,4-1,6)
VIRUS | COI-VIRUS 8 (15,7) 3(54) 0,119 NA 2,0(1,9-2,2)
VIRUS-DEC 3(5,9) 2(3,6) 0,670 NA 2,0(1,8-2,2)
VIRUS-VIRUS 5(9,8) 1(1,8) 0,103 5,9(3,8-8,8) 1,8(1,6-2,1) -
CUALQUIER INFECCION 10 (19,6) 7(12,7) 0,335 1,7(0,9-3,6) 1,3(0,9-1,7) -
INFECCION UNICA 3(5,9) 4(7,3) 1,000 0,7(0,2-3,1) 0,9(0,4-1,6) -
NV COI-NV 7(13,7) 3(5,5) 0,101 2,8(1,3-5,9) 1,5(1,1-2,0) -
NV-DEC 3(5,9) 2(3,6) 0,670 1,7(0,4-5,6) 1,3(0,6-1,8) -
NV-NV 4(7,8) 1(1,8) 0,193 4,6(2,8-7,2) 1,7(1,4-2,0) -
CUALQUIER INFECCION 1(2,0) 0 (0,0 0,481 NA 2,1(1,8-2,9) -
INFECCION UNICA 0(0,0) 0 (0,0) - - -- -
RV COI-RV 1(2,0) 0 (0,0 0,481 NA 2,1(1,8-2,4) -
RV-DEC 1(2,0) 0 (0,0) 0,481 NA 2,1(1,8-2,4) - -
CO-1 TOTAL 11 (21,6) 4(7,3) 0,035 3,5(1,7-8,0) 1,71,3—22) 40,0(2,8-77,3) 8,6

-- el patégeno no fue detectado o no se asoci6 estadisticamente con la diarrea. *N= 51, °N= 55
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5.6.1.6 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC): Perfil de
genotipos de toxinas
En la subpoblacién 1, el andlisis de la infeccion por ETEC portadora de diferentes
genotipos de toxinas mostrd que existe una proporcion 2 veces mayor de los genotipos
ETEC (stp) y ETEC (lt-stp), en relacidn al genotipo ETEC-It (Figura 22A).
Por otra parte, el andlisis entre el perfil de toxinas observado en las muestras con diarrea
en relacion a las sin diarrea, revel6 que ETEC (It-stp) se presentd en mayor proporcion
(5,2%) en las muestras con diarrea que en las no diarreicas (1,8%) (Figura 22B).
A N=217
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Figura 22. Genotipos de las toxinas de cepas ETEC circulantes en la subpoblacién
1. A: Total de muestras. B: Muestras con y sin diarrea de los nifios.
Estudio Nutricidn Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz
—Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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5.6.1.7 Genogrupos de norovirus: Gl y Gl
En cuanto a la distribucion de genogrupos GI y Gl de norovirus en la subpoblacién 1 se
observo que el porcentaje de infeccion por NV(GII) (3,2%), fue mayor a la infeccion por
NV(GI) (0,9) y similar a la infeccion mixta entre Gl y GII [NV(GI/GII)] (Figura 23A).

Por otra parte, se observo que tanto NV(GII) como la infeccion mixta con ambos
genogrupos [NV(GI/GII] se encuentran en mayor proporcion en las muestras con diarrea
que en las no diarreicas, observandose para la infeccion mixta NV(GI/GII) diferencia
estadistica muy cercana al limite de la significancia (p=0,065) con un valor de RR

ajustado por edad y sexo asociado a la diarrea de 1,8 (IC 95%: 1,6-1,9) (Figura 23B).
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Figura 23. Prevalencia de la infeccion con genogrupos Gl y GII de norovirus
circulantes en la subpoblacidn 1. A: total de muestras. B: muestras con
diarrea y sin diarrea. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad
(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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5.6.1.8 Porcentaje acumulativo de la infeccion por
patégenos entéricos en la subpoblacién 1: DEC y

norovirus
En la Figura 24A, se observa el porcentaje acumulativo de la infeccion tanto por DEC
como por NV en la subpoblacion 1, donde a los 6 meses de edad la infeccién por DEC
alcanzo rapidamente un 48,3% en contraste a NV (25,0%). Posteriormente a edades >6
meses, a los 8 meses NV mostro un incremento brusco del porcentaje acumulativo en 3

veces, hasta alcanzar un 81,3%, sobrepasando a DEC (67,2%).

Asimismo, el analisis desglosado de los diferentes patotipos de DEC y de norovirus
(Figura 24B) mostrd que entre todos los patotipos de DEC, la infeccién por ETEC se
presentd tempranamente y ya al llegar a los 6 meses alcanz6 el mayor porcentaje
acumulativo (63,2%). Este patron contrasta con EPEC (25,0%) que se encuentra en esta
edad en el rango alcanzado por NV. EPEC luego increment6 su porcentaje acumulativo
entre los 6-9 meses de edad alcanzando un 60%. A la edad de 10 meses de edad el
porcentaje acumulativo de todos los patotipos de DEC y de norovirus alcanzé al menos
el 90%.
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Figura 24. Distribucién del porcentaje acumulativo de la infeccion por patégenos
entéricos (DEC y NV) a lo largo del primer afio de vida: A: NV y DEC, B:
NV vy los diferentes patotipos de DEC en muestras de la subpoblacion 1.
(ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EPEC: E.
coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli
diarreogénica). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): El
Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

El andlisis en la subpoblacion 1 de la infeccion de cada patdégeno por separado o
agrupado (DEC), en las muestras con diarrea y sin diarrea, se presenta en la Figura 25
(A-E). En relacion a norovirus (Figura 25A), se observd que el virus se present6 a lo
largo de los primeros seis meses de vida asociado a la diarrea. Posteriormente, a mayor
edad el virus incremento su porcentaje acumulativo en la subpoblaciéon, tanto en el grupo

con diarrea como en el sin diarrea. Asi, a los 6 meses de edad el porcentaje acumulativo
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de infeccion por norovirus en el grupo con diarrea alcanzo a 36,4%, mientras que en el
grupo sin diarrea de esta subpoblacién, no se registraron infecciones de NV. A los 9
meses de edad, se encontré un porcentaje acumulativo de infeccion por norovirus de
81.8% y 80.0% en el grupo con diarrea y sin diarrea respectivamente. De esta manera,
en el rango de edad de 2 a 6 meses se observo diferencia estadistica significativa (p=
0,013) mediante la prueba de Kolmogorof-Smirnov, en el porcentaje acumulativo de

infeccion por norovirus entre el grupo con diarrea y sin diarrea.

En relacion a DEC, en la Figura 25B se observa que el porcentaje acumulativo de la
infeccion por DEC durante los primeros 6 meses de edad, alcanzo el 55.6% en las
muestras sin diarrea, mientras que en las muestras con diarrea el 41.9%.
Posteriormente, el porcentaje acumulativo de la infeccidn alcanza a los 9 meses de edad
un 88,9% y 61,3% en las muestras sin y con diarrea respectivamente, encontrandose una
diferencia significativa (p= 0,039) entre el 7-mo y 10-mo mes mediante el analisis de

Kolmogorof-Smirnov.

El anélisis de cada patotipo de DEC de forma individual, mostré en el caso de ETEC que
a los 6 meses de edad, el porcentaje acumulativo de la infeccion por ETEC alcanz6 un
54,5% y 75,0% en muestras con y sin diarrea respectivamente, en contraste a los 9
meses de edad donde un 72,7% y 87,5% corresponden a muestras con y sin diarrea
respectivamente (Figura 25C). Por lo que, mediante el analisis de Kolmogorof-Smirnov,

se observo una diferencia significativa (p=0,037) entre el 6-to a 9-mo mes.

El andlisis para EAEC mostrd en los primeros meses de edad un incremento similar del
porcentaje acumulativo de la infeccion en ambos grupos (con y sin diarrea). La infeccion
por EAEC alcanzé a los 6 meses un 42,9% y 46,7% y a los 9 meses un 57,1% y 93,3%
en el grupo con diarrea y sin diarrea respectivamente. Se observd una diferencia
significativa (p= 0,012), mediante la prueba de Kolmogorof-Smirnov, entre el 7-mo a
12-vo mes, entre el grupo con diarrea y sin diarrea (Figura 25D).
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El andlisis para EPEC mostrd a los 6 meses de edad un porcentaje acumulativo de
infeccion en el grupo con diarrea de 16,7%, el mismo que fue menor al encontrado en el
grupo sin diarrea (50,0%). Posteriormente, al alcanzar los 9 meses este porcentaje
alcanzd un 50,0% y 75,0% en el grupo con y sin diarrea respectivamente. Se observo
una diferencia significativa (p= 0,012), mediante la prueba de Kolmogorof-Smirnov,

entre el 2-do a 6-to mes, entre el grupo con diarrea y sin diarrea (Figura 25E).
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Figura 25. Distribucién porcentual acumulativo de norovirus y de los patotipos de DEC
detectados por mes en muestras diarreicas y no diarreicas de la subpoblacién 1
(N= 226 muestras de heces) (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli
enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV: rotavirus,
DEC: E. coli diarreogénica). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad

(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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5.6.2 Subpoblacion 2

5.6.2.1 Prevalencia de patdgenos entéricos y diarrea:
DEC, norovirus y rotavirus

La subpoblacion 2 comprende a nifios hasta los 5 meses de edad, donde en base a la
disponibilidad de muestras, se ha incluido -comparando con la subpoblacion 1- un
mayor nimero de muestras sin diarrea (pareadas por edad con las muestras diarreicas).
Por lo que, en esta poblacién se analiz6 las mismas muestras diarreicas presentes en la
subpoblacion 1 (en ndmero y procedencia) hasta los 5 meses incluidos, pero
incrementando el ndmero de muestras no diarreicas. De esta manera, la razon entre
muestras no diarreicas sobre diarreicas alcanzo a un valor de 6.1 (287/47). Asimismo, a
diferencia de la subpoblacién 1 la subpoblacién 2 comprende nifios evaluados desde el
primer mes de vida (Tabla 20), donde el promedio de edad de la subpoblacion analizada
fue de 2,4 £ 1,1 en contraste al promedio de edad de 5,7 +2,7.

Tabla 20. Caracteristicas generales de la subpoblacién 2. Distribucion de las muestras
en relacién a la presencia o ausencia de episodios de diarrea del grupo
etareo de 1 a 5 meses. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad
(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

SUBPOBLACION 2
1a5MESES
(N= 249 nifios con 334 muestras)
Meses CON DIARREA SIN DIARREA
deedad | (N=46 nifios con 47 muestras) | (N=203 nifios con 287 muestras)
Edad: 29+1,0 Edad: 2,4 +1,1
N(%)? N(%)"° N(%)® N(%)"°
1 0(0) 0(0) 31 (10,8) 31 (100)
2 8(17,0) 8(9.6) 75 (26.1) 75 (90,4)
3 18 (38,3) 18 (14,1) 110 (38,3) 110 (85,9)
4 14 (29,8) 14 (25,5) 42 (14,6) 42 (75,0)
5 7(14,9) 7(18,9) 30 (10,5 30 (81,1)

a= Porcentaje calculado sobre el total de 47 y 287 de muestras, con y sin diarrea respectivamente.

b= Porcentaje calculado sobre el total de muestras colectadas en cada intervalo de edad (1er mes: N=31; 2do mes: N=83;
3er mes: N= 228; 4to mes: N=56; 5to mes: N= 37)
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En la Figura 26 se muestra la frecuencia de infeccion por patdgenos entéricos encontrada
en la subpoblacion 2. Se observa que el 32,9% (110/334) de la subpoblacion analizada
presentd infeccion con al menos alguno de los patdgenos testados, de los cuales el
31,4% (105/334) representa DEC principalmente ETEC (14,7%) (49/334) y EAEC
(12,3%) (41/334) en contraste a la infeccion viral (5,1%) (17/334) principalmente
causada por norovirus (4,5%) (15/334), debido a que rotavirus alcanzé solo un 0,6%
(2/334). Se observo que existen diferencias significativas (p= 0,000) en las frecuencias

de infeccidn entre diferentes patdgenos entéricos.

]
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Porcentaje de la infeccion por
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*p<0.05
DEC virus

Figura 26. Porcentaje de infeccion por patdgenos entéricos en las muestras de heces de
los nifios de la subpoblacién 1. (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E.
coli enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica, NV: norovirus, RV:
rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e
Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

5.6.2.2 Numero, promedio y tipo de patdgenos entéricos en

las muestras con diarreay sin diarrea
El analisis del namero y promedio de patdgenos entéricos presentes en las muestras con
y sin diarrea en la subpoblacion 2 se presenta en la tabla 20. Se observo que la
proporcién de la infeccion con un solo patégeno en las muestras con diarrea [27,7%

(13/47)] respecto a las no diarreicas [28,2% (81/287)] no es significativamente diferente.
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Sin embargo, la proporcion de muestras con dos 0 mas patdgenos es 3,7 veces mayor en
las muestras con diarrea [14,9% (7/47)] en contraste a las muestras sin diarrea [3,1%
(9/287)], observandose una diferencia significativa entre las mismas (p=0,013).
Asimismo, el promedio de patdégenos entéricos encontrados entre las muestras con
diarrea (0,6 = 0,7) respecto a las sin diarrea (0,4 £ 0,6) muestra diferencias cercanas al
limite de la significancia elegido (p=0,069). Asi, el presentar dos 0 mas patdgenos
representd un factor de riesgo asociado a la diarrea con un valor de RR ajustado por
edad y sexo de 3,5 (IC 95%: 1,8-5,8; p= 0,000) (Tabla 21).
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Tabla 21. NUmero de patdgenos entéricos encontrados en las muestras de heces con diarrea y sin diarrea de la subpoblacién 2
(N= 249 nifios, 334 muestras de heces). Los valores de razdn de probabilidades y riesgo relativo fueron ajustados
por edad y sexo. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-

Marzo 2015).
Numero CON SIN Razén de Riesgo Fraccion Fraccién atribuible
de DIARREA | DIARREA |Valor |probabilidades relativo atribuible (%) | a la poblacién (%)
patdgenos | N(%) 47 N(%) 287 p IC (95%) IC (95%) IC (95%)
1 13(27,7) 81(28,2) 10,937| 1,0(0,5-1,6) 1,0(0,6-1,5) -- -
>2 7(14,9) 9(3,1 0,000 5,4(2,1-14,2) | 3,5(1,8-5,8) | 71,3(31,3-111,2) 10,6
Promedio | 0,6 +0,7 04+0,6 |0,069

-- el patogeno no fue detectado o no se asoci6 estadisticamente con la diarrea
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En la Figura 27 se muestra la distribucion de patdgenos entéricos testados en la
subpoblacion 2 que presentd diarrea, en contraste a la sin diarrea. En el 42,6% (20/47)
de las muestras con diarrea analizadas, se identifico al menos a uno de los cinco
patogenos testados en contraste al 31,4% (90/287) en las muestras de heces sin diarrea,
no encontrandose diferencia significativa entre ellas.

El andlisis por cada patogeno entérico identificado en las muestras de heces con diarrea
y sin diarrea de la subpoblacion 2, ya sea a nivel de mono-infeccién, coinfeccion o en
conjunto (cualquier infeccion), se presenta en la Figura 27 y Tabla 22, donde se
observaron diferencias estadisticas significativas para infeccion por rotavirus (cualquier
infeccion) (p= 0,013) con un valor de RR ajustado por edad y sexo de 7,4 (IC 95%: 6,0-
9,5). Se observo también en este grupo etareo, que norovirus (p= 0,058), y EAEC (p=
0,042) mostraron significancia a nivel de cualquier infeccion. Asimismo, el conjunto de
las coinfecciones fueron significativas (p=0,000) con un RR ajustado por edad y sexo de
3,2 (IC 95%: 1,1-6,4). Todas las CO-l virales analizadas en conjunto fueron
significativas. Las CO-I entre DEC en conjunto fueron también significativas (p= 0,016)
asi como las CO-1 donde estaba presente EAEC (p= 0,004) (Tabla 25).
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MONOINFECCION COINFECCION GRUPO

ETEC ‘ EAEC\ EPEC‘ NV \ RV | NEG DEC-DEC| NV-DEC | RV-DEC | NV-NV | NEG BACT]VIRUS]JCO-1| NEG
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Figura 27. Patdgenos entéricos identificados en las muestras de heces de nifios con diarrea y sin diarrea en la subpoblacion 2.
A: nifios con diarrea (N= 46 nifios, 47 muestras de heces). B: nifios sin diarrea (N= 203 nifios, 287 muestras de
heces. (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica, NV:
norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica, NEG: Negativo, BAC: Bacterias, CO-I: coinfecciones).
Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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Tabla 22. Patogenos entéricos identificados en las muestras de heces con diarrea y sin diarrea en nifios de hasta 5 meses (N=
249 nifos, 334 muestras de heces). Los valores de razon de probabilidades y riesgo relativo fueron ajustados por
edad y sexo. ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica,
NV: norovirus, RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica, CO-I: coinfecciones entre patdgenos entéricos. Estudio
Nutricién Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

Con diarrea Sin diarrea Razén de probabilidades Riesgo relativo | Fraccion atribuible Fraccion atribuible a la
N (%) N (%) Valor p 1C(95%) 1C(95%) (%) poblacién (%)

CUALOQUIER INFECCION 15 (31,9) 81 (28,2) 0,604 1,2(0,7-2,1) 1,2(0,7-1,9) -- -
INFECCION UNICA 10 (21,3) 74 (25,8) 0,509 0,8(0,4-1,4) 0,8(0,4-1,3) - -

DEC COI-DEC 5(10,6) 7(2,4) 0,016 4,8(1,6-13,1) 3,2(1,5-5,4) 68,7(20,6-116,8) 73
DEC-DEC 3(6,4) 5(1,7) 0,088 3,9(1,0-14,0) 2,8(1,0-5,2) 64,0(-1,0-129,1) 41

DEC-VIRUS 2(4,3) 2(0,7) 0,097 6,3(1,5-22,1) 3,7(1,5-8,1)

CUALOQUIER INFECCION 6 (12,8) 43 (15,0) 0,691 0,8(0,3-1,7) 0,9(0,3-1,6) -
INFECCION UNICA 4 (8,5) 38(13,2) 0,365 0,6(0.2-1,3) 0,7(0,2-1,3) -

ETEC COI-ETEC 2(4,3) 5(1,7) 0,257 2,5(0,7-12,3) 2,1(0,8-4,9) -
ETEC-DEC 2(4,3) 4(1,4) 0,201 3,1(0,9-18,4) 2,4(0,9-5,7) -

ETEC-VIRUS 0(0,0) 1(0,3) 1,000 NA 1,2(1,1-1,2) -- -
CUALQUIER INFECCION 10 (21,3) 31(10,8) 0,042 2,2(1,1-4,2) 1,9(1,1-3,1) 48,2(1,6-94,8) 10,3
INFECCION UNICA 5 (10,6) 27(9,4) 0,790 1,2(0,4-2,5) 1,1(0,5-2,1) -- -

EAEC COI-EAEC 5(10,6) 4(1,4) 0,004 8,4(2,7-31,7) 4,3(2,3-6,7) 76,7(35,3-118,2) 8,2
EAEC-DEC 3(6,4) 3(1,0) 0,039 6,5(1,5-27,9) 3,7(1,4-6,3) 73,2(17,0-129,3) 47

EAEC-VIRUS 2(4,3) 1(0,3) 0,053 2,7(2,7-25,3) 4,9(2,3-8,7) 79,6(20,3-138,9) 34

CUALQUIER INFECCION 2(43) 13 (4,5) 1,000 0,9(0,4-2,7) 1,0(0,4-2,2) - -
INFECCION UNICA 1(2,1) 9(31) 1,000 0,7(0,4-2,7) 0,7(0,4-2,2) -

COI-EPEC 1(2,1) 4(1,4) 0,534 1,5(0,9-7,4) 1,4(0,9-4,1) -

EPEC EPEC-DEC 1(2,1) 3(1,0) 0,456 2,1(1,2-12,1) 1,8(1,1-4,7) -
EPEC-VIRUS 0(0,0) 1(0,3) 1,000 NA 1,2(1,1-1,2) -- -
CUALOQUIER INFECCION 7(14,9) 11(3.8) 0,007 4,4(1,9-10,5) 3,1(1,7-5,0) 67.5(25,0-110,0) 10.1
INFECCION UNICA 3(6,4) 7(2,4) 0,154 2,7(0,8-8,9) 2,2(0,8-4,3) -- -

VIRUS COI-VIRUS 4 (8,5) 4(1,4) 0,016 6,6(1,8-30,2) 3,8(1,6-7,0) 73,6(24,8-122,4) 6,3
VIRUS-DEC 2 (4,3) 2(0,7) 0,097 6,3(1,6-21,8) 3,7(1,5-8,1) 72,7(4,2-141,3) 31

VIRUS-VIRUS 2(4,3) 2(0,7) 0,097 6,3(1,4-25,1) 3,7(1,4-8,3) 72,7(4,2-141,3) 3,1

CUALOQUIER INFECCION 5(10,6) 11(3.8) 0,058 3,0(1,2-7,2) 24(1,2-4,1) 57,7(1,9-113,6) 6.1
INFECCION UNICA 2(4,3) 7(2,4) 0,369 1,8(0,6-6,0) 1,6 (0,6-3,6) - -

NV COI-NV 3(6,4) 4(1,4) 0,061 4,8(1,3-22,4) 3,2(1,2-6,5) 68,6(7,9-129,4) 44
NV-DEC 1(2,1) 2(0,7) 0,366 3,1(1,3-7,5) 2,4(1,3-7,9) -- -

NV-NV 2(4,3) 2(0,7) 0,097 6,3(1,4-25,1) 3,7(1,4-8,3) 72,7(4,2-141,3) 31

CUALQUIER INFECCION 2(4,3) 0(0,0) 0,019 NA 7,4(6,0-9,5) 86,5(38,1-134,8) 3,7
INFECCION UNICA 1(2,1) 0(0,0) 0,141 NA 7,2(5,8-9,2) 86,2(17,9-154,4) 1,8

RV COI-RV 1(2,1) 0(0,0) 0,141 NA 7,2(5,9-9,5) 86,2(17,9-154,4) 1,8
RV-DEC 1(21) 0(0,0) 0,141 NA 7,2(5,9-9,5) 86,2(17,9-154,4) 18
CO-I 7(14.9) 9(3.1) 0,003 54(2,1-15,7) 3,5(1,9-5.9) 71,3(31,3-111,2) 10,6

-- el patégeno no fue detectado o no se asoci6 estadisticamente con la diarrea
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5.6.2.3 Distribucién de patdgenos en los 5 primeros meses
de vida

Como se observa en la Figura 28 y Tabla 23, ya en el primer mes de vida, pese a no
registrarse cuadro de diarrea alguno, se encontraron patdgenos entéricos (DEC) y
coinfecciones en las muestras sin diarrea, presentdndose ETEC en mayor proporcion que
EAEC, EPEC. En el 2do mes, se observo el incremento de EAEC vy la aparicion de
norovirus, donde ETEC continta siendo el patotipo mas frecuente (p= 0,005). A esta
edad se observo la aparicidn de nuevas coinfecciones. Por otra parte, tanto norovirus de
forma individual como dentro de las coinfecciones es mas frecuente en las muestras con
diarrea. En el 3er mes de edad, las coinfecciones de DEC (ETEC-EAEC y RV-EAEC)
fueron mas frecuentes en las muestras diarreicas. Finalmente en el 4to y 5to mes

persistieron los patotipos de DEC y el incremento de las coinfecciones.
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Figura 28. Distribucion de los patdgenos entéricos en la subpoblacion 2 (N= 249 nifios,
334 muestras de heces). A-E: (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E.
coli enteroagregativa, EPEC: E. coli enteropatogénica, NV: norovirus,
RV: rotavirus, DEC: E. coli diarreogénica, CO-I: coinfecciones). A la
izquierda se presenta el porcentaje de infeccion por patdégenos entéricos y a
la derecha el porcentaje de infeccidn por patdgenos entéricos en muestras
diarreicas y no diarreicas. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad
(NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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Tabla 23. Patogenos entéricos identificados en las muestras de heces con diarrea y sin
diarrea por meses. B) 2do mes, C) 3er mes D) 4to mes y E) 5to mes (N=
249 nifos, 334 muestras de heces). Los valores de razon de probabilidades y
riesgo relativo fueron ajustados por edad y sexo. ETEC: E. coli
enterotoxigénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EPEC: E. coli
enteropatogénica, NV: norovirus, RV: rotavirus. Estudio Nutricién Infantil,
Diarrea e Inmunidad (NIDI). EIl Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo

2015).

B

CONDIARREA N(%) 8] SINDIARREAN(%) 75
ETEC 2 (25,0) 10 (13,3)
EAEC 0(0,0) 5(6,7)
EPEC 0(0,0) 1(1,3)
NV 1(12,5) 1(1,3)
NV-NV 1(12,5) 1(1,3)
NV-DEC 0(0,0) 1(1,3)
COI-NV 1(12,5) 2(2,7)
col 1(12,5) 3(4,0)
c

CON DIARREA N(%) 18 | SIN DIARREA N(%) 110
ETEC 1(5,6) 14 (12,7)
EAEC 3(16,7) 15 (13,6)
EPEC 0(0,0) 5 (4,5)
NV 0(0,0) 4(3,6)
DEC-DEC 2(11,1) 1(0,9)
ETEC-EAEC 2(11,1) 0(0,0)
ETEC-EPEC 0(0,0) 1(0,9)
RV-EAEC 1(5.6) 0(0,0)
CO-I 3(16,7) 5(4,5)
D

CONDIARREAN(%) 14 | SIN DIARREA N(%) 41
ETEC 1(7.0) 3(7.3)
EAEC 1(7,1) 3(7.3)
EPEC 1(7,1) 2(4,9)
RV 1(7,1) 0(0,0)
NV 1(7,1) 0(0,0)
NV-EAEC 1(7,1) 0(0,0)
COI-NV 2(14,3) 0(0,0)
DEC-DEC 1(7,1) 1(2,4)
ETEC-EPEC 0(0,0) 1(2,4)
EPEC-EAEC 1(7,1) 0(0,0)
Co-I 3(21,4) 12,4)
E

CONDIARREA N(%) 7 | SIN DIARREA N(%) 30
ETEC 0(0,0) 2(6,7)
EAEC 1(14,3) 3(10,0)
NV 0(0,0) 2(6,7)
ETEC-EAEC 0(0,0) 1(3,3)
NV-EAEC 0(0,0) 1(3.3)
Co-I 0(0,0) 2(6,7)
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5.6.3

Subpoblacion 3: Infeccion por norovirus y su

asociacion con la EDA (estudio longitudinal)

En la subpoblacion 3, la cual comprende muestras de nifios que registraron > de cuatro

visitas, se realizd Unicamente el andlisis de norovirus. Esta subpoblacion contiene un

total de 107 nifios (promedio de edad de 5,0 + 3,5 meses) con 582 muestras (promedio

de 5,4 muestras por nifio) (Figura 29).

Subpoblacién 3

N= 107 nifios con 582
muestras
Edad: 5,0+3,5

/

N= 59 nifios con 78 muestras

Con diarrea

N

Sin diarrea

N= 107 nifios con 504 muestras

Edad: 5,6 £ 3,5 Edad: 5,0 £ 3,5
Meses N Edad (x % ds) N Edad (x % ds)
1-3 20 (25,6) 1,9+0,6 194(38,5) 1,8+0,7
4-6 25(32,1) 40+0,7 132(26,2) 39+0,7
7-9 13(16,7) 6,6 +0,7 73(14,5) 6,8+0,9
10-12 21(26,9) 10,7+1,3 105(20,8) 108+15

Figura 29. Distribucion de las muestras de heces con diarrea y sin diarrea en la
subpoblacion 3 (N= 107 nifios, 582 muestras de heces). Estudio Nutricion
Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-

Marzo 2015).
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5.6.3.1

Diarrea e infeccion por norovirus

En el periodo de estudio, el analisis de los nifios que corresponden a la subpoblacion 3 se

realizd durante un periodo que comprende desde el primer mes hasta los 12 meses de

edad.

Del total de muestras analizadas (582), 55 muestras fueron positivas para NV (9,5%=

55/582). Se encontrd un 19,2% (15/78) y un 7,9% (40/504) de infeccidn por norovirus (a

nivel de cualquier infeccion) en la subpoblacion con y sin diarrea respectivamente

(Figura 30 y Tabla 24), observandose diferencias significativas (p= 0,002). De igual

manera las infecciones por Gl (cualquier infeccién) (p= 0,012) o GII (cualquier

infeccion) (p= 0,016), fueron significativas con valores de RR ajustados por edad y sexo
de 2,4 (1IC 95%: 1,0-4,1), 2,5 (IC 95%:1,0-5,2) y 2,1 (IC 95%: 1,0-3,5) respectivamente

(Tabla 27).

NV-GI
6,4%

NEG
80,8%

NV-
19,2% Gll
7,7%

NV-
Gl/GlI
5,1%

NV-
o 7,9%
3,8%

NV-GI

2,4%

NEG
92,1%

NV-
Gl/GlI
1,8%

Figura 30. Porcentaje de la infeccion por Norovirus en A: muestras diarreicas y B:
no diarreicas de los nifios analizados (N= 107 nifios, 582 muestras de

heces). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La
Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).
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Tabla 24. Norovirus identificados en las muestras de heces con diarrea y sin diarrea en nifios de hasta los 12 meses (N= 107
nifios, 582 muestras de heces). Los valores de razon de probabilidades y riesgo relativo fueron ajustados por edad
y sexo. CO-1 NV-NV: coinfecciones norovirus GI/GII. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI):

El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

Razo6n de Riesgo
Con diarrea | Sin diarrea probabilidades relativo Fraccion Fraccion atribuible
N (%) N (%) Valor p 1C(95%) 1C(95%) atribuible (%) | ala poblacién (%)
CUALQUIER
NV INFECCION 15 (19,2) 40 (7,9) 0,002 2,8(1,3-5,1) 2,3(1,2-3,5) 56,2(21,5-90.9) 108
INFECCION UNICA 11(14,1) 31(6,2 0,012 2,5(1,1-4,9) 2,1(1,1-3,4)
CUALQUIER 58,3(16,6- 6.7
Gl INFECCION 9 (11,5) 21 (4,2) 0,012 3,0(1,0-7,0) 2,4(1,0-4,1) 100,1) '
INFECCION UNICA 5 (6,4) 12 (2,4) 0,064 2,8(0,8-7,3) 2,3(0,8-4,1) |56,1(0,2-112,0) 3,6
CUALQUIER 10 (12,8) 28 (5,6) 0,016 2,5(1,0-5,2) 2,1(1,0-3,5) | 52,5(9,9-95,1) 6.7
Gll INFECCION '
INFECCION UNICA 6 (7,7) 19 (3,8) 0,129 2,1(0,6-5,1) 1,9(0,6-3,4) -- -
57,7(-3,13-
GI/GIl | COINFECCION 4(51) 9 (1,8) 0,083 3,0(0,6-10,1) 2,4(0,7-4,7) 118,6) 3,0

-- el patogeno no fue detectado o no se asoci6 estadisticamente con la diarrea
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En esta subpoblacién se encontrd que 59 nifios (55,1%) presentaron 1 0 mas episodios
de diarrea detectdndose una media de 1,3 £ 0,5 episodios de diarrea por nifio (rango de 0
a 3 episodios). Del total de muestras diarreicas (78), 61 corresponden a un episodio de
diarrea (78,2%) y 17 (21.8%) a >2 episodios (Figura 31A). Asimismo, entre los nifios
infectados por NV (infeccidn sintomatica o asintomaética), un 83,6% (46/55) presentd
una infeccion, con un promedio de edad de 7,1 £ 3,3, durante los 13 primeros meses de
vida y el 19,6% (9/46), > 2 infecciones con un promedio de edad de 8,0 + 3,2 (Figura
31B). Por otra parte, un 27,3% (15/55) de las muestras NV positivas, corresponden a
muestras diarreicas de las cuales 14 (93,3%) pertenecen a un episodio y 1 (6,7%) a > 2

episodios de diarrea (Figura 32C)

La incidencia de la infeccion por NV fue de 51 casos por 100 nifios por afio, y la

incidencia de la diarrea por NV de 25 casos por 100 nifios por afio.
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Figura 31. Nimero acumulativo de la infeccion por norovirus. A: Diarrea, B: Infeccion
por norovirus y C: Diarrea por norovirus, de los nifios analizados (N= 107
nifios, 582 muestras de heces). EI nimero acumulativo fue calculado desde
el primer mes hasta los 12 meses de edad. Estudio Nutricién Infantil,
Diarrea e Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo
2015).

El analisis de la infeccion de genogrupos de NV en la subpoblacién analizada, asi como
en muestras diarreicas y no diarreicas, mostré que NV(GII) fue el mas comun a lo largo
de los 12 meses, y que la infeccion de NV(GI) mostr6 un patron similar con la
coinfeccion por NV(GI/GII) (Figura 32A-C).
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Figura 32. Genogrupos de norovirus detectados en A: total de muestras y B: en
muestras diarreicas y C: no diarreicas (N= 107 nifios, 582 muestras de
heces). Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e Inmunidad (NIDI): EI Alto- La
Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

5.6.3.2  Norovirusy grupo etareo

En la Tabla 25 se observaron diferencias significativas en el grupo de < 6 meses entre

las muestras con diarrea y sin diarrea para mono infeccion y cualquier infeccion de

norovirus. Asimismo, a nivel de cualquier infeccion para el genogrupo de NV(GI) (p=
0,023) y NV(GII) (p= 0,009) (Tabla 25).

No se observaron diferencias significativas en el grupo mayor a 6 meses.
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Tabla 25. Norovirus identificados en las muestras de heces con y sin diarrea en: A: nifios < 6 meses y B: > a 6 meses. Los
valores de razdn de probabilidades y riesgo relativo fueron ajustados por edad y sexo. Estudio Nutricion Infantil,
Diarrea e Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

A
Con diarrea | Sin diarrea Raz6n de probabilidades Riesgo relativo Fraccion atribuible a la
N (%) N (%) Valor p 1C(95%) 1C(95%) Fraccion atribuible (%) poblacién (%)

NV CUALQUIER INFECCION 7 (15,6) 11 (3/4) 0,003 5,3(2,6-11,5) 3,6(2,2-5,6) 72,3(32,6-112,1) 8,6
INFECCION UNICA 5(11,1) 9(2,8) 0,018 4,4(2,0-9,9) 3,2(1,8-5,1) 68,6(19,8-117,4) 7,6

Gl CUALQUIER INFECCION 4(8,9) 6(8,8) 0,023 5,2(2,1-15,8) 3,5(1,9-5,9) 71,6(20,3-122,9) 6,4
INFECCION UNICA 2 (4,4) 4(1,2) 0,157 3,7(1,2-15,1) 2,8(1,2-5,7) - -
CUALQUIER INFECCION 5(11,1) 7(21) 0,009 5,7(2,4-19,8) 3,7(2,0-6,5) 73,2(20,3-122,9) 81

Gll INFECCION UNICA 3(6,7) 5(1,5) 0,060 4,6(1,6-15,8) 3,2(1,5-5,9) -

Gl/GlI -
COINFECCION 2(4,4) 2 (0,6) 0,074 7,5(1,8-23,2) 4,3(1,7-8,8)

B

Con diarrea | Sin diarrea Razén de probabilidades Riesgo relativo Fraccién atribuible a la
N (%) N (%) Valor p 1C(95%) 1C(95%) Fraccidn atribuible (%) poblacion (%)

CUALQUIER INFECCION 8(24,2) 29(16,3) 0,270 1,6(0,8-3,0) 1,5(0,9-2,4) - -

NV INFECCION UNICA 6 (18,2) 22 (12,4) 0,401 1,6(0,7-3,2) 1,5(0,7-2,4) -
CUALQUIER INFECCION 5 (15,2) 15 (8,4) 0,211 1,9(0,9-4,4) 1,7(0,9-3,0) -

¢l INFECCION UNICA 3(9.0) 8 (4,5) 0,384 2,1(0,5-6,2) 1,8(0,6-3,6) -
CUALQUIER INFECCION 5 (15,2) 21(11,8) 0,569 1,3(0,6-2,6) 1,3(0,8-1,1) -

el INFECCION UNICA 3(9,1) 14 (7,9) 0,734 1,2(0,3-2,7) 1,1(0,4-2,2) -

GlGlI COINFECCION 2(6,1) 7(3,9) 0,634 1,6(0,9-5,7) 1,5(0,9-3,3) B

-- el patdgeno no fue detectado o no se asocid estadisticamente con la diarrea

104




5.6.3.3  Norovirus y parametros nutricionales
Al analizar la asociacion de norovirus con variables cuantitativas de vitamina A,
ferritina, receptor soluble de la transferrina, zinc, asi como con medidas de talla y peso
(LAZ), solo la concentracion de vitamina A en sangre fue significativa mediante la
prueba de regresion logistica (p=0,008) observandose una tendencia negativa
(coeficiente B =-2,804) (Tabla 26). Asimismo, el analisis discriminante identificé a la

vitamina A como variable a ser incluida en la ecuacién (datos no mostrados).

Tabla 26. Vitamina Ay la infeccion por norovirus en muestras diarreicas y no
diarreicas de los nifios analizados (N= 107 nifios, 582 muestras de heces). A:
Mediante regresion logistica. Estudio Nutricion Infantil, Diarrea e
Inmunidad (NIDI): El Alto- La Paz —Bolivia (Junio 2013-Marzo 2015).

Error
B estandar Wald Gl Sig. Exp(B)
1
Vitamina A | -2,804 1,055 7,065 0,008 0,061

Ferritina 1,228 1 0,268
sTRF 0,007 1 0,933
Zinc 0,470 1 0,493

Hb 0,103 1 0,749
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6 DISCUSION

6.1 Consideraciones generales
El presente estudio brinda informacion sobre la enfermedad diarreica ambulatoria en
nifios menores a 12 meses de edad de El Alto, y representa uno de los primeros y Gnicos
estudios de cohorte donde se evalla la diarrea infantil y la presencia de enteropatdgenos
en Bolivia a lo largo del primer afio de vida. El &rea de estudio si bien no es
representativo de la variedad de regiones geogréficas del pais, podria potencialmente ser
valida para la region urbana del Altiplano. La ciudad de El Alto se caracteriza por ser
una de las ciudades de mayor crecimiento y con mayor concentracion de poblacion
urbana en parte migrante, que habita a 4000 msnm y con extensos y continuos
asentamientos poblacionales no regulados provenientes del area rural. Los indicadores
sociodemogréaficos (tasa de mortalidad, desnutricion global, tasa de analfabetismo, etc.)
de la ciudad de EI Alto se encuentran en general por debajo del promedio nacional y
oscilan entre los valores encontrados en regiones rurales y urbanas, con tasas de
mortalidad infantil y desnutricion global mayores al promedio nacional urbano
(Bedregal, 2008). La poblacion estudiada correspondiente a dos Redes de Salud de la
Ciudad de El Alto, mostr6 un comportamiento similar en relacion a los indicadores
evaluados, y se consider6 para el andlisis como una sola poblacién, ya que no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre las mismas respecto a
caracteristicas sociodemogréficas, nutricionales y prevalencia de la diarrea. Este estudio
es parte de los objetivos secundarios del Proyecto Nutricion, Inmunologia y Diarrea
Infantil cuyo objetivo central fue evaluar la respuesta inmunoldgica a la vacuna anti-

rotaviral y la enfermedad diarreica aguda en la poblacién infantil de El Alto, Bolivia.

Una de las principales limitaciones del estudio, fue la fragmentacion de la poblacion total
en diferentes subpoblaciones que redujeron el tamafio muestral. Asi, se agruparon
diferentes poblaciones/subpoblaciones, cada una con diferente tamafio muestral, en base
a la disponibilidad de los datos, ya sea los reportados por la madre, los indicadores

nutricionales y de inflamacion obtenidos mediante la toma de sangre en las diferentes
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visitas y/o las muestras de heces de los nifios. La obtencidén de muestras de heces de los
nifios representd uno de los mayores obstaculos, por lo que la misma no fue siempre
constante a lo largo del estudio, debido a las dificultades en la entrega de la muestra
durante las visitas concertadas de la madre al hospital. Por ello, se tuvo que agrupar a
diferentes subpoblaciones (1-3) pareadas por edad. Asi, en base a las muestras
disponibles, el analisis de patdgenos entéricos (patotipos de DEC, NV y RV) en
muestras con y sin diarrea, se realizd sobre dos subpoblaciones (subpoblacion 1-2),
evaluandose 2 diferentes grupos de edad, donde el promedio de edad de la subpoblacion
1 fue de 5,7 meses en contraste al de la segunda de 2,9 meses y con un nimero
promedio de muestras por nifio de 1,2 y 1,3 respectivamente. En la subpoblacion 1 (que
abarca desde los 2 -12 meses), donde el analisis se extiende hasta el primer afio de vida,
el nimero de muestras sin diarrea (109) sobre muestras diarreicas (108) fue muy similar.
Esto se debi6 a que a medida que incrementaba la edad del nifio, la recolecciéon de
muestras fue logisticamente mas complicada, al tratarse de visitas programadas de la
madre al hospital (y no asi al domicilio de la madre) ya que los nifios no necesariamente
evacuaban durante la misma o la madre no siempre traia consigo el pafial con la Gltima
evacuacion (dos horas previas a la visita). Por lo tanto, entre las limitaciones que se
derivan de esta reduccion del tamafio muestral se deben considerar que podrian existir
sesgos potenciales de seleccion, sobre todo en lo que se refiere a pérdidas en las
oportunidades para la toma de la muestra de la poblacién elegible. Sin embargo, es
importante también hacer notar, que la pedida de oportunidades fue un evento aleatorio
por lo que es poco probable que se hubiera dado seleccién diferencial entre diferentes
tipos de muestras. Asi, al comparar las caracteristicas sociodemogréaficas, de nutricion y
de inflamacion entre las subpoblaciones con la poblacion total no se observaron
diferencias significativas.

El andlisis de la subpoblacion 2 -por el contrario- comprende la exploracion de la
infeccion de los mencionados patdgenos, durante los primeros meses de vida (1-5

meses), donde la razon de muestras sin diarrea sobre muestras diarreicas fue mayor de
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6,1, por lo que existe una mejor inferencia estadistica sobre el impacto de los patégenos
en la diarrea a lo largo de este intervalo de edad en este grupo etareo.

La subpoblacién 3, por otra parte comprende un estudio de analisis de la infeccion por
NV a lo largo de los primeros 12 meses de edad, donde se selecciond al azar >4

muestras recolectadas por nifio.

6.2 Caracteristicas sociodemograficas, nutricionales, inflamacién vy
diarrea

En Bolivia, asi como en la mayor parte de los paises en desarrollo, las diarreas son una
importante causa de morbilidad y representan el 50% de la mortalidad infantil en nifios
menores de 5 afios. Datos de UNICEF reportan que los nifios bolivianos menores a 5
afios presentan al menos hasta seis episodios de diarrea, con una prevalencia de 29.1%
(UNICEF, 2016).
Los datos de incidencia y prevalencia de la diarrea encontrados en el presente estudio, se
enmarcan dentro de este rango y son comparables por ejemplo a lo encontrado por O
Ryan et al., 2009, en nifios menores a 2 afios de Chile (L O'Ryan et al., 2009) y por
Sarkar et al en la India. (Sarkar et al., 2016). Los datos de incidencia y prevalencia de
la diarrea pueden ser muy variables y en otros reportes se han observado valores
mayores (rango de incidencias entre 3-13 episodios por nifio por afio) a los encontrados
en este estudio. Estas diferencias pueden deberse a diversos factores como tipo y disefio
del estudio, edad, sexo, region geografica, saneamiento ambiental, lugar de estudio

(urbano o rural), estrato poblacional, etc.

El incremento de la prevalencia de la diarrea con la edad y los picos de prevalencia de
la diarrea encontrados, se explicarian en parte por el efecto del destete con el decremento
de la lactancia exclusiva al 6to mesy el incremento observado de la lactancia parcial o
pasada al 11avo mes, lo que remarca que el periodo del destete es critico en la vida del
nifio, pues incrementa la exposicion a nuevos agentes infecciosos y reduce el efecto
protector de la leche materna. Asimismo, se muestra claramente el efecto potencial

protector de la lactancia exclusiva contra la diarrea. Numerosos estudios han
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documentado que la lactancia materna es un factor importante en la prevencion y
proteccion contra la diarrea en los primeros dos afios de vida, siendo dicho efecto mayor
en nifios < 6 meses y que, ademas permite reducir la incidencia, prevalencia, la
mortalidad y la hospitalizacion por diarrea (Lamberti, Fischer Walker, Noiman, Victora,
& Black, 2011; Santos, Santos, Santos, Leite, & Mello, 2015). Asi, acorde a la OMS y
UNICEF se calcula que la lactancia materna exclusiva evita anualmente
aproximadamente 6 millones de muertes de nifios/afio y es una de las intervenciones en
salud mas costo-efectivas (UNICEF, 2009). El efecto protector de la lactancia es
atribuido a una serie de factores innatos y adquiridos exclusivos de la leche materna
como la presencia de anticuerpos secretores, lactoferrina, o lactalblmina, lisozima,
oligosacaridos, glicoconjugados, citoquinas, probidticos y otros compuestos con
actividad antiinflamatoria, antiinfecciosa, e inmuno-reguladora (Ballard & Morrow,
2013). Por lo que es importante continuar, programas e intervenciones y acciones
educativas tanto a nivel prenatal como posnatal que refuercen la promocion de la
lactancia materna, con el objeto de incrementar su duracion y con la introduccion

oportuna de alimentos nutricionales complementarios.

Por otra parte, contrario a lo que se esperaba, en este estudio no se encontrd asociacion
de la diarrea con ninguna de las caracteristicas sociodemogréficas analizadas. Esto
podria deberse en parte a que por un lado las preguntas de la encuesta no fueron lo
suficientemente finas o precisas o que muchas respuestas no reflejaron la realidad (como
el caso de eliminacion adecuada de basura que se conoce en general como muy
deficiente). Por otra parte, al tratarse de la diarrea ambulatoria, estos factores podrian no
tener un efecto mayor en contraste a la diarrea que requiere hospitalizacion o que, otros
elementos (uso efectivo de letrinas, frecuencia de defecacion fuera del bafio, etc.) no
considerados en el analisis podrian haber reflejado mejor las diferencias potencialmente
esperadas. Sin embargo, en los Ultimos afios, se han evidenciado mejoras en las
condiciones de vida e ingresos de la poblacion de El Alto que podrian explicar lo
observado.
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6.3 Estado nutricional e Inflamacion

La poblacion de estudio mostro indicadores nutricionales preocupantes reflejados en
bajo peso, deficiencia de hierro (anemia), desnutricion cronica, deficiencia de vitamina
A, deficiencia de zinc, algunos de los cuales, con valores por encima de los promedios
nacionales, ademéas de deficiencia de ferritina e incremento de receptor soluble de
transferrina, que en conjunto en parte reflejarian el estatus nutricional e inflamatorio de
la poblacion de EI Alto desde el primer mes hasta el primer afio de vida. Sin embargo, es
necesario considerar que estos indicadores se evaluaron a lo largo de tres tiempos (tres
visitas) por lo que hubo mayor oportunidad de detectar las deficiencias encontradas y
por ello su comparacién con los promedios nacionales podria estar en parte
sobreestimada, ademas de no contarse con indicadores apropiados especificos para nifios
menores a 1 afio. Sin embargo, pese a estas consideraciones, estos datos indican la
prevalencia de deficiencia maltiple de micronutrientes a diferentes meses de edad a lo
largo del primer afio de vida, son inaceptables para la salud de nuestra poblacion infantil.
En parte, los indices de desnutricion cronica (talla baja) encontrados desde el primer mes
de vida, en la cohorte de nifios estudiada, contrastan con los datos de Linea de Base del
Programa Desnutricion Cero (CONAN, 2008), que indican que la desnutricion crénica
se inicia alrededor de los 6 meses. Esto es importante a considerar ya que la desnutricion
estaria presente a edades mas tempranas. La desnutricion cronica afecta profundamente
al crecimiento y desarrollo del nifio, compromete su desarrollo fisico, mental y cognitivo
determina ademas un mayor riesgo de enfermar y morir o a adquirir en edades adultas
afecciones cardiacas, accidentes cardiovasculares y diabetes, con elevados costos a la
salud publica. Por otra parte, la desnutricion afecta la inmunocompetencia del organismo
e incrementa la incidencia, la severidad y la duracion de enfermedades infecciosas
(CONAN, 2008).

Asimismo, la prevalencia de deficiencia multiple de micronutrientes involucra también a
nivel fisiologico interacciones importantes entre nutrientes y no solamente a nivel del

sitio de absorcion, como es el caso de zinc y hierro. Por ejemplo, se ha visto que la
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suplementacion de vitamina A puede concomitantemente mejorar el estatus de hierro de
la poblacion (Al-Mekhlafi et al., 2013; Stuart Gillespie, 1997; Mejia & Arroyave, 1982).

Los datos obtenidos también muestran que desde temprana edad (desde el primer mes),
una proporcién importante de nifios presenta anemia y dado que, Bolivia reporta una de
las prevalencias mas altas de anemia en nifios preescolares (Mujica-Coopman et al.,
2015), esto indicaria que la prevalencia de anemia con sus implicancias respectivas en el
desarrollo fisico y cognitivo del nifio, podria acompafar al nifio desde el nacimiento
hasta edad pre-escolar. La deficiencia de hierro se observé desde los 5 meses de edad y a
los 8-12 meses cerca del 64,8% presentd bajos niveles de ferritina. La diferencia
observada entre la baja prevalencia de hierro en base a ferritina en relacion a sTRF se
explica por el hecho de que el hierro disminuye primero, y como respuesta a esta
disminucion luego sTRF incrementa (Burke et al., 2014). Las consecuencias de la
deficiencia de hierro que afectan directamente el desarrollo fisico y cognitivo de los
nifios (Gillespie & UNICEF, 1998), incluirian efectos pleiotropicos sobre muchas otras
funciones en el organismo (de Silva et al., 2003; Grantham-McGregor & Ani, 2001,
Idjradinata & Pollitt, 1993). Datos recientes de Cordero et al, refuerzan y complementan
estas observaciones donde en nifios entre 6 a 59 meses se observa una alta prevalencia
total de la anemia (mayor al 50%) a diferentes altitudes en regiones geogréaficas de
Bolivia (Cordero, Aguilar, Casanovas, Vargas, & Lutter, 2019).

Existen también evidencias clinicas sobre la reduccion en la inmunidad de individuos
con deficiencia de hierro (Cherayil, 2010; Hassan et al., 2016; Rahmani S, 2015).
Actualmente en el Programa de Desnutricion Cero del Ministerio de Salud de Bolivia se
provee a los nifios de chispitas nutricionales (conteniendo hierro, zinc, acido folico y
vitamina C), a partir de los 6 meses de edad de vitamina A y sulfato ferroso (90 tabletas)
y a las madres luego del embarazo. Las intervenciones en salud de provision de hierro
deberian evaluar la administracién del mismo a edades mas tempranas e incluso a las
madres durante el embarazo. Ademas es importante recalcar en los programas de

educacion, la importancia de completar la dosis de sulfato ferroso ya que por su sabor no
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es muy aceptado tanto entre las madres como entre los nifios. Se requiere por lo tanto de
nuevos estudios para evaluar el impacto actual de la provisién de las chispitas en la

disminucion de los indices de anemia y otras deficiencias.

Los datos del presente estudio, por otra parte también resaltan que del primer al quinto
mes de vida, existirian otras causas de anemia no relacionadas a la deficiencia de hierro.
Parte de las mismas involucraria a la deficiencia de zinc, aun en ausencia de deficiencia
de hierro ya que el zinc es un agente catalitico de muchas enzimas necesarias para la
produccién de hemoglobina y la eritropoyesis (Badham, Zimmermann, & Kraemer,
2007). Estudios realizados en nifios africanos han mostrado correlaciones entre la
concentracion de zinc en suero y la concentracion de hemoglobinas, donde los nifios con

anemia presentaron mayor riesgo de tener deficiencia de zinc (Cole et al., 2010).

El rol de la vitamina A en el metabolismo de la hemoglobina y por consecuencia en la
anemia es otro factor a considerar ya que ésta también modula la hematopoyesis. En
nuestro estudio el patrén de disminucion de la deficiencia de vitamina A lo largo del
incremento de la edad, fue concomitante con el de la anemia no ferropénica. Reportes
tempranos han sefialado que la deficiencia crénica o moderada de la vitamina A, genera
un factor de riesgo hacia la anemia (Fishman, Christian, & West, 2000). Un estudio en
nifios de Perl reporta que el suministro de vitamina A concomitante con hierro no tiene
efecto sobre la respuesta hematoldgica en contraste al zinc (Alarcon et al., 2004). Por
otra parte, las interacciones entre nutrientes se pueden ver alteradas ante la deficiencia
de los mismos como podria ser el caso en los primeros cinco meses de edad ante la
deficiencia concomitante de zinc y vitamina A, ya que se ha visto que el zinc regula el
transporte intra e intercelular de la vitamina A, donde la deficiencia de zinc afecta la
sintesis y transporte de la proteina de union al retinol, que a su vez regula la
movilizacion del retinol. Asimismo el zinc es un factor co-enzimatico para la retinal
oxidasa por lo que bajo la deficiencia de zinc se reducen los metabolitos del retinol
activo (Christian & West, 1998).
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El rol de la deficiencia de micronutrientes entre si y en la anemia tanto no ferropénica
como ferropénica como en la inflamacién es probablemente pleiotrépico por lo que adn

no estan claras las interacciones y mecanismos de retroalimentacion entre los mismos.

En conjunto los datos del presente estudio proveen -aunque de forma piloto-
informacion en nifios menores a un afio de edad, sobre todo en los menores a seis meses
donde no existian 0 aun existen pocos datos. Esta informacion es relevante para la Salud
Publica y deberia ser considerada por los tomadores de decisiones en Salud y
responsables de programas de desnutricion para analizar estos indicadores en la
poblacién a una mayor escala. Asimismo, estos datos pueden servir de base para
estudios poblacionales en el futuro para evaluar las causas de la anemia a corta edad, asi
como la biodisponibilidad del zinc, vitamina A y hierro, para revisar ajustar, reforzar y

optimizar el Programa de Desnutricién Cero.

Si bien los indicadores nutricionales se calcularon incluyendo el factor de correccion
para la inflamacién, el efecto de esta Ultima, asi como de las infecciones asintomaticas
(mdltiples) o clinicas podrian estar afectando al verdadero estado nutricional del nifio.
Asimismo, los nifios con infecciones frecuentes podrian mostrar falta de apetito o
desordenes intestinales con riesgo a efectos de malnutricion méas prolongados y de
importancia clinica. De esta forma, los nifios presentarian desnutricién crénica genuina o
desnutricion crénica afectada por las infecciones asintomaticas y sintomaéticas que
conllevarian a inflamacién clinica/subclinica, donde los biomarcadores usados para

evaluar el estado nutricional estén sobrestimando el grado y extension de la desnutricion.

Cabe sefialar que la duracion del incremento de la PCR es de mas corta duracion que la
de los cambios inducidos por la inflamacion/infeccion en algunos parametros del estado
de estos biomarcadores, por lo que en algunos individuos pudieran existir
modificaciones de estos indicadores a consecuencia de una infeccion previa, pese a tener
una PCR normal. En parte, estas discrepancias podrian ser evaluadas mediante la AGP
gue tiene una duracion mayor y podria constituirse en un marcador de la inflamacién

cronica. Estudios realizados demuestran por ejemplo, que las alteraciones de la ferritina
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pueden persistir por alrededor de tres semanas después de una infeccion leve
(Thurnham, 2008). Un aspecto que une las manifestaciones de déficit de estos
micronutrientes, es su relacién con la anemia, aunque se sabe que en poblaciones
vulnerables el déficit de hierro es el mayor contribuidor (50-80%) de anemia seguido de
la inflamacién. Dado que en nuestro estudio el déficit de hierro se presenta a partir de
los 5 meses de edad, donde alrededor del 60% de los casos de anemia a esta edad son del
tipo ferropénica, se podria inferir a partir de los datos obtenidos que tanto la inflamacion
como la infecciones subclinicas y clinicas, podrian también afectar al estatus de anemia
en la poblacion de nifios analizada, sobre todo en los nifios menores a 5 meses. Por otra
parte, este estudio mostr6 también que tanto el retinol y la RPB estan afectados por la
inflamacion, donde esta asociacion varia con la edad (Burke et al., 2018), confirmando

la relacion entre la inflamacion y el biomarcador de vitamina A.

En cuanto a los datos de inflamacién, es interesante observar que tanto la PCR como la
AGP incrementaron significativamente desde los 5 y 6 meses, aspecto que podria estar
asociado al incremento de infecciones por enteropatdgenos y a las coinfecciones
observadas con la edad, asi como también como la incorporacion de nuevos alimentos,
por lo que futuros estudios deberan corroborar estadisticamente, estos datos con un
mayor tamafio muestral. Asimismo, en la poblacion estudiada no se encontr6 asociacion
con ninguna medida antropométrica ni el indice de agua, saneamiento e higiene
(WASH) con la inflamacion. (Burke et al., 2016).

6.4. Estado nutricional, Inflamacion y EDA
El anélisis de inflamacién y la diarrea muestra claramente que la inflamacién aguda
presentd asociaciéon con la diarrea en la poblacion total y en todas las subpoblaciones
estudiadas (1-3). Dado que la diarrea estd asociada al numero de patdgenos o al
porcentaje de coinfecciones que infectan al nifio, existirian efectos aditivos de los
patdgenos infectantes que desencadenarian el proceso de inflamacion cuantitativamente
a un mayor nivel (concentraciéon de PCR o AGP) en relacién con la poblacion sin

diarrea. Ademas la asociacion de la lactancia pasada o parcial con la diarrea apoya
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indirectamente estos datos, dado que como ya se sefialo, al disminuir la lactancia se

observa un incremento concomitante de la diarrea.

Ya que, en poblaciones vulnerables (baja seguridad y sanidad alimentaria), se considera
a las enfermedades diarreicas y al insuficiente e inadecuado consumo de nutrientes como
entre los determinantes inmediatos de la desnutricion (Checkley et al., 2008; Checkley et
al., 2002; Danaei et al., 2016; Fischer Walker et al., 2012). La ausencia de asociacién de
la diarrea con la deficiencia de parametros nutricionales no era lo que intuitivamente se
esperaba, pese a encontrarse estos valores de deficiencia méas elevados en el grupo con
diarrea que sin diarrea, lo que implicaria poca fuerza en la asociacion, probablemente
debido a que en la poblacién estudiada, la severidad de la diarrea no fue alta como el
caso de una diarrea que requeriria hospitalizacién, asi como a las altas tasas de infeccion
asintomatica por enteropatdgenos y/o al efecto en la inflamacion encontrado en la
poblacién. La disminucion del tamafio de la muestra al agrupar diferentes sub
poblaciones pudo también enmascarar el efecto potencial entre diarrea, desnutricion
cronica y/o parametros nutricionales. Un estudio reciente encontré asociaciéon de la
anemia con la presencia de diarrea ocurrida dentro de 15 dias previos a la encuesta en

nifios menores a 5 afios (Cordero, Aguilar, Casanovas, Vargas, & Lutter, 2019)
6.5 EDA y enteropatdgenos:

6.5.1 Subpoblaciones 1y 2

En el presente estudio, pese a que no fue posible acceder a un mayor nimero de
muestras diarreicas por las limitaciones ya mencionadas, es importante considerar que
las muestras de diarrea que fueron analizadas para enteropatdégenos representan una
fraccion de 42.6% y 29,1% del total de nifios cuyas madres reportaron la presencia de
diarrea en la subpoblacién 1y 2 respectivamente,

La diferencia observada entre la presencia de patdgenos de las muestras con y sin diarrea
de 16% (poblacion 1) y de 11.2% (poblacion 2), mostré valores similares al rango
encontrado a otros estudios de cohorte realizados en Asia, Africa y América (12%)
(Platts-Mills et al., 2015), en Africa Sub-Sahariana y Asia (11%) (Kotloff et al., 2013).
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Sin embargo, en otro estudio realizado en China, se encontré una mayor diferencia
(35,2%) (Li et al., 2016) y en Tanzania (24,1%) (Moyo et al., 2017), probablemente
debido a que los patogenos fueron detectados y analizados mediante RCP cuantitativo,

lo que permitié una mayor resolucion al comparar casos y controles.

Asimismo, el analisis de la fraccion atribuible a la diarrea debido a la presencia de
patdgenos entéricos, mostré que en la poblacion estudiada existe una proporcion mayor
de casos con fraccion atribuible desconocida, que podria deberse en parte a patdgenos no
testados que tienen relevancia en la EDA, o0 a otros nuevos aun no descubiertos. En
general, las diferencias encontradas en la proporcion de diferentes enteropatdégenos en
las muestras diarreicas versus no diarreicas con otros estudios, pueden deberse en parte
al tipo de poblaciones analizadas, disparidades en el disefio del estudio, métodos de
deteccion utilizados, el nimero y tipo de patogenos analizados, la prevalencia de los
patdgenos en muestras asintomaticas, asi como a la carga atribuida a patdgenos
relevantes no analizados en este estudio como es el caso de Campylobacter spp,
astrovirus, Cryptosporidium spp, Yersinia. spp. En general, es de esperar que esta
diferencia incremente con el mayor nimero de patégenos, por lo que futuros estudios
deberan incluir a otros patdgenos relevantes para la EDA, asi como una evaluacién de la

carga cuantitativa de los mismos.

Si bien, la presencia de al menos un patégeno entérico detectado, represento el 48,1% y
42,6% de las muestras diarreicas analizadas en la subpoblacion 1y en la subpoblacién 2
respectivamente, los resultados obtenidos al comparar los cuadros diarreicos positivos al
menos a un patégeno, con los cuadros diarreicos negativos a los patdgenos testados, en
relacién a los sintomas clinicos (mediante el indice de Vesikari modificado), sugieren
que en los primeros, los episodios diarreicos fueron de relativa mayor severidad, lo que a
su vez indicaria que los patogenos analizados y/o las combinaciones entre los mismos,
tendrian en conjunto un impacto en la enfermedad o que podrian ser clinicamente mas
relevantes que aquellos patdgenos putativos no detectados en las muestras negativas. Por

otra parte, la proporcion no detectada de patdgenos en ambas subpoblaciones indica que
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probablemente existen otros patégenos no analizados que estan circulando, o bien,
podria tratarse de una fraccion de casos de diarrea no asociada a infecciones por
patdgenos.

En relacién a la presencia de patdgenos en la poblacion 1 sin diarrea (32,1%), este
estudio muestra que las infecciones asintomaticas, sobre todo por DEC, son muy
comunes en nuestro medio, similar a lo observado en otros estudios en paises en
desarrollo (Bonkoungou et al., 2013; Kabayiza et al., 2014; Moyo et al., 2017,
Randremanana et al., 2012) y en claro contraste a los paises desarrollados. Entre las
posibles razones que puedan explicar estos hallazgos, estarian las practicas, habitos y
condiciones higiénicas de la poblacion, sumada a la contaminacién por patdégenos
entéricos a nivel fecal, ambiental, asi como en alimentos, que se supone muy comun en
nuestro medio, por lo que gran parte de los patdgenos analizados tendrian circulacion
endémica y causarian mayor probabilidad de infeccion. En efecto, éste es uno de los
pocos estudios en nifios menores a 6 meses, donde se observa infeccion asintomatica y
coinfecciones por patdgenos entéricos desde muy temprana edad. Este aspecto a su vez
resalta la posibilidad de transmision materna de la infeccion, en particular de ETEC que
es preponderantemente el primer enteropatdégeno que infecta a los nifios. Asimismo, es
importante considerar factores asociados a la susceptibilidad del huésped, la circulacion
asintomatica en adultos (sobre todo en la madre), el efecto protectivo de la leche materna
que podria limitar la multiplicacion de los patdgenos hasta niveles que desencadenen la
diarrea, e incluso la presencia de casos de excrecion prolongada de los patégenos, mas
alla del umbral delimitado en este estudio para incluir a los individuos considerados

controles (>15 dias luego de presentarse la diarrea), etc.

Por otra parte, la presencia de una proporcion considerable de asintomaticos infectados
con patdgenos entéricos, podria ser también un factor relevante para la presencia de
enteropatia ambiental en la poblacion de estudio (Rogawski & Guerrant, 2017) que
podria estar relacionada directa o indirectamente a los alarmantes indicadores
nutricionales observados en la poblacion a diferentes etapas de crecimiento a lo largo del

primer afio, los cuales como se ha visto en este estudio no se asocian especificamente
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con la diarrea. Este aspecto es interesante e importante a ser evaluado en futuros estudios
a nivel comunitario, por las implicaciones a largo plazo en el desarrollo cognitivo del

nino.

El anélisis de la presencia de patdgenos especificos en muestras con diarrea versus sin
diarrea en la poblacion analizada de nifios < a 1 afio de edad (subpoblacién 1), a nivel de
mono infeccion no revel6 asociacidn con alguno en particular a excepcion de NV donde
a nivel de cualquier infeccidn, este virus estda méas cercano a presentar significancia
asociada a la diarrea en claro contraste con los patdgenos bacterianos. Este patron se vio
mas claramente en los nifios menores a 5 meses (subpoblacién 2) donde tanto las
infecciones NV (cualquier infeccion) y las por cualquier infeccion viral (NV y RV) se
muestran significativas con la EDA. Esto sugiere en general que, en la poblacién
estudiada, a nivel de la diarrea ambulatoria, las infecciones virales, a nivel de cualquier
infeccion son mas relevantes para la diarrea, que las bacterianas. Esto contrasta con
estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo en nifios hospitalizados con
diarrea con patdgenos bacterianos como DEC (Gonzales Siles et al., 2013; Rivera et al.,
2013). Sin embargo, cabe aqui también considerar que la asociacion con la diarrea

podria no revelarse debido al tamafio muestral,

Es interesante observar el patron de infeccion de NV que difiere a diferentes rangos de
edad, donde en nifios menores a 6 meses presenta asociacion con la diarrea y a edades
mayores circula, aunque en mayor frecuencia, pero preponderantemente de forma
asintomética. Esto sugiere que la infeccion temprana al ser sintomética desencadenaria
un efecto protector a edades mayores, donde no se previene la infeccion, pero si la
enfermedad, por lo que la futura vacuna contra NV deberia estar dirigida sobre todo a
niflos menores a 6 meses. Asimismo, la presencia de NV en casos asintomaticos en
mayor frecuencia que RV, sobre todo en los nifios mayores a 6 meses, sugiere que NV

es mas propenso que RV a presentarse en forma asintomatica en infecciones recurrentes.

Lo que, si resalta el estudio en ambas subpoblaciones, son las coinfecciones que

mostraron ser significativas o al borde de la significancia, tanto en conjunto (DEC,
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virus) como a nivel de coinfecciones por patdgenos especificos como NV, RV y
categorias especificas de DEC. Las coinfecciones comprendieron un grupo heterogéneo
donde se encontraron combinaciones Unicamente bacterianas o virales, o entre virus con
bacterias y a su vez mezclas dobles o triples en un mismo nifio. Las modalidades mas
frecuentes fueron por una parte dentro las DEC y dentro los virus ambos presentes en
similar proporcion. Por otra parte, a nivel de cada patdgeno individual resaltan las
coinfecciones de NV y las de EAEC.

Por lo tanto, DEC sobre todo EAEC, cuando se manifiesta en coinfeccion deberia ser
considerada como agente causal potencial. En el estudio de Koh y colaboradores en
muestras diarreicas de nifios hospitalizados se encontré un 18,1% de coinfecciones,
siendo las mas comunes las virales donde la coinfeccion entre RV-NV alcanz6 un 64%
(Koh, Baek, Shin, Chung, & Jee, 2008). La presencia de coinfecciones de virus-virus,
virus-bacterias o bacterias-bacterias asociadas a la EDA ha sido observada también en
otros estudios (Bonkoungou et al., 2013; Kabayiza et al., 2014; Shrivastava et al., 2017)
a la par del rol de las mono-infecciones por patdgenos virales como RV y NV,

bacterianos (Shigella) y parasitarios (C. parvum).

En el presente estudio, el rol de las coinfecciones en la asociacion a la diarrea
correlaciona con la diferencia encontrada en el numero y promedio de patdgenos en las
muestras con diarrea (16,7%) y sin diarrea (5,4%). Se observd que las coinfecciones
estan presentes ya desde el primer mes de edad y van incrementando con la edad. Podria
por lo tanto potencialmente inferirse que, en la poblacion de estudio, la diarrea se
presenta con mayor prevalencia en parte cuando las coinfecciones incrementan en mayor
namero (desde los 5-6 meses) que correlacionaria con una mayor actividad vy
movimiento del nifio, con la transicion a la lactancia parcial lo que a su vez
incrementaria las posibilidades de mayor infeccion por patdgenos en el ambiente o por

infeccion fecal-oral.

Las infecciones mixtas en general dificultan el analisis de las relaciones causales entre

un patégeno especifico y la diarrea, sobre todo al analizarse la diarrea ambulatoria donde
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la severidad de la infeccion es generalmente menor. Sin embargo, es posible considerar
un escenario donde -en ambientes donde los patdgenos circulan de forma endémica, con
alta prevalencia asintomatica de la infeccion-, las infecciones mixtas podrian contribuir
al desarrollo de la enfermedad. Asi, a partir de los datos de la prevalencia de las
coinfecciones en las muestras con diarrea (16,7%) en contraste a las sin diarrea (4,6%) y
su clara asociacion con la EDA, se podria inferir el impacto conjunto ya sea patdgenos
virales o combinados con los bacterianos, en el desencadenamiento de la diarrea. Por lo
que, en este tipo de poblaciones la etiologia de la EDA seria de caracter multifactorial y
estaria ocasionada mayormente no solo por un solo patégeno sino por la accién de mas
de un patdgeno. Lo que implicaria que dada la prevalencia de infecciones asintomaéticas
de patdgenos entéricos que se observa en paises en desarrollo, la EDA se desencadenaria
sobre ese fondo (background) de infecciones, por la adicion de nuevas infecciones que
incrementarian la carga patogenica y/o presentarian efectos sinérgicos que provocarian
la diarrea. Por otra parte, el impacto de las monoinfecciones seria més evidente en el
caso de las diarreas que requieren hospitalizacion como las infecciones por RV o NV.
Estos datos muestran un patron similar a otros trabajos realizados en los Gltimos afos,
tanto de estudios caso control de anélisis de la diarrea ambulatoria (Bhavnani, Goldstick,
Cevallos, Trueba, & Eisenberg, 2012) como en casos hospitalarios (Kabayiza et al.,
2014; Koh et al., 2008). En el estudio de Bhavnani y colaboradores realizado en
Ecuador, se observé que las coinfecciones pueden causar una diarrea mas severa que las
monoinfecciones, observandose sinergismo entre algunos patdgenos como RV y Giardia
lamblia y RV y E. coli (Bhavnani et al., 2012). Por otra parte, en el estudio realizado por
Moyo y colaboradores, se encontrd6 que la patogenicidad de cada organismo se
incrementa durante la infeccion en el caso de RV y Giardia y NV(GII) y EAEC mientras
que disminuye en el caso de NV(GII) y EPEC. La severidad de la diarrea no se vid
afectada por la presencia de las coinfecciones entre RV y Giardia lamblia y NV(GII) y
EAEC (Moyo et al., 2017).

Asimismo, es importante considerar que la interaccion virus-bacterias podria facilitar la

replicacion y transmision de los primeros. Por lo tanto, es probable que las coinfecciones
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con DEC en el intestino humano, afecten la probabilidad de infeccion con virus
entéricos como NV y RV. Esto debido a que, la union de estos virus a los antigenos
HBGA expresados en las bacterias podria potencialmente incrementar la retencion o
estabilizacion de los virus en el tracto intestinal y por ende la infeccion. Se ha visto por
ejemplo el efecto protectivo que la union de NV a bacterias que expresan antigenos
HBGA, podria conferir proteccion al virus durante el stress por calor (Li, Breiman, le
Pendu, & Uyttendaele, 2015).

Al evaluar de forma preliminar la interaccion bioldgica entre patdgenos coinfectantes
asociados a la diarrea usando escalas aditivas y multiplicativas se observé que existiria
un potencial sinergismo entre NV(GII) y EAEC, NV(GI y GIlI) y entre ETEC-EAEC
(datos no mostrados). Sin embargo, se requiere un mayor nimero muestral para evaluar
estas interacciones. Cabe sefialar que la mayoria de los mecanismos de patogenicidad y
virulencia de patégenos entéricos han sido evaluados de forma individual (Kaper et al.,
2004; Nataro & Kaper, 1998). Por lo que aun se conoce poco sobre los mecanismos que
expliquen estas interacciones en la enfermedad diarreica. Por lo tanto, este estudio
similar a otros, muestra que las estrategias para la reduccion de la carga de la
enfermedad diarreica a nivel de la comunidad, deberian abordarse considerando la
presencia de patdgenos multiples (Platts-Mills et al., 2015), y no Unicamente
monoinfecciones, sobre todo luego del impacto que ha tenido la vacunacion contra el
RV.

En relacion a RV, se observa que en areas donde aln no se introdujo la vacunacion, este
presenta la mayor fraccion atribuible a la EDA en amplia ventaja a otros
enteropatdgenos (Platts-Mills et al., 2015). Es importante resaltar que la poblacion de
nifios analizada en este estudio, recibi6 la vacuna contra RV (Rotarix,GlaxoSmithKline,
Rixensart, Belgium), con una cobertura en el periodo de estudio en la primera dosis de
87,2% vy en la segunda dosis de 85,2%. La vacunacion contra RV tuvo probablemente un
impacto en los datos de este estudio, dado que la ausencia de RV en la mayoria de los

casos diarreicos probablemente redujo la fraccion atribuible a la EDA en comparacion a
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la época prevacunal. La vacunacion contra RV (vacuna Rotarix) se administra a la
poblacion infantil de Bolivia, desde el afio 2008, por lo que a la fecha del estudio la
circulacion del virus a nivel ambulatorio fue probablemente muy baja o estuvo por
debajo del limite detectable por el método de ELISA. Los Unicos tres casos donde se
detect6 a RV fue en muestras diarreicas, 2 de los cuales en nifios menores a 4 meses con
dosis incompleta de vacunacion. Asimismo 2 de los 3 casos se presentaron en
coinfeccion con EAEC. Datos del IBMB del periodo prevacunal reportan (datos no
publicados) entre un 15-25% de prevalencia de RV en nifios menores a 3 afios con
diarrea ambulatoria. Comparando estos datos con los del presente estudio en nifios
menores a un afio (1.6% en subpoblacion 1), se observa que a nivel comunitario se
habria disminuido la prevalencia del virus entre un 89,3% a 93,6%. Estos datos sugieren
que los beneficios de la vacunacion se extienden también a prevenir la diarrea
ambulatoria, la cual no necesariamente requiere una visita hospitalaria y muchas veces
no esta registrada. Esos datos van en concordancia con los obtenidos en el IBMB sobre
el impacto de la vacuna Rotarix en los casos de diarrea aguda que requiere

hospitalizacién y/o consulta externa (Inchauste et al., 2017).

Estos datos muestran que la vacunacion contra el RV ha modificado la epidemiologia de
la diarrea, no sélo con relacion especificamente al RV, sino en la importancia relativa
del resto de agentes causales, asi como la relacion entre la mono infeccion y la infeccion

maultiple de enteropatdgenos con la fraccidn atribuible a la diarrea.

6.5.2 Estudio de norovirus: subpoblacién 3
El estudio en la subpoblacién 3 comprende un analisis longitudinal a lo largo de 4 0 mas
visitas, por lo que cuenta con un tamafio muestral de controles méas representativo. La
prevalencia de NV encontrada en muestras diarreicas (19,2%) y no diarreicas (7,9%) en
esta subpoblacion es comparable a resultados similares en otros estudios de cohorte
como el de Rockx et al. (19,7-4,5%) en Holanda (Rockx et al., 2002), de O"Ryan et al.,
2009 (18-8%) en Chile (L O'Ryan et al.,, 2009), de Lopman et al; 2015 en nifios
ecuatorianos (18-18%) (Lopman et al., 2015) y de Rohuani et al., 2016 (23,5-19%) en 8
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paises de Asia, Africa y América Latina (Rouhani et al., 2016). De igual manera la
incidencia de NV encontrada es similar al resultado reportado por el estudio de Lopman,
pero mayor en el caso de sintomaticos (Lopman et al., 2015). En este trabajo se
identificaron los dos genogrupos NV(GI), NV(GII) mas relevantes que infectan a
humanos a nivel mundial. De igual manera la preponderancia observada del genogrupo
NV/(GII), es similar a otros estudios (Lopman et al., 2015; McAtee et al., 2016; Rouhani
et al., 2016). Una de las limitaciones del estudio esta en que no se identificaron los
genotipos mas prevalentes mediante métodos moleculares y filogenéticos, por

restricciones en el presupuesto.

En esta subpoblacion, se resalta la alta tasa de infeccion de NV donde alcanza en el
estudio una tasa total de infeccion de 42%, (45 /107 nifios), esto revela una alta
prevalencia del virus en la poblacion estudiada cuya circulacion alcanza un pico entre
los 7 meses con incrementos consecutivos hasta los 12 meses de edad. Es ampliamente
conocido que estos virus son muy eficientes en su capacidad diseminativa, debido a
multiples factores, como: baja dosis infecciosa, estabilidad ambiental, diseminacion
prolongada (aun en ausencia de manifestaciones clinicas) y diversas rutas de transmision
(Graaf et al., 2016). Debido a su elevada variabilidad genética al contener un genoma de
RNA y a que no producen inmunidad que evite completamente la reinfeccion, un
individuo puede sufrir varias infecciones por NV. Asimismo, los datos de prevalencia de
la diarrea encontrada a nivel de muestras con al menos una infeccién por NV en
contraste a las muestras sin diarrea, muestran claramente que NV es un patdgeno
importante endémico de las EDAs ambulatorias tanto a nivel de mono infeccion como
de cualquier infeccion donde el riesgo de adquirir EDA por NV es mayor en nifios
menores a 6 meses y donde generalmente se observa que la diarrea puede ser mas
severa. Esta parte del estudio por lo tanto confirma la tendencia de asociacién de NV

con la diarrea que ya se observé en las subpoblaciones 1y 2.

El rol de los NV como agente etioldgico de la diarrea se ha documentado y evidenciado

cada vez mas en la dltima década, tanto en paises en desarrollo como desarrollados,
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sobre todo en el periodo posterior a la introduccion de la vacuna anti-rotaviral, donde
NV ha pasado a ser el principal agente de la gastroenteritis aguda. A nivel global el
promedio de deteccion de NV estd alrededor del 12% (Ahmed et al, 2014),
observandose también que la prevalencia es mayor en nifios hospitalizados que en

ambulatorios.

Finalmente, uno de los hallazgos relevantes de este estudio fue la asociacion negativa de
la infeccion por NV con la concentracion de vitamina A (RBP uM/L). La relacion entre
vitamina A y NV fue sefialada ya en el 2007 en estudios previos en nifios mexicanos
donde se observo que la administracion de vitamina A reduce la tasa de infeccion NV
Gl y que los nifios tratados con vitamina A tuvieron un decremento de la incidencia de
la diarrea asociada a NV, Gl y Gll y a una menor duracion de la diarrea causada por este
virus. Posteriores estudios mostraron que la vitamina A tendria diferentes efectos sobre
cada genogrupo de NV a novel de la respuesta inmunitaria de la mucosa intestinal con
niveles incrementados de las quimoquinas MCP1 y IL-8 en el caso de Gl y GlI
respectivamente con reduccion en ambos de IL-6 en nifios con suplementacion de
vitamina A (Long et al., 2011). El &cido retinoico de la vitamina A contribuye a la
respuesta adaptativa e innata, dado que deficiencias en este compuesto afectan a la
respuesta inmune por lo que se cree que existiria un efecto antiviral protectivo de la
vitamina A que inhibiria la replicacion de NV in vivo e in vitro (Lee & Ko, 2016). Este
efecto podria estar mediado directa o indirectamente también por modulacion de la
vitamina A en la microbiota intestinal considerando que cepas de Lactobacillus pueden
inhibir la replicacion in vitro de NV (Lee & Ko, 2016). Por lo que la activacion de la
respuesta inmune por acido retinoico podria generar cambios en la microbiota asociada a
la presencia de perfiles de citoquinas especificas donde estaria involucrado el IFN-f en
la respuesta antiviral (Lee & Ko, 2016).

Estos datos podrian servir de base a futuros estudios para evaluar el efecto de vitamina A
en la susceptibilidad a la infeccion por NV en una poblacién de mayor tamafio.

Asimismo, estos datos tienen potencial para evaluar la provision de vitamina a nifios a
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edades méas tempranas o a las madres por més tiempo durante la lactancia, como parte de

las intervenciones en Salud Publica.

Futuros estudios deberan evaluar la relacién de la infeccion de NV con antigenos histo-

sanguineos y con el estatus secretor de la fucosil transferasa (Lopman et al., 2015).

Por ultimo, entre las limitaciones de este estudio, ademas de las ya mencionadas esta él
no contar con un nimero de muestras suficientes para evaluar las reinfecciones por NV
que permita distinguir algun efecto protectivo especifico de los genogrupos de NV sobre

las mismas.
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7 CONCLUSIONES

e En la poblacion total de estudio (N=403 nifios) se encontraron
deficiencias nutricionales multiples, en diferentes etapas de crecimiento a
lo largo del primer afio de vida, las cuales se caracterizan por :

» Alta prevalencia de anemia (71,6%) vy deficiencia de
micronutrientes como vitamina A (71,4%) y zinc (84,7%), durante
los primeros 4 meses de edad.

» Incremento de la prevalencia de la anemia (83,9%), reduccion de
la deficiencia de la vitamina A (hasta un 24,7%) y leve reduccion
de la deficiencia de zinc (hasta un 75,7%) entre los 8 al2 meses.

» Presencia de bajo peso (11,6%), desnutricion cronica (19,6%) en
niflos < a 4 meses. Estos valores encontrados, se redujeron
progresivamente al alcanzar la edad de 12 meses

> Alta deficiencia de ferritina que se reveld de forma progresiva
entre el 5-7 mes (39,8%) hasta el 8-12 mes (64,7%).

e En la poblacidn total de estudio (N=403 nifios) se evidencié la presencia
de inflamacion aguda medida a través de PCR y AGP desde el 1-2 mes de
vida (9,1% vy 6,6% respectivamente). Estos valores, luego se
incrementaron en el 5-7 mes de edad (17,5% y 11,2% respectivamente).
Entre los 8-12 meses de edad, se observd el decremento de PCR (11,5%)
y ligero incremento de AGP (13,7%).

e La prevalencia de la diarrea en la poblacion en estudio (N=403 nifios) fue
de 62,7%, con una incidencia de 1,16 episodios por nifio por afio. De los
414 episodios de diarrea registrados, 89,6% fueron de diarrea aguda con
un puntaje modificado de Vesikari cuya media de severidad fue de 3,8 =
1,6.
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e EI andlisis entre la diarrea, las caracteristicas sociodemograficas, de
nutricién, de inflamacion y de tipo de lactancia evidencio que:
En la poblacién total de estudio (N=403 nifios), existe asociacion
significativa de la diarrea con los siguientes parametros:
> Inflamacion aguda evaluada a través de PCR con un valor de RR
ajustado por edad y sexo de 2,2 (IC 95%; 1,5-3,1; p=0,001).
» Inflamacion aguda evaluada a través de AGP con un valor de RR
ajustado por edad y sexo de 1,9 (IC 95%: 1,3-2,9; p= 0,004).
» La lactancia exclusiva o principal con un valor de RR ajustado por
edad y sexo de 0,7 (IC 95%: 0,5-0,9; p= 0,006).

Tanto en la subpoblacion 1 y en la subpoblacién 2, se observd la
asociacion significativa de la diarrea con la inflamacion aguda (PCR) con
un valor de RR ajustado por edad y sexo de 6,6 (IC 95%: 3,8-11,7; p=
0,000) y 4,5 (IC 95%: 2,3-8,7; p= 0,001), respectivamente.

No se observaron diferencias significativas de la diarrea con las
caracteristicas sociodemogréaficas y de nutricién tanto en la poblacion

como en las subpoblaciones del estudio.

e La subpoblaciones 1y 2 presentaron en general una prevalencia de infeccién
con al menos un patégeno entérico de 46.5 y 32,9 respectivamente.
Asimismo, en ambas poblaciones el 32.1% y 31,4% de los nifios
asintomaticos presentaron infeccién con al menos un patégeno entérico.

e La infeccion por bacterias (DEC) predomino sobre la infeccion por virus
(norovirus y rotavirus) en una razon de 3,0.

e El analisis entre la diarrea y el porcentaje de patogenos, asi como el nimero
y promedio de patdgenos mostraron asociacion significativa con la diarrea:

» En la subpoblacion 1, el porcentaje de patdgenos presentd un valor
de RR ajustado por edad y sexo a de 1,4 (IC 95%; 1,2-1,7; p=
0,016). Por una parte, el numero de patogenos (> 2 patdogenos)
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presentd un valor de RR ajustado por edad y sexo de 1,7 (IC 95%:
1,4-2,0; p= 0,004). Por otra parte, el promedio de patégenos,
presento significancia evaluada mediante el test de student con un
valor de p de 0,024.

» En la subpoblacion 2, el nimero de patogenos (>2 patdgenos)
presentd significancia con un valor de RR ajustado por edad y
sexo de 3,5 (IC 95%: 1,8-5,8; p= 0,000). Asimismo, el promedio
de patdgenos con un valor de p cercano al limite (p= 0,069).

e EI andlisis entre la prevalencia de los patogenos entéricos (norovirus,
rotavirus y DEC) y la diarrea, mostro que:

» En la subpoblacién 1, norovirus presentd asociacion significativa
al limite de la significancia, a nivel de cualquier infeccién con un
valor de RR ajustado por edad y sexo de 1,4 (IC 95%: 2,1-1,7; p=
0,068).

» En la subpoblacion 2, se observo que norovirus y rotavirus a nivel
de cualquier infeccion, presentaron valores de RR ajustados por
edad y sexo de 2,4 (IC 95%: 1,2-4,1; p= 0,058) respectivamente.

» En conjunto las infecciones virales (norovirus y/o rotavirus)
mostraron asociacion significativa con la diarrea a nivel de
cualquier infeccion en contraste a las infecciones causadas por
DEC, observandose:

o En la subpoblacion 1 y 2, se encontré un valor de RR
ajustado por edad y sexo de 1,5 (IC 95%: 1,3-1,8; p= 0,018)
y de 3,1 (IC 95%: 1,7-5,0; p= 0,023) respectivamente.
e El analisis entre la diarrea y las coinfecciones mostraron asociacion
significativa con la diarrea:

» En la subpoblacion 1 se observé un valor de RR ajustado por edad

y sexo de 1,7 (IC 95%: 1,4-2,0; p= 0,004). El anélisis de la

composicion de las coinfecciones, mostro que a nivel de grupo,

128



tanto DEC, como los virus y a nivel individual EAEC y norovirus
mostraron valores de significancia o valores cercanos a la misma.

» En la subpoblacion 1 al comparar el grupo etareo de nifios
menores y mayores a 6 meses se encontrd asociacion significativa
a nivel de las coinfecciones en los nifios > a 6 meses con un valor
de RR ajustado por edad y sexo de 1,7 (IC95%: 1,3-2,2; p=
0,035).

» En la subpoblacion 2 se observé un valor de RR ajustado por edad
y sexo de 3,5 (IC 95%: 1,9-5,9; p= 0,003). Tanto DEC (p= 0.016)
y a nivel individual EAEC y norovirus (p= 0,04 y 0,061,
respectivamente) mostraron significancia.

e El anélisis de la distribucion de patdgenos circulantes en nifios menores y
mayores a 6 meses a partir de los datos de las subpoblaciones 1 y 2
mostroé que,

» ETEC se caracteriz0 por ser el patotipo que infecta mas
tempranamente alcanzando a los 6 meses de edad un porcentaje
acumulativo de infeccion mayor que el resto de patdgenos
entéricos, seguido de EAEC, norovirus y EPEC.

» Lainfeccion por DEC se presenta a lo largo del primer afio de
vida sin presentar asociacion con la diarrea.

» Lainfeccién por norovirus en nifios menores a 6 meses edad
contrasta con la de DEC por la asociacién del primero con la
diarrea, a edades mayores norovirus incrementa su frecuencia de
infeccion sin presentar asociacion con la diarrea

» Las coinfecciones se presentan desde el primer mes de vida e
incrementan paulatinamente a medida que el nifio se infecta con

nuevos patdgenos.
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» Se observaron muy pocas infecciones por rotavirus y inicamente
en muestras diarreicas preponderantemente de nifios con dosis
incompleta de vacunacion y en forma de coinfeccion con EAEC.

e El andlisis de la infeccion y la diarrea por norovirus a lo largo de los
primeros 12 meses de vida y su relacion con los parametros nutricionales
en la subpoblacion 3 mostré:

» Una prevalencia de la infecciéon para norovirus de 19,2% y una
incidencia de 51 infecciones por nifio por afo.

» Asociacion de la infeccion por norovirus con la diarrea con un
valor de RR ajustado por edad y sexo de 2,3 (IC 95%: 1,2-3,5; p=
0,002). Asimismo, la infeccién de NV Gl y de NV GII mostraron
valores de RR ajustados a la edad y sexo de 2,4 (IC 95%: 1,0-4,1;
p=0,012) y de 2,1 (IC 95%: 1,0-3,5; p= 0,016) respectivamente.

» En el grupo etareo < 6 meses se observo asociacion significativa
con la diarrea para cualquier infeccion y mono infeccion de
norovirus con un valor de RR ajustado por edad y sexo de 3,6 (IC
95%: 2,2-5,6; p= 0,003) y de 3,2 (IC 95%: 1,8-5,1; p= 0,018)
respectivamente. Asimismo, a nivel de cualquier infeccion se
observd asociacion significativa de NV(GI) y NV(GII), con la
diarrea con un valor de RR ajustado por edad y sexo de 3,5 (IC
95%: 1,9-5,9; p= 0,023), de 3,7 (IC 95%: 2,0-6,5; p= 0,009)
respectivamente.

» El andlisis con los parametros nutricionales revel6 mediante
regresion logistica una asociacion significativa de la infeccion de
norovirus con la vitamina A (p= 0,008) con una tendencia

negativa (Coeficiente = -2,804).
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ANEXO A

COMITE NACIONAL DE BIOETICA

] Comision de ética de la investigacion

CERTIFICADO DE AVAL ETICO

A quien corresponda:

La Comisidn de Etica de la Investigaciéon del Comité Nacional de Bioética (CEI-CNB), tiene a bien
informar que fue presentado a la CEI-CNB, para su revisidon y aval ético el proyecto “Evaluacion
de la relacién entre el estado nutricional, la respuesta inmunoldgica a la vacuna anti-rotaviral
y la enfermedad diarreica aguda en la poblacion infantil de El Alto, Bolivia”, por la Emory
University, Instituto de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad Mayor de San
Andrés (UMSA) y el Centro de Atencién Integral para Adolescentes (CAIA).

Dicho proyecto fue evaluado bajo la normativa internacional, que indica los criterios éticos que
se toman en cuenta para todo proyecto de investigacién que involucra seres humanos:

1. Validez cientifica (disefio metodoldgico bien formulado)

2. Seleccién equitativa de la muestra (tomando en cuenta principalmente a grupos
vulnerables)

3. Validez social (pertinencia, atingencia y relevancia del proyecto)

4. Relacién Riesgo/Beneficio (viendo que el riesgo sea minimo y mayor el beneficio para
los sujetos de estudio)

5. El Consentimiento Informado (documento redactado de una manera clara,
comprensible y lo suficientemente informativo para el sujeto de investigacién)

Una vez verificadas las correcciones hechas por los Investigadores principales, en base a las
observaciones de la CEl, es que se tiene a bien certificar que dicho proyecto cumple con todos
los requisitos éticos arriba mencionados, por lo que los miembros de la CEI-CNB le otorgan el
respectivo AVAL ETICO, para la prosecucién en su ejecucion.

Atentamente

Dr. Javier Luna Orosco E.
COORDINADOR COMITE NACIONAL DE BIOETICA

La Paz, 9 de Abril de 2013

145



