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Resumen: La Escherichia coli diarreogénica (DEC) afecta a la poblacion infantil en Venezuela, sin embargo, pocos estudios han evaluado
la respuesta inmune frente a DEC y el papel de la lactancia materna. Se analizo, en 100 nifios sanos < 5 afios, la respuesta IgA secretora
(IgAs) en saliva frente a cepas de E. coli portadoras de serogrupos “O” asociados a DEC. Se utilizé un ELISA indirecto y como antigenos
cepas inactivadas de E. coli distribuidas en dos mezclas: A (serogrupos 055, 0111, 0119, 0126) y B (serogrupos 0127, 0125, 0142).
Para los anélisis se utilizaron las pruebas Chi-cuadrado (p<0,05), Odds Ratio (OR), y medias moviles. El 81,3% de los nifios presentd
respuesta Unicamente a la mezcla A; 6,2% reaccion6 exclusivamente a la mezcla B y 12,5% presentaron respuesta a ambas mezclas. En el
grupo de 11-27 meses se observd un nimero significativo de nifios con respuesta frente a las cepas evaluadas (68,9 %), al compararlo con
el de 0-10 meses (26,5%; p< 0,000) y 28-59 meses (38%; p=0,001). Se determind una relacidn inversa entre la lactancia materna y la
respuesta a IgAs en saliva frente a las cepas evaluadas (p=0,002; OR=0,171; 0,051-0,576). El estudio aporta conocimiento sobre la
respuesta inmune a las DEC y fortalece las medidas de prevencidn como la lactancia materna.
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Secretory immunoglobulin A (IgAs) in saliva against Escherichia coli strains carrying
serogroups O associated with diarrheagenic Escherichia coli in healthy infants under 5

Abstract: Diarrheal Escherichia coli (DEC) infects the child population in Venezuela; however, few studies have evaluated the immune
response against DEC and the role of breastfeeding. The secretory IgA response (IgAs) in saliva against E. coli strains carrying serogroups
“O” associated with DEC was analyzed in 100 healthy children <5 years old. An indirect ELISA and inactivated E. coli strains distributed
in two mixtures as antigens were used: A (055, 0111, 0119, 0126 serogroups) and B (0127, 0125, 0142 serogroups). Chi-square tests
(p<0.05), Odds Ratio (OR), and moving averages were used for the analyses. Eighty-eight percent (81.3%) of the children responded only
to mixture A; 6.2% reacted exclusively to mixture B, and 12.5% responded to both mixtures. In the 11-27 month group, a significant
number of children responded (68.9%) when compared to the 0-10 month group (26.5%; p < 0.000) and 28-59 (38%; p=0.001). An inverse
relationship was found between breastfeeding and the 1gAs response in saliva against the strains evaluated (p=0.002; OR=0.171; 0.051-
0.576). The study provides knowledge about the immune response to DEC and strengthens prevention measures such as breastfeeding.
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Introduccion

El sistema gastrointestinal de los humanos es
colonizado a temprana edad por la bacteria Escherichia
coli (E. coli) generando una coexistencia de beneficios
mutuos. Pero, algunas cepas del microorganismo
adquieren mecanismos de patogenicidad que les confieren
ventajas evolutivas y ocasionan una serie de enfermedades
en los humanos. Estos mecanismos de virulencia estan
codificados por grupos de genes que pueden transferirse
entre las cepas por diferentes mecanismos, y originar
nuevas combinaciones, sin embargo, solo las mas exitosas
son las que persisten. De manera que, se han descrito hasta
los momentos tres grandes grupos de E. coli que producen
enfermedades: las cepas de E. coli que causa diarrea
(DEC), las que originan infecciones urinarias (UTIs) y las
que generan cuadros de sepsis/meningitis [1-3]. En el
grupo de las DEC, segln los mecanismos de virulencia
definidos, se han determinado 6 patotipos: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégena (ECEP),
E. coli enterohemorragica (STEC/EHEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y
la E. coli con adherencia difusa (DAEC) [3].

Ademas, los patotipos de E. coli, dependiendo de la
composicion del antigeno O (OAg) del lipopolisacarido
(LPS) de la membrana externa bacteriana, se han
clasificado en serogrupos. EI OAg esta constituido por
unidades de oligosacaridos variables que pueden contener
entre dos a ocho residuos de azlcares [2], lo que ha
permitido establecer diferencias o semejanzas (en menor
grado) entre los distintos patotipos de E. coli. De esta
forma, a pesar de la gran variedad de serogrupos de E. coli
detectados hasta los momentos (185; O1-0185), se han
reportado serogrupos asociados mayormente a un patotipo
especifico de DEC como, por ejemplo: ETEC serogrupos
08, 06, 078 y 025; ECEP serogrupos 055, 086, 0111,
0114, 0119, 0127 y 0142 y STEC/EHEC serogrupos
0157, 026, 045, 0103, 0111, 0121y 0145 [4,5].

Igualmente, se ha demostrado que el OAg es altamente
inmunogénico y juega un papel importante en la
adherencia bacteriana [6-8]. Asimismo, los estudios
sefialan que es poco probable una activacion eficaz de la
inmunidad contra las células bacterianas sin la induccion
de una respuesta inmune frente a los OAg de la pared
celular, como lo reporta un trabajo donde se detectaron
titulos elevados de anticuerpos séricos contra los OAg
asociados a cepas de DEC [9].

La respuesta inmune inducida por los patogenos
entéricos como las DEC es tanto sistémica como de
mucosas, aunque esta Ultima se considera la mas
importante en la lucha contra las infecciones entéricas [10-
13]. En este aspecto, las investigaciones reportan que los
anticuerpos producidos en la mucosa intestinal (Tejido
Linfoide Asociado al Intestino, GALT), principalmente la

inmunoglobulina A secretora (IgAs), son los responsables
de prevenir la colonizacion y adherencia de las bacterias a
los enterocitos [11]. Ademas, los linfocitos sensibilizados
en el GALT migran a través del torrente sanguineo a
lugares extraintestinales como el estroma de las glandulas
salivares, y se diferencian en células plasmaticas que
producen IgAs especifica [13].

Se ha determinado, que la IgAs es especialmente critica
en los primeros afios de vida, sin embargo, durante el
periodo postnatal s6lo se observan rastros de IgAs en las
secreciones externas humanas como la saliva, por lo que
la defensa del recién nacido depende del suministro de
anticuerpos IgAs de la leche materna. En este aspecto, se
ha evidenciado que solo hasta los dos afios se constituye
una barrera adecuada en las mucosas [14,15], no obstante,
los diferentes factores implicados en este proceso de
maduracién no estdn bien establecidos y los estudios
muestran que la edad a la cual se genera la respuesta en
los nifios varia segn una serie de factores ambientales y
culturales [16], lo que impulsa la realizacion de estos
estudios en cada region y pais.

Los estudios epidemiolégicos y etioldgicos describen a
ECEP y ECET como las principales DEC que afectan a la
poblacion infantil, como lo demuestra una revision
sistemética sobre los trabajos publicados entre 1990 y
2011 en distintos paises, que reporta a ECEP como la méas
importante DEC causante de muerte en la poblacién
menor de 5 afios [17]. Otro estudio, realizado por
investigadores de Per( en la poblacién menor de 3 afios,
mostrd una importante prevalencia de EPEC en las
muestras de heces diarreicas; este estudio ademas reporto
que la incidencia de ECEP aumenté con la edad, siendo el
grupo con mayor frecuencia de aislamientos el de 13-24
meses [18]. Recientemente, un trabajo multicéntrico
realizado en varios paises (Dhaka, Bangladesh; Vellore,
India; Bhaktapur, Nepal, Naushero Feroze, Pakistén;
Venda, Sudafrica; Haydom, Tanzania; Fortaleza, Brasil; y
Loreto, Pert), que analizé las muestras de nifios menores
de 1 afio con diarrea aguda, determiné que ETEC y ECEP
son las DEC mas importantes, con frecuencias entre
14,9% y 5,4%, respectivamente [19]. Nuestro pais no
escapa a esta problemética, como lo demuestran los
trabajos realizados en el estado Sucre y en Caracas, los
cuales reportan a ECEP y ETEC como las principales
DEC en la poblacion infantil [20-24].

Sin embargo, a pesar de que las DEC son importantes
agentes causales de diarrea aguda infantil en Venezuela,
no se han publicado en el pais trabajos sobre la
inmunologia de la infeccion por estos agentes,
desconociéndose la edad a la cual se genera la respuesta
inmune frente a las DEC y su relaciéon con la practica de
la lactancia materna. Por estos motivos y dado que la
recoleccion de saliva es un método simple, rapido y no
invasivo [25], el presente trabajo tuvo como objetivo
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evaluar en la poblacién menor de 5 afios sana, la respuesta
IgAs en saliva frente a cepas de E. coli de referencia
portadoras de serogrupos O asociados a DEC. Ademas, se
valoré la relacion entre la practica de lactancia materna 'y
la respuesta IgAs en saliva observada frente a estas cepas.
La investigacion se realizo en el Instituto de Biomedicina
Dr. Jacinto Convit del Ministerio del Poder Popular para
la Salud (MPPS) con el apoyo de la consulta de nifios
sanos del Servicio de Pediatria del Hospital Vargas de
Caracas.

Materiales y métodos

Caracteristicas de la poblacién, consentimiento
informado y datos recolectados: se realiz6 un estudio
observacional, analitico, transversal y de campo. La
poblacion estuvo constituida por 100 nifios menores de 5
afios sanos (47 del género femenino y 53 del masculino),
que asistieron a la Consulta de Nifios Sanos del Servicio
de Pediatria del Hospital Vargas de Caracas. Se
excluyeron los nifios cuyas historias clinicas reportaron
antecedentes prenatales de enfermedades crdnicas,
presencia de enfermedades crénicas, infecciones virales o
bacterianas, enfermedades de probable etiologia alérgica,
ingesta de cualquier medicacion, infeccion aguda o
cronica de la cavidad oral y cualquier otra patologia
detectada en el momento del examen fisico.

Antes de ser incluido el nifio en el estudio, se informé y
explico de forma oral a los padres o representantes los
siguientes puntos: proposito de la investigacion,
beneficios, tipo de muestra, pruebas, analisis a realizar y
la confidencialidad de la informacidn (se explicé sobre el
manejo, administracién y difusién de la informacién
recolectada). La participacién fue voluntaria y una vez
explicados los alcances e implicaciones del trabajo, se
firmo el consentimiento informado. Se recolectaron los
siguientes datos: edad, género y la practica alimentaria, la
cual se clasifico segun los criterios de alimentacion
infantil descritos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) [26]. De esta forma, la practica alimentaria se
dividié en tres grupos: un grupo comprendido por los
nifios que lactan leche materna exclusiva (LME), un
segundo grupo de nifios que toman leche materna y
alimentos sélidos, semisélidos o suaves (LM+OTROS) y
un tercer grupo constituido por los nifios que no toman
leche materna (OTROS).

Toma de la muestra de saliva: las muestras de saliva se
recolectaron del piso de la boca de los nifios, de forma no
estimulada, utilizando goteros de plastico estériles y se
transfirieron inmediatamente a un tubo con &cido
etilendiaminotetraacético (BD- Vacutanier® - EDTA). La
toma de la saliva se realiz6 una hora después de la
alimentacion del nifio para evitar contaminacion con

elementos alimenticios. Las salivas se centrifugaron (15
min; 10.000 g a 4 °C) para sedimentar los desechos y los
sobrenadantes se transfirieron a viales estériles para
conservarlos a -80 °C hasta la realizacién del ensayo
inmuno-enzimatico (ELISA).

Caracterizacion de las cepas de E. coli que se utilizaron
como antigenos en la prueba de ELISA: se utilizaron como
antigenos 7 cepas de E. coli de referencia;: ATCC 12014
[O55:K59(B5):H-], ATCC 33780 [0111:K58(B4):H-],
ATCC 12805 [0119:K69(B14)], NCTC 8622
[0126:K7(B16):H2], ATCC 12808 [0125:K70(B15):H],
NCTC 9707 [0127:K67(B8):H-] y ATCC 23985
[0142:K86(B):H6], portadoras de serogrupos O asociados
mayormente a DEC. Como control negativo se selecciono
a la cepa de referencia ATCC 25922 (06, biotipo 1) la cual
es una cepas de E. coli utilizada para control de calidad,
particularmente en ensayos de sensibilidad de anticuerpos
[27] .

Las cepas fueron suministradas por el Instituto Adolfo
Lutz de Sao Paulo, Brasil y forman parte del cepario del
Laboratorio de Enfermedades Entéricas de la Infancia del
Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit del Ministerio
del Poder Popular para la Salud (MPPS). La seleccién de
las cepas se baso en los estudios realizados en el pais que
reportan a estos serogupos como asociados mayormente a
DEC en la poblacion menor de 5 afios [20,21,23,24].

Debido a que se utilizaron como antigenos cepas
completas de E. coli, y considerando que en algunos casos
las cepas bacterianas pueden perder total o parcialmente el
OAg, adquiriendo la colonia un fenotipo rugoso, se evalu6
la expresion del fenotipo liso de las cepas seleccionadas,
cada una fue crecida en caldo nutritivo por 18 ha35°Cy
luego sembrada en agar nutritivo (18 h a 35 °C). Las
colonias se observaron a la lupa estereoscdpica y se
seleccionaron las que presentaron bordes lisos, ademas se
comprobo que no autoaglutinaran en presencia de solucion
salina al 2 %. De esta forma, se asegurd la expresion
completa del OAg. Igualmente, se verifico el serogrupo de
cada cepa y se evaluaron las posibles reacciones cruzadas
mediante la técnica de aglutinacién en lamina utilizando
sueros comerciales y a partir de un cultivo puro en agar
nutritivo. Como resultado se registré una aglutinacion
cruzada (el suero monovalente O111 reacciond con la
cepa 055).

Obtencion de los antigenos (células bacterianas
completas): en esta etapa se siguio la metodologia descrita
por Rowe [28], con algunas modificaciones. Las cepas
seleccionadas y el control negativo fueron inoculadas
individualmente en 10 mL de caldo nutritivo e incubadas
a 37 °C en agitacion por 18 h. El contenido de cada tubo
se dispensd en frascos de Roux que contenian 120 mL de
agar nutritivo y se incubaron a 37 °C por 18 h. Las
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bacterias se recolectaron de la superficie del agar con 10
mL de solucién salina (0,85%) formolada (0,5% v/v), y se
almacenaron a 4 °C por 72 h. Cumplido el tiempo, se
realiz6 la prueba de esterilidad (siembra en agar nutritivo)
con el fin de asegurar la muerte bacteriana por el formol.
Las suspensiones que no crecieron en el agar nutritivo se
trasvasaron a un tubo cénico y se centrifugaron a 1500 g
por 10 min a temperatura ambiente. Cada sedimento fue
lavado y centrifugado 4 veces con solucidn salina (0,85%)
para luego resuspenderlo en buffer carbonato/bicarbonato
(oH 9,6) hasta alcanzar una concentracion de 9x108
bacterias/mL (McFarland 3).

Prueba de ELISA: el inmunoensayo para la deteccion de
la respuesta IgAs en saliva frente a las cepas de E. coli
seleccionadas fue estandarizado en el Laboratorio de
Enfermedades Entéricas del Instituto de Biomedicina Dr.
Jacinto Convit (MPPS). Teniendo en cuenta la
aglutinacion cruzada observada (el suero monovalente
0111 reaccion6 con la cepa O55), se prepararon dos
mezclas constituidas cada una por las siguientes cepas:
mezcla A (cepas 055, 0111, 0119 y 0126), mezcla B
(cepas 0127, 0125, 0142), cada mezcla con una
concentracion por cepa en buffer carbonato/bicarbonato
(pH 9,6) de 1,5x108 bact/mL (McFarland 0,5). El control
negativo se diluyé igualmente a 1,5x108 bact/mL. Con el
fin de evitar falsos negativos las muestras de saliva se
diluyeron 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 y 1/64 en buffer fosfato
salino (PBS) + 1% de suero bovino fetal (SBF).

Para la prueba de ELISA se siguieron los siguientes
pasos: cada placa de 96 pozos de policloruro de vinilo se
sensibilizé con 100 pL por pozo de las mezclas A, By el
control negativo, de forma que, todas las diluciones de una
muestra de saliva fueron evaluadas simultaneamente en
una misma placa; ademas, en cada placa se mantuvieron 2
pozos sin sensibilizar para el control interno de la prueba
y se incubaron toda la noche a 4 °C en camara himeda.
Transcurrido el tiempo, se lavaron 3 veces con PBS-
Tween20 (0,05%), se bloguearon con PBS-SBF al 5% y
se incubaron toda la noche a 4 °C en cdmara himeda. Se
lavaron 3 veces con PBS-Tween20 (0,05%), se agregd 50
ML de cada dilucion de saliva a los pozos sensibilizados
con las mezclas A, By el control negativo, mientras que,
en los pozos para el control interno de la prueba se
adiciond solo 50 pL de PBS + SBF (1%), se incubaron las
placas toda la noche a 4 °C en cdmara himeda. Las placas
se lavaron 3 veces con PBS-Tween20 (0,05%) y se afiadio
el conjugado anti-lgA cadena o humana-peroxidasa
diluida 1:2 000 en PBS-SBF (1%), incubandose por 1 hora
a 37 °C en camara humeda. Se lavaron 5 veces con PBS-
Tween20 (0,05%), se revelo la reaccién con 50 pL por
pozo de tetrametilbencidina (TMB en tampdn acuoso) y
se detuvo con 50 uL por pozo de acido sulfarico H,SO4
(2M). La lectura se realiz6 a una longitud de onda de 450

ifios con respuesta

2
=
g
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Z
-

nm en un lector de ELISA. Se tom6 como una respuesta
IgAs en saliva positiva la dilucion de saliva a la cual el
valor de densidad oOptica (DO) en cualquiera de las
mezclas A o B duplico el valor de DO obtenido con la cepa
control negativo a la misma dilucion.

Analisis de resultados: los datos se procesaron mediante
el paquete estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics 26). Se
grafic6 y analiz6 la distribucion, segln la edad, de la
poblacion con respuesta IgAs en saliva frente a las cepas
de E. coli portadoras de serogrupos O asociados a DEC.
Para obtener una vision de las fluctuaciones de la
respuesta segun la edad y observar la existencia de
cambios significativos en su comportamiento, se grafico
latendencia de los datos mediante la media movil de orden
3. Se evalud la presencia de grupos de edad con
diferencias significativas (Chi cuadrado, p< 0,05) respecto
al nimero de nifios con respuesta. Se utilizo la razén de
ventajas (Odds Ratio, OR) para valorar la relacién entre la
toma de leche materna y la presencia de titulos IgAs en
saliva frente a los serogrupos de E. coli seleccionados.

Resultados

Respuesta 1gAs en saliva frente a las cepas de E. coli
seleccionadas: de los 100 nifios evaluados 48 presentaron
respuesta IgAs en saliva frente a las cepas de E. coli
seleccionadas: 39 (81,3%) respondieron Gnicamente a la
mezcla A, 3 (6,2%) reaccionaron exclusivamente a la
mezcla By 6 nifios (12,5%) presentaron respuesta a ambas
mezclas. En la figura 1, se muestran la frecuencia de nifios,
segun la edad, con respuesta IgAs en saliva frente a las
cepas de E. coli seleccionadas y la tendencia (media movil
de orden 3) de los datos segun la edad.

0-10meses 11-27 meses 28- 59 meses

3 s mom  omowm amsas Media movil de orden 3

Iy

R Nimero de nifios con respuesta

12345678 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637383940 515253 54 555657 5859

Edad (meses)

Figura 1. Distribucidn, segun la edad, de la poblacién con respuesta IgAs
en saliva frente a las cepas de Esceherichia coli portadoras de serogrupos
O asociados a Escherichia coli diarreogénica. La exploracion visula de
los datos y la tendencia (media mévil de orden 3) sugieren la existencia
de tres grupos de edad (0-10, 10-27 y 28-59 meses).
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La exploracion visual de la figura 1 y el anélisis de los
datos permiti6 establecer tres grupos de edad (0-10, 11-27
y 28-59 meses) con diferencias significativas respecto al
ntmero de nifios con respuesta. De esta forma, se observo
un incremento significativo (p <0,000; 0 casillas con
frecuencias esperadas < 5) en el nimero de nifios con
respuesta IgAs en saliva en la poblacién de 11-27 meses
(68,9%; 31/45) al compararla con la de 0-10 meses
(26,5%; 9/34) y una disminucion significativa (p=0,001; 0
casillas con frecuencias esperadas < 5) de la respuesta en
la poblacion de 28-57 meses (38,1%; 8/21) respecto al
grupo de 11-27 meses (figura 2).

80
70
60
50
40
30

20

Frecuencia relativa (%)

0-11 meses
12-27 meses 28-59 meses

B Con respuesta O Sin respuesta

Figura 2. Frecuencia relativa (%), segin el grupo de edad , de las
respuestas IgAs en saliva frente a cepas de Escherichia coli portadoras
de serogrupo O asociados a Escherichia coli diarreogénica. La
frecuencia de nifios con respuesta en el grupo de 11-27 meses fue mayor
significativamente al compararla con los grupos de 0-11 meses (p<0,000;
Chi cuadrado) y 28-59 meses (p<0,001; Chi cuadrado)

Respuesta 1gAs en saliva frente a cepas de E. coli
seleccionadas y lactancia materna: la figura 3, representa
la distribucién, segun la edad, de la practica alimentaria de
la poblacién evaluada. Se observé en el grupo de 0-6
meses la mayor frecuencia de nifios con préctica de LME
(14/24; 58,3%), mientras que, la incorporacion de otros
alimentos (LM + OTROS), alcanz6 su méaximo en la
poblacion de 14-20 meses (14/20; 70%). Para el analisis
de la relacion entre la lactancia materna y la respuesta
IgAs en saliva frente a las cepas de E. coli seleccionadas,
se eligio a la poblacion de 0-27 meses (79 nifios). Se
establecieron dos grupos, uno constituido por 59 nifios que
lactan leche materna (LME o LM +OTROS) y 20 nifios
gue no toman leche materna (OTROS). Se obtuvo que la
frecuencia de niflos con respuesta fue mayor
significativamente (p=0,002; 0 casillas con recuento
esperado < 5) en el grupo que no lacta leche materna
(80%; 16/20) respecto al grupo que lacta leche materna
(40,7%; 24/59) siendo el OR=0,171 (0,051 - 0,576), lo que
indica el posible papel protector de la lactancia materna
frente a infecciones por las cepas de E. coli portadoras de

100

90 ELME G©LM+OTROS OOTROS —
80
§ 70 4 N —
2 60
-l
3 50
=
‘S 40 A
£
2 304
2 N
B 20
10
0 -
0-6 7-13 14-20 21-27 2841 42-59

Grupos de edad (meses)

serogrupos O asociados a DEC a través de la IgA secretora
en la leche.

Figura 3. Préctica alimentaria segln los grupos de edad. LME=lactancia
materna exclusiva; LM+OTROS=lactancia materna + otros alimentos;
OTROS=otros alimentos.

Discusién

En Venezuela, a pesar de que los distintos patotipos de
DEC afectan a la poblacion infantil, se tiene poco
conocimiento sobre la respuesta inmune del nifio infectado
por estos patdgenos, lo que complica la aplicacién de
medidas preventivas y de control para la infeccidn. En este
aspecto, el presente estudio es la primera caracterizacion
realizada en el pais sobre la respuesta IgAs en saliva frente
a cepas de E. coli portadoras de serogrupos O asociados a
DEC en nifios sanos menores de 5 afios.

Es importante indicar que, la utilizacion en el ELISA de
células bacterianas completas como antigenos, refleja
principalmente el reconocimiento del OAg [7,29], de
manera que, podemos inferir que los resultados obtenidos
muestran mayormente la respuesta IgAs en saliva frente a
estos antigenos y ademds con algin grado de
especificidad, dado que el mayor porcentaje de los nifios
presentd reaccion exclusiva a una de las mezclas
bacterianas probadas, constituida por los serogrupos O55,
0111, 0119y 0126.

Este hallazgo es muy significativo ya que los estudios
etiologicos realizados en el pais reportan a cepas de ECEP
portadoras de estos serogrupos como causantes de diarrea
en la poblacion infantil [20,21,23,24], lo que permite
sugerir la posibilidad de que ECEP sea el agente que
origin6 mayoritariamente la respuesta observada.
Ademas, los resultados alertan sobre el posible desarrollo
de una serie de patologias en la poblacion infantil, ya que
los lipopolisacéridos (LPS) son endotoxinas que aumentan
la carga negativa de la membrana bacteriana,
promoviendo la regulacién positiva de las citoquinas
proinflamatorias, lo que contribuye a la disbiosis
intestinal. Asimismo, se ha demostrado que la respuesta
inmune contra el OAg del LPS genera madltiples
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trastornos, incluidos la apertura de las uniones estrechas
intestinales y la neuro-inflamacion [30,31].

Los analisis permitieron establecer en el grupo de 11-27
meses de edad el mayor nimero de nifios con respuesta
IgAs en saliva frente a las cepas de E. coli seleccionadas;
ademas, se observo que a partir de los 28 meses se produce
una disminucién significativa del nimero de nifios con
respuesta, resultados apoyados igualmente por los
estudios etiologicos realizados en el pais y en otras
latitudes, que colocan al grupo de 11-27 meses como el
maés afectado significativamente por DEC y en especial
por ECEP [18,22,23]. De esta forma, analizando los
resultados del presente estudio junto a los hallazgos de las
investigaciones sobre la etiologia de la diarrea en la
poblacidn infantil de Venezuela, podemos sugerir que el
enfrentamiento temprano de la poblacion a estas cepas
promueve el desarrollo de una respuesta inmune y la
probabilidad de una inmunidad adaptativa [32], reflejada
en la disminucién significativa de la respuesta en la
poblacion de 28-59 meses junto a la baja frecuencia de
diarreas por DEC en este grupo de edad.

La lactancia materna temprana es una de las
intervenciones mas importantes para reducir la mortalidad
neonatal e infantil, debido a que protege a los bebés a
través de sus multiples componentes nutricionales,
antimicrobianos, antiinflamatorios e inmunorreguladores.
Ademas, la IgAs es el principal isotipo de
inmunoglobulina en el calostro, representando mas del
90% de las inmunoglobulinas. Sin embargo, los
anticuerpos especificos mas cominmente identificados en
la leche humana son aquellos dirigidos contra los
patégenos endémicos en el entorno de la madre [33,34],
por lo que, para la toma de decisiones, es necesario el
desarrollo de investigaciones en cada regién y comunidad.
En este aspecto, el presente trabajo logré detectar o medir
la presencia significativa de respuesta IgAs en saliva
frente a cepas de E. coli portadoras de serogrupos O
asociados a DEC en la poblacion de 0-27 meses que no
recibe leche materna, sugiriendo el papel protector de esta
practica.

El hallazgo no es concluyente, sin embargo, es apoyado
por estudios que han descrito proteccién por anticuerpos
de la leche humana contra factores de virulencia como
enterotoxinas, LPS y elementos implicados en la
adherencia bacteriana [35,36]. Estos resultados fortalecen
la decision de impulsar la lactancia materna exclusiva
durante los primeros 6 meses de vida, y promueven la
necesidad de continuar implementando estrategias
educativas para mejorar esta practica y con ello reducir la
carga de enfermedades diarreicas y sus efectos negativos
sobre el crecimiento y el desarrollo del infante.

La investigacion sienta las bases para futuros estudios,
como por ejemplo el analisis y seguimiento de los niveles
de IgAs en nifios menores de 5 afios, posterior a cuadros

diarreicos de etiologia conocida, o la evaluacion de la
respuesta inmune frente a los distintos determinantes de
patogenicidad de las DEC. Todo esto teniendo en cuenta
la capacidad que tiene E. coli de adquirir elementos
genéticos a través de islas de patogenicidad, fagos,
plasmidos o transposones portadores de la informacién
para los distintos mecanismos de virulencia, incluyendo
los LPS [30,37], lo que complica la inclusién de una
determinada cepa dentro de un patotipo determinado y
muestra, como en todos los seres vivos, un proceso
evolutivo en las DEC [1].

Conclusiones

Los resultados del presente estudio demostraron la
existencia en la poblacién infantil de respuesta IgAs en
saliva frente a cepas de Escherichia coli portadoras de
serogrupos O asociados a DEC. Igualmente, determiné la
disminucion significativa de esta respuesta con la edad,
sugiriendo el posible desarrollo de inmunidad protectora,
resultados apoyados por trabajos realizados en el pais que
muestran la disminucion con la edad de las diarreas
ocasionadas por estos agentes. Ademas, se determiné una
relacion inversa entre la lactancia materna y la respuesta
IgAs en saliva frente a las cepas evaluadas, sugiriendo el
posible papel protector de la lactancia materna frente a
estas infecciones.
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