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RESUMEN

La diarrea es un grave problema de salud publica mundial, y una causa importante
de morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios. La diarrea de origen
bacteriano cobra gran importancia en paises en desarrollo, siendo las cepas
Escherichia coli diarreogénicas (ECD) la causa bacteriana mas comun de diarrea
en dichos paises. La capacidad de las cepas ECD para colonizar el epitelio
intestinal depende de la expresion de factores de virulencia en el sitio de infeccién,
el cual es un proceso altamente regulado y relacionado con la interaccion del
patégeno con el ambiente intestinal del hospedero. La microbiota intestinal y los
metabolitos producidos en ella cumplen roles fundamentales para mantener la
salud del hospedero. En este sentido, los acidos grasos de cadena corta (SCFA)
han tenido un papel clave en el desarrollo de la enfermedad diarreica, ya que
distintas investigaciones le han otorgado un rol dual a los SCFA, ya sea
protectores para el desarrollo de la diarrea como moléculas de sefializacion para
el proceso infeccioso de los enteropatdégenos. Los datos preliminares obtenidos
en nuestro laboratorio han identificado una microbiota y un metaboloma distintivo
en deposiciones de nifios con diarrea positivos para ECD a comparacion de nifios
sanos. Ademas, se evidenciaron niveles de acetato, propionato y butirato
aumentados en los nifios con diarrea. Considerando estos antecedentes, se
postulo la siguiente hipdtesis: “Los niveles de SCFA en deposiciones de nifios con
diarrea por ECD estan significativamente aumentados en comparacion de nifios
sanos, asociandose a una microbiota intestinal productora de estas moléculas”.
Para responder esta hipotesis, en primera instancia, se determind la
concentracion de acetato, propionato y butirato en deposiciones de nifios con
diarrea por ECD vy nifios sanos. Para esto, se cuantificaron los niveles de SCFA
mediante HPLC, método que tuvo que ser estandarizado y validado previamente
en nuestro laboratorio, teniendo que cumplir con los criterios de aceptacion

requeridos en el manual de ISP. Este analisis mostré que existen concentraciones
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mas altas de acetato, propionato y butirato en las deposiciones de nifios con
diarrea por ECD en comparacion con nifios sanos. En segundo lugar, se
correlacionaron los niveles de SCFA encontrados con una microbiota productora
de estas moléculas en nifios con diarrea por ECD y nifios sanos. Para esto, se
extrajo el ADN de las muestras de deposicion de nifios pertenecientes a estos dos
grupos y luego amplificar y secuenciar el gen que codifica el ARN ribosomal 16S.
Con estas secuencias, se realizd un estudio bioinformatico que permitio
caracterizar la microbiota asociada a cada grupo. En este analisis, se confirmé
qgue en el grupo ECD existe una microbiota distintiva a comparacién del grupo
sano, ademas de mayores niveles de abundancia relativa de los géneros de
bacterias productoras de SCFA Veillonella y Streptococcus en los nifios con
diarrea por ECD a comparacion del grupo sano. Adicionalmente, un analisis de
correlacion mostré que la produccion de acetato se correlaciona positivamente
con el género Blautia, mientras que la produccién de propionato y butirato se
correlaciona positivamente con el género Coprococcus en los nifios con diarrea
por ECD. La produccién de butirato se correlacion6 positivamente con los géneros
Faecalibacterium y Roseburia tanto en el grupo ECD como en el grupo control, y
el género Bacteroides fue el Unico que se correlaciond negativamente en la
produccion de acetato y propionato en el grupo control. En conjunto nuestros
resultados indican que el aumento en los niveles de SCFA encontrados se
correlacionan con la presencia de géneros especificos de bacterias productoras
de SCFA, pero no con el aumento o disminucion en la abundancia relativa de

estos generos tanto en nifios con diarrea por ECD como nifios sanos.
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ABSTRACT

Diarrhea is a serious global public health problem, and a major cause of morbidity
and mortality in children under 5 years of age. Bacterial diarrhea is of great
importance in developing countries, with Diarrheogenic Escherichia coli (DEC)
strains being the most common bacterial cause of diarrhea in these countries. The
ability of DEC strains to colonize the intestinal epithelium depends on the
expression of virulence factors at the site of infection, which is a highly regulated
process related to the interaction of the pathogen with the intestinal environment
of the host. The intestinal microbiota and the metabolites produced in it play
fundamental roles in maintaining the health of the host. In this sense, short-chain
fatty acids (SCFA) have played a key role in the development of diarrheal disease,
since different investigations have given a dual role to SCFA, either protective for
the development of diarrhea and signaling molecules for the infectious process of
enteropathogens. Preliminary data obtained in our laboratory have identified a
distinctive microbiota and metabolome in stools of children with DEC-positive
diarrhea compared to healthy children. In addition, increased acetate, propionate,
and butyrate levels were found in children with diarrhea. Considering this
background, the following hypothesis was postulated: "SCFA levels in stools of
children with DEC diarrhea are significantly increased compared to healthy
children, being associated with an intestinal microbiota that produces these
molecules.” To answer this hypothesis, in the first instance, the concentration of
acetate, propionate and butyrate in stools of children with diarrhea due to DEC and
healthy children was determined. For this, SCFA levels were quantified by HPLC,
a method that had to be previously standardized and validated in our laboratory,
having to meet the acceptance criteria required in the ISP manual. This analysis
showed that there are higher concentrations of acetate, propionate, and butyrate
in the stools of children with DEC diarrhea compared to healthy children. Second,

SCFA levels found were correlated with a microbiota that produced these
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molecules in children with DEC diarrhea and healthy children. For this, the DNA of
the stool samples of children belonging to these two groups was extracted and
then the gene encoding the 16S ribosomal RNA was amplified and sequenced.
With these sequences, a bioinformatic study was carried out that made it possible
to characterize the microbiota associated with each group. In this analysis, it was
confirmed that in the DEC group there is a distinctive microbiota compared to the
healthy group, in addition to higher levels of relative abundance of the genera of
SCFA-producing bacteria Veillonella and Streptococcus in children with DEC
diarrhea compared to the group healthy. Additionally, a correlation analysis
showed that acetate production was positively correlated with the genus Blautia,
while propionate and butyrate production was positively correlated with the genus
Coprococcus in children with DEC diarrhea. The production of butyrate was
positively correlated with the genera Faecalibacterium and Roseburia in both the
DEC group and the control group, and the genus Bacteroides was the only one
that was negatively correlated in the production of acetate and propionate in the
control group. Taken together, our results indicate that the increase in the levels of
SCFA found correlate with the presence of specific genera of SCFA-producing
bacteria, but not with the increase or decrease in the relative abundance of these

genera, both in children with diarrhea due to DEC and healthy childre
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1 INTRODUCCION

1.1 Diarrea a nivel mundial

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la diarrea como tres 0 mas
deposiciones acuosas por dia, a menudo acompafiada de una molestia abdominal
y alteraciones en las caracteristicas de las heces (Baldi, 2009). La mayoria de los
pacientes consideran que la mayor liquidez de las heces es la principal
caracteristica de la diarrea, no obstante, debido a que esta caracteristica es dificil
de cuantificar, generalmente los investigadores utilizan la frecuencia y/o el peso de
las heces como marcadores distintivos de la diarrea (Schiller, 2000). La duracién de
la diarrea es un factor clave para evaluar el origen de la condicién, los pacientes
que presentan diarrea aguda (<14 dias de duracidén) son mas propensos a tener una
causa infecciosa. En contraste, pacientes con diarrea cronica/persistente (mas alla
de 14 dias) tienen un espectro de causas mas amplio, que no sélo incluye
problemas infecciosos, sino una variedad de otras afecciones como: sindrome de
malabsorcién, enfermedades intestinales inflamatorias (colitis ulcerosa (CU) y
enfermedad de Crohn), abuso de farmacos o laxantes, entre otras causas (Schiller,
2000). La diarrea infecciosa es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial en nifios y pequefios infantes, afectando principalmente
a la poblacion pediatrica menor de 5 afios. En 2015, los nifios menores de cinco
afos tuvieron un promedio de 1,4 episodios de diarrea cada afio, lo que condujo a
un estimado de 499.000 muertes, convirtiendo la diarrea como la segunda causa
mas comun de muerte en nifios menores de 5 afios (Wang y cols., 2016). Mdltiples
factores se han asociados a un mayor riesgo de padecer enfermedades diarreicas,
como, por ejemplo: falta de acceso a agua potable; eliminacién inadecuada de
desechos humanos; hacinamiento y exposicién a animales de granja; estandares
mas bajos en el manejo de alimentos e higiene; disminucion en la accesibilidad de
atencion médica y bajo nivel educativo (O’'Ryan y cols., 2005). Como resultado, la

mayor incidencia de enfermedades diarreicas ocurre en paises de bajos y medianos



ingresos, los cuales carecen de las medidas preventivas sanitarias basicas y falta
de acceso a una adecuada atencion médica. La OMS estima que en 2015 mas del
98% de las muertes por diarrea ocurrieron en paises de bajo o mediano ingreso
(Wang y cols., 2016). De hecho, las muertes asociadas a diarrea ocurren casi

exclusivamente en dichos sectores.

La etiologia de la diarrea infecciosa varia globalmente y es causada por una gran
variedad de patdgenos virales (rotavirus, norovirus, astrovirus, adenovirus),
bacterianos (Escherichia coli diarreogénicas, Salmonella, Shigella, Campylobacter,
Vibrio cholerae) y parasitos (Cryptosporidium, Giardia lamblia, Entamoeba
hystolytica), que al interrumpir las funciones normales de secrecion y absorcion del
intestino, causan una rapida pérdida de fluidos corporales y nutrientes, provocando
deshidratacion, desnutricion y muerte si no es tratada de forma adecuada (Selendy,
2019). Entre los afios 2015 y 2019 se realiz6 un estudio de vigilancia para
determinar la presencia de patdégenos entéricos en nifios menores de 5 afios
hospitalizados por diarrea aguda en uno de los centros centinelas de vigilancia de
rotavirus en Chile. Evidenciando que el 70% de los episodios de diarrea aguda
fueron causados por virus gastroentéricos, mientras que se pudo identificar
enteropatégenos bacterianos en 57% de las infecciones intestinales y los protozoos
parasitarios se detectaron en 4% de los casos. De los agentes virales, el rotavirus
fue el virus mas detectado y uno de los patbgenos mas prevalentes en dos grupos
de edad, lactantes bajo un afio y nifios de 1 a 4 afos. Los agentes bacterianos mas
frecuentes fueron EPEC (27%), Clostridium difficile (17%), EAEC (14%) vy
Campylobacter (9%). Respecto a los parasitos, se identific6 Giardia lamblia y
Cryptosporidium, en el 3y 1% del total de las muestras, respectivamente (Poulain y
cols., 2021). Como se puede evidenciar, las cepas de Escherichia -coli
diarreogénicas (ECD) tienen la mayor incidencia dentro de las causas bacterianas,
y a diferencia de los virus, tienen una mayor asociacién con malas condiciones

sanitarias (O’'Ryan y cols., 2005)



1.2 Escherichia coli diarreogénicas (ECD)

Las cepas de ECD proceden del ancestro en comun Escherichia coli (E.coli), y
son la causa bacteriana mas comun de diarrea en los paises en desarrollo,
causando aproximadamente el 30 al 40 % de los episodios de diarrea aguda en
nifios y afectando principalmente a la poblacién pediatrica menor de 5 afios en
paises de Africa subsahariana y de Asia meridional, provocando una alta mortalidad
en dichos sectores (O’'Ryan y cols., 2005; UNICEF, 2013). De acuerdo con los
sintomas clinicos y deteccion de factores de virulencia, las cepas de ECD se
clasifican en seis patotipos: E. coli enteropatdgena (EPEC), E. coli productora de
toxina Shiga (STEC) E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC). Debido
a que las técnicas de cultivo tradicionales para aislar las cepas de E. coli patbgenas
pueden llevar mucho tiempo y ser laboriosas, la adopcién de técnicas moleculares,
como reaccion en cadena de la polimerasa multiple (PCR mudltiple), ha permitido
una deteccion e identificacion mas rapida de los diferentes patotipos (Croxen y cols,
2013).

Los datos del Global Enteric Multi-Center Study (GEMS), uno de los centros de
estudios mas grandes que se enfoca en comprender la importancia de las
enfermedades diarreicas pediatricas en Africa subsahariana y el sur de Asia, indico
gue el patotipo E. coli enterotoxigénica se encuentra entre los cuatro principales
agentes causantes de diarrea moderada a severa entre los nifios de las areas
mencionadas (Kotloff y cols, 2013). Adicionalmente, en un estudio reciente que
incluyé participantes con diarrea leve a moderada, lo que expande notablemente los
resultados clinicos adversos de la enfermedad diarreica, evidencié nuevamente que
ETEC se encuentra entre las 4 principales causas de diarrea en nifios <5 afios
(Kotloff y cols, 2019). En el caso de Chile, en un estudio realizado en el Hospital
Luis Calvo Mackenna se encontré una prevalencia del 49% de causas bacterianas
en las infecciones diarreicas, correspondiendo el 66% a ECD, siendo los patotipos
EAEC y EPEC los mas comunes detectados (Farfan y cols, 2016). Estos

antecedentes en conjunto recalcan el papel de los patotipos ECD en la carga



sanitaria global de las enfermedades diarreicas, por lo que entender las bases
moleculares de la patogénesis y disefiar nuevas estrategias destinadas a controlar
estas infecciones a nivel mundial, podrian reducir sustancialmente la carga de las

enfermedades diarreicas y el colapso nutricional asociado.
1.3 Mecanismo de patogenicidad de patotipos ECD

En general, todos los patotipos ECD comparten las mismas etapas para colonizar
la superficie del intestino, que consisten en 3 pasos: (i) adherencia y colonizacion
del epitelio intestinal, (i) produccién y secrecion de factores de virulencia y (iii)
diarrea e inflamacion (Croxen y cols., 2013). Sin embargo, cada patotipo posee su
propio mecanismo de patogenicidad para inducir la enfermedad diarreica, lo cual
depende principalmente de la diferente combinacion de factores de virulencia
adquiridos.

Los patotipos EPEC y STEC comparten una isla de patogenicidad llamada LEE
(locus of enterocyte effacement), que causa una lesion histopatologica tipica
llamada lesion A/E (adherencia/eliminacion) en la superficie del epitelio intestinal del
hospedero. Esta lesion se caracteriza por la eliminacién de microvellosidades de la
célula epitelial, lo que permite la adherencia intima de la bacteria a la membrana
apical de la célula y la formacion de un pedestal de actina por debajo de la unién
bacteriana. Estos pedestales se producen por la inyeccion del receptor Tir
(Translocated Intimin Receptor) en el citosol de la célula hospedero a través de un
sistema de secrecién de tipo 3 (T3SS), siendo ambos codificados en LEE,
generando la reorganizacion del citoesqueleto y finalmente alterando la morfologia
y funcion de las microvellosidades intestinales (Vidal y cols., 2007; Farfan y Torres,
2012). No obstante, EPEC y STEC contienen diferentes conjuntos de genes que los
hacen diferentes. STEC ha sido una de las principales causas de diarrea
sanguinolenta y colitis hemorragica a nivel mundial, caracterizandose
principalmente por la produccion de la toxina shiga (Stx). Esta toxina causa un gran
dafio a la microvasculatura del colon, y estd asociada principalmente a
complicaciones extraintestinales que conlleva la infeccion por STEC, puesto que

favorece el desarrollo del sindrome urémico hemolitico (SUH), el cual es una



afeccidon potencialmente mortal que involucra trombocitopenia, anemia hemolitica y

falla renal aguda (Sandvig, 2001).

ETEC y EAEC causan diarrea a través de un desequilibrio electrolitico mediado
por exotoxinas. Ambos interrumpen la homeostasis celular por factores de virulencia
secretados que actian a distancia, siendo sus mecanismos de adherencia
fundamentales para que actien estos factores de virulencia. ETEC causa
enfermedad al colonizar el intestino delgado a través de su union al revestimiento
epitelial del hospedero por proteinas superficiales llamadas CFs (colonization
factors), y una vez adherido produce varias enterotoxinas, incluyendo enterotoxina
termoestable (ST) y enterotoxina termolabil (LT), las cuales causan las
manifestaciones clinicas tipicas de la diarrea inducida por ETEC. EAEC por su parte
basa su patogénesis al adherirse a la mucosa intestinal de forma autoagregativa por
la interaccion de adhesinas con receptores de la superficie epitelial. Luego de la
colonizacion, comienza la secrecion de diversas toxinas que afectan la morfologia
celular y causan un gran dafio a la mucosa intestinal, induciendo una diarrea acuosa

y persistente (Croxen y cols., 2013).

En el caso de EIEC, comparte varias propiedades bioquimicas, genéticas y
patogénicas con Shigella. La infeccion por EIEC se basa en la penetracion del
epitelio intestinal a través de las células M y asi acceder a la submucosa. EIEC
evade el sistema inmune submucoso al inducir la muerte celular de macréfago
seguido de una invasion basolateral de colonocitos y diseminacion lateral (Ud-Din'y
Wahid, 2014). Finalmente DAEC, la cual a diferencia de las otras cepas ECD no
consiste en los tipicos patrones de adherencia, basa su mecanismo patogénico en
la expresion de adhesinas, que al unirse a distintos receptores, como DAF (decay-
accelerating factor) o CAECAM (carcinoembryonic antigen related cell adhesion
molecule), en la superficie apical de las células epiteliales induce el reordenamiento
del citoesqueleto y promueve la fijacién estrecha de la bacteria, lo que destruye o

reorganiza parcialmente las microvellosidades (Le Bouguénec y Servin, 2006).



Es claro que cada patotipo posee su propio mecanismo de patogenicidad para
inducir la enfermedad diarreica. Sin embargo, la mayoria de ECD coinciden en la
respuesta proinflamatoria que generan sobre células epiteliales intestinales, la cual
se caracteriza por la produccion de interleuquina 8 (IL-8) (Zhou y cols., 2003;
Harrington y cols., 2005; Khan y cols., 2004; Betis y cols., 2003b). La capacidad de
inducir una inflamacion severa es consecuencia directa de la liberacion de
citoquinas, quimioquinas y el reclutamiento de células inflamatorias, lo cual es
producido cuando los patotipos ECD estimulan la respuesta inflamatoria en la
mucosa gastrointestinal al activar las vias de sefializacion intracelular del factor
nuclear kappaB (NF-Kb) y la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), lo
que desencadena la expresion y secrecion de marcadores proinflamatorios como
IL-8, la cual es la molécula efectora prototipica para este proceso (Sanchez-Villamil
y Navarro-Garcia, 2015). A pesar de que se conoce en gran medida como se induce
la respuesta inflamatoria, la informacion es limitada en cuanto a los factores que
podrian modular la expresién de los genes de virulencia vinculados con la

inflamacion.
1.4 Microbiota intestinal

La expresion de genes de virulencia es un proceso altamente regulado, ya sea
por condiciones ambientales y/o reguladores bacterianos. Sin embargo, los factores
ambientales involucrados en la regulacion de virulencia han sido poco estudiados,
ya que la mayoria de las investigaciones se centran en el mecanismo molecular de
la bacteria (Kitamono y cols., 2016). Varios estudios han demostrado que la
composicién de la microbiota estd directamente relacionada con el desarrollo de
enfermedades diarreicas (Nelson y cols., 2012; Lindsay y cols., 2015). Un analisis
de 200 comunidades intestinales de pacientes con diarrea y 75 de individuos sanos,
revelé que la microbiota intestinal de los pacientes con diarrea presentaban un
mayor numero de bacterias pertenecientes al filo Proteobacteria en vez de
Bacteroidetes y Firmicutes (Singh y cols., 2015). Estos ultimos son los comensales
mas comunes Yy predominantes del intestino humano, mientras que el filo

Proteobacteria incluye una gran variedad de patégenos, como E. coli (Power y cols.,



2014). Ademas, los individuos que presentaban una poblacion de microbiota similar
y menos diversa desarrollaron una infeccion entérica aguda y tenian mayores
probabilidades de tener resultados graves de la enfermedad. Por lo que, se sugirio
gque los aumentos en poblaciones especificas de microbios, principalmente
atribuidas a Escherichia, ocurren durante una infeccién entérica (Singh y cols.,
2015). Estos hallazgos concuerdan con un estudio realizado por nuestro laboratorio
en 2017, en el cual se estudié la composicion de la microbiota en muestras de
deposicion de nifios chilenos menores de 5 afios clasificados en 3 grupos de
estudio: infecciones diarreicas positivas para patdogenos virales, positivas para algin
patotipo de ECD y nifios sanos sin diarrea. A partir de un analisis de redundancia
(RDA), ensayo que permite distribuir las muestras en funcion de la similitud en la
composicion de su microbiota, se determind que las muestras se agrupan en cluster
caracteristicos dependiendo del grupo que pertenecen, por lo que se concluyd que
existe una microbiota intestinal distintiva en las infecciones ECD (Fig.1). Esta
microbiota se caracterizé por presentar mayor frecuencia de Proteobacteria, junto
con una menor proporcién de Firmicutes a comparacion de los individuos sanos
(Gallardo y cols., 2017).

RDA2 (17.55%)

Grupo ECD (32)

p <0.001
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RDA1 (82.45%)

Figura 1. Estructura de las comunidades microbianas en muestras de deposicion de nifios
positivos paravirus, para ECD y sanos. Analisis de RDA que permiten observar la distribucion de
las comunidades microbianas y su organizacion de acuerdo al grupo al que pertenecen. Los circulos
verdes, rojos y azules representan las muestras de deposicion positivas para virus, positivas para
ECD y sanas, respectivamente. El andlisis estadistico de la agrupacion de las muestras se determino
mediante ANOVA utilizando el programa estadistico R Studio.



Entender como las comunidades microbianas intestinales cambian durante una
infeccion entérica e identificar los factores que provocan estos cambios, son
importantes para dilucidar como los enteropatégenos regulan sus factores de
virulencia. Existen diversos estudios que han propuesto que la microbiota intestinal
desempefia un papel fundamental en la regulacion de la expresion de los factores
de virulencia por parte de los enteropatégenos. Un ejemplo de aquello es un
componente predominante de la microbiota, Bacteroides thetaiotaomicron (B.
thetaiotaomicron), el cual reside en los sitios de unién de STEC y aumenta la
expresion de los genes de virulencia de STEC. Esto ocurre debido a que B.
thetaiotaomicron dentro del intestino es capaz de degradar los polisacaridos
complejos en monosacaridos, los cuales son facilmente detectados y utilizados por
especies bacterianas no glucogénicas como STEC. Por lo tanto, B. thetaiotaomicron
al modificar los metabolitos en el ambiente del sitio de infeccion modula la expresion
de los genes de virulencia de STEC, generando mayor virulencia que es
acompafiada de una mayor formacién de lesiones A/E (Curtis y cols.,
2014). Ademaés, se ha demostrado que la produccion del metabolito hidrégeno por
parte de habitantes comunes del intestino es utilizado como combustible energético
por muchas bacterias patdogenas que codifican hidrogenasas en sus membranas,
incluyendo STEC, Shigella y Campylobacter jejuni (Maier, 2003). Aquello se
evidencio en un estudio realizado en 2013, donde se reportd la importancia del
hidrogeno como fuente de energia en la capacidad de Salmonella Typhimurium para
establecer infeccion, puesto que ratones mutantes para el gen de hidrogenasa
fracasaban en colonizar el intestino de ratones, indicando que la utilizacién de
hidrogeno molecular podria ser una estrategia fundamental para aumentar las
reservas energéticas durante la invasion inicial del ecosistema intestinal (Maier y
cols., 2013).

1.5 Metaboloma intestinal

La microbiota intestinal es una comunidad bacteriana compleja, pero es
relativamente estable en el tiempo, por lo que la alteracion o interrupcién de la

microbiota (disbiosis) generalmente se vincula con la patogénesis de muchas



enfermedades e infecciones gastrointestinales (Li y cols., 2021). Esta microbiota
genera un metaboloma intestinal que comprende todos los metabolitos presentes
en el intestino, producidos por la interaccion entre el hospedero, la misma
microbiota, la dieta y los medicamentos ingeridos. Entre las multiples formas en que
la microbiota afecta al metaboloma, se incluye secrecion de metabolitos
bacterianos, la produccion de enzimas que modifican los metabolitos y alteran el
metabolismo del hospedero. Estos mecanismos en conjunto generan que los
metabolitos cumplan un factor clave para la mantencion de una homeostasis en la
microbiota intestinal (Beebe y cols., 2014). Teniendo en cuenta la disbiosis presente
en las infecciones diarreicas, se llevo a plantear que los metabolitos producidos en
la microbiota también deberian estar cambiando en las infecciones positivas para
ECD. Para dilucidar aquello, en un estudio reciente de nuestro laboratorio se evaluo
la composicion del metaboloma en muestras de deposicion de nifios sanos y nifios
con diarrea positivos para patotipos de ECD. La composicion del metaboloma se
analizd por cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS), donde se
seleccionaron 88 metabolitos de origen bacteriano para comparar ambos grupos de
estudio. Mediante un andlisis de RDA, se encontr6 que existe una composicion
metabdlica distintiva para el grupo de nifios con diarrea por ECD en comparacion a

nifios sanos (Fig.2) (Gallardo y cols.,2020).
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Figura 2. Estructura metabolémica de muestras de deposicion sanas y positivas para ECD. La
estructura metabolémica de cada muestra y su organizacion segun el grupo de muestra se analizé
mediante RDA. Los circulos verdes y rojos representan la composicién del metaboloma que se
encuentra en muestras de deposicidn sanas y positivas para ECD, respectivamente. El andlisis se
realizé utilizando las intensidades maximas de 88 metabolitos detectados por LC-MS. La diferencia
significativa se analizd mediante ANOVA, utilizando el paquete vegano para R.



Hoy en dia se sabe que diversos metabolitos producidos por la microbiota
intestinal en el tracto intestinal modulan las interacciones entre la microbiota
intestinal y patdgenos entéricos, como ECD. Entre ellos se destacan los acidos
grasos de cadena corta (SCFA por sus siglas en inglés short chain fatty acids),
succinato, mucina, hidrogeno, &cidos biliares y autoinductores (Vogt y cols., 2015).
Dada su abundancia en el medio intestinal, los acidos grasos de cadena corta se
han estudiado ampliamente como moléculas de sefalizacion para el proceso
infeccioso de enteropatégenos. De hecho, varios enteropatdgenos, como
Campylobacter jejuni, Shigella spp., Salmonella spp., Listeria monocytogenes y
patotipos ECD, tienen la capacidad de detectar y responder a los niveles de SCFA
(Sun y O’Riordan, 2013).

1.6 Acidos grasos de cadena corta (SCFA)

Los SCFA son producto de la fermentacion de la fibra dietética por numerosas
especies bacterianas del tracto gastrointestinal. Estdn compuestos por 2 a 6 atomos
de carbono en longitud, y los mas importantes a nivel intestinal son el acido acético,
propionico y butirico. En el lumen del colon la proporcion de la produccion de
acetato, propionato y butirato es de 60:20:20, y generalmente la relacién permanece
constante, no obstante, se puede producir alteraciones en la produccién y absorcién
debido a cambios en la dieta (Xu y cols., 2020). Los SCFA son aprovechados por el
epitelio intestinal principalmente como sustrato energético para mantener su
integridad y funcion, destacando en este sentido el acido butirico, ya que es el
principal metabolito energético utilizado por los colonocitos. El sitio principal de
fermentacion ocurre en el ciego y el colon proximal, donde se estima una cantidad
de SCFA que varia entre 70 a 140 mM, mientras que en el colon distal la
concentracion va decreciendo hasta alcanzar 20 a 70 mM. Los SCFA no solamente
cumplen un papel como nutriente en el epitelio del colon, sino que también como
moduladores del pH colonico e intracelular, del volumen celular, transporte de iones
y otras funciones asociadas a regular la proliferacion, diferenciacion y expresion
génica. Un aumento en la produccion de SCFA da como resultado una disminucién

del pH, lo que afecta directamente a la composicién de la microbiota del colon. De
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hecho, la actividad y composicion de la microbiota intestinal esta altamente
influenciada por estos sustratos derivados de la dieta (Wong y cols., 2006). Varios
estudios han demostrado que las concentraciones totales y las diferencias
regionales de SCFA estan implicadas en diversas patologias del colon, como
cancer, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, y
enfermedades cronicas, como asma, obesidad, diabetes, hipertension y la
enfermedad cardiometabdlica (Berthon y cols., 2013; La Cuesta-Zuluaga y cols.,
2019; Makki y cols.,2018). Sin embargo, la evidencia recolectada hasta ahora es
controversial, ya que algunas investigaciones indican que los SCFA podrian cumplir
un efecto tanto beneficioso como inhibitorio para la colonizacion de patégenos
dependiendo de la concentracion y el pH ambiental. Las altas concentraciones de
SCFA y bajo pH se han vinculado con efectos antibacterianos, ya que la forma no
ionizada es capaz de difundir libremente a través de las membranas bacterianas, y
una vez adentro se disocian generando la acumulacion de protones y formas
anionicas de SCFA. La acumulacion de protones acidifica el compartimiento celular
y disipa la fuerza motriz de los protones, lo que compromete las reacciones
metabdlicas y la conservacion de energia. Por otro lado, la acumulacion de aniones
SCFA significativamente afecta el balance osmético de la bacteria (Sun y O'Riordan,
2013). Mientras que, a concentraciones mas bajas los SCFA pueden representar
una sefal atil para la regulacion de los genes de virulencia, permitiendo que los
patdogenos determinen su posicion dentro del tracto gastrointestinal (Vogt y cols.,
2015). Por ejemplo, en presencia de bajas concentraciones de butirato se aumenta
la actividad promotora del operon LEE1 de STEC, el cual codifica el regulador global
de los genes LEE (Ler). Esto ocurre a través de la proteina reguladora sensible a
leucina (Lrp), la cual al responder a butirato activa reguladores responsables de
aumentar la expresion del gen que codifica Ler (Nakanishi y cols., 2009; Takao y
cols.,2014). Ademas de los genes de virulencia, se ha visto que el butirato también
estimula la produccién de flagelos y mejora la motilidad bacteriana (Tobe y cols.,
2011).
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Para descifrar la importancia de la microbiota intestinal y asi de los metabolitos
contenidos en ella, como los SCFA, en la regulacién de los factores de virulencia de
los enteropatdgenos, se comenzo a evaluar el rol de la microbiota intestinal de nifios
chilenos con diarrea positiva para patotipos ECD en la virulencia de 2 patotipos de
ECD, STEC y EAEC. En el estudio realizado por nuestro grupo en el afio 2017 se
logré la identificacion de 4 especies indicadoras para el grupo ECD, correspondiente
a Escherichia albertii, Citrobacter werkmanii, Yersinia enterocolitica y Haemophilus
sputorum (Gallardo y cols., 2017). En este caso, una especie indicadora nos sefiala
gue la bacteria esta significativamente presente en los nifios con diarrea positivos
para ECD a comparacion de nifios sanos. Luego, para comprender el papel de las
especies indicadoras en la patogenicidad de los patotipos EAEC y STEC, se
selecciond aquella con mayor significancia estadistica, la cual correspondia a
Escherichia alberti (E. alberti ). En estos ensayos, se realizé incubacién conjunta del
sobrenadante de cultivos de E. alberti con STEC y EAEC. Luego, las células
intestinales se infectaron con estos patotipos, lo que generé cambios en la expresion
de los genes de virulencia de STEC y EAEC, y un aumento significativo en la
secrecion de IL-8 en las células intestinales (datos no publicados). De esta forma,
se demuestra que metabolitos secretados por una bacteria de la microbiota
asociada a una infeccion por ECD cumplen un papel clave en la expresion de
factores de virulencia y en la induccién de la secrecion de IL-8. Al evaluar el
sobrenadante de E. alberti se detect6 la presencia de acetato (3,6 mM) y formato
(2,7 mM). Para evaluar el papel que juegan los SCFA sobre la induccién de IL-8, los
patotipos EAEC y STEC se incubaron con acetato a la concentracién encontrada en
el ileon humano (25 mM) y el colon (100 mM). Posteriormente, se infectaron células
intestinales con estos patotipos, observandose una mayor secrecién de IL-8 por las
células en cultivo (datos no publicados). Esto indica que los SCFA podrian
desempeiiar un rol crucial en la induccion de la respuesta inflamatoria por parte de
ECD en las células intestinales, lo que a su vez podria atribuirse a la regulacién
positiva de los genes de virulencia. A partir de estos resultados, se procedio a
determinar, de manera preliminar, los niveles de SCFA en 16 muestras de

deposiciones de nifios menores de 5 afios, 8 muestras positivas para patotipos ECD
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y 8 muestras de nifios sanos sin diarrea, revelando un nivel significativamente mas

alto de acetato, propionato, y butirato en las muestras de diarrea (Fig.3).

En conjunto, estos antecedentes sugieren que en los episodios de diarrea
causados por ECD se producen cambios en la comunidad de bacterias productoras
de SCFA, lo que a su vez aumenta las concentraciones de SCFA en el epitelio
intestinal, y se modula la expresion de los factores de virulencia de estos patdégenos.
De acuerdo a lo anterior, es necesario identificar si existe efectivamente mayores
niveles de SCFA en muestras de diarrea de niflos con infecciones ECD a
comparacién de nifios sanos, ya que en un futuro cercano los SCFA podrian actuar
como indicadores de una infeccibn ECD, y asi favorecer al diagnostico y

relacionarlos con la gravedad de la enfermedad.
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Figura 3. Concentracion de SCFA en deposiciones de nifios sanos y con diarrea. Niveles de
SCFA en muestras obtenidas de nifios con diarrea positiva para patotipos de ECD (rojo) y nifios
sanos (azul), las cuales se analizaron por la compafiia MS-OMICS. *p<0,05; ANOVA. Imagen de
datos no publicados.
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2 PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los estudios realizados en nuestros laboratorios demuestran que existe una
microbiota y un metaboloma diferente en deposiciones de nifios con diarrea
positivos para ECD a comparacion de deposiciones de nifios sanos. Ademas, se
tiene evidencia que los SCFA participan en la regulacion de factores de virulencia
de enteropatdgenos y un estudio preliminar hallé los niveles de acetato, propionato
y butirato aumentados en deposiciones de nifios con diarrea positiva para ECD en
comparacion con muestras de nifios sanos. Dado estos antecedentes, la hipoétesis

gue se plantea en este trabajo es:

“‘Los niveles de SCFA en deposiciones de nifios con diarrea por ECD estan
significativamente aumentados en comparacion de nifios sanos, lo que se asocia a

una microbiota intestinal productora de estas moléculas”

Objetivo General
Cuantificar los niveles de SCFA e identificar bacterias de la microbiota
intestinal productoras de estas moléculas en muestras de deposiciones de nifios

menores de 5 afios con diarrea por ECD y nifios sanos.

Objetivos especificos:

1.Determinar la concentracién de acetato, propionato y butirato en deposiciones de

nifios con diarrea por ECD y nifios sanos

2.Correlacionar los niveles de SCFA con microorganismos productores de SCFA

presentes en la microbiota intestinal de niflos con diarrea por ECD y nifios sanos
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3 METODOLOGIA

3.1 Objetivo especifico 1: Determinar la concentracion de acetato, propionato

y butirato en deposiciones de nifios con y sin diarrea por ECD

Para cuantificar los SCFA contenidos en muestras fecales se utilizé la
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). En primera instancia se
estandariz6 el método para la determinacion de SCFA, basado en un protocolo
descrito previamente (De Baere y cols., 2013). Posteriormente, el método
cuantitativo propuesto se validé internamente para cada SCFA, a través de un
conjunto de pardmetros indicados por la guia practica del Instituto de Salud Publica
(ISP) sobre la validacion de métodos y determinacion de la incertidumbre de la
medicidn: “Aspectos generales sobre la validacion de métodos” (Duffau y cols.,
2010). Una vez estandarizado y validado el método de HPLC, se procedié a
cuantificar acetato, propionato y butirato en muestras de deposiciébn de nifios
agrupados en 2 grupos: nifios con diarrea positiva para cepas de ECD y nifios sanos

negativos para patdégenos intestinales.

3.1.1. Estandarizacién y validacién de HPLC para determinar la concentracion
de SCFA

Compuestos quimicos y reactivos

El acido acético (AA), el acido propidnico (AP) y el acido butirico (AB) se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (Bornem, Bélgica). Se preparé una solucidon stock
combinada (SC) de los estandares AA, AP y AB a una concentracion de 50 mM y
se almacenaron a -4°C. Las soluciones de Bifosfato de sodio (NaH2PO4), dietiléter
y NaOH se obtuvieron desde Sigma-Aldrich. Se utiliz6 acido clorhidrico (HCL

fumante, 37%) grado analitico, y el agua y el acetonitrilo grado HPLC.
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Preparacion de las muestras

Curva de calibracién y muestras blanco: Para cada analisis se prepar6 una
curva de calibracion y una muestra blanco. Para la muestra blanco se utilizé
1 mL de agua HPLC, y para la curva de calibracion se hicieron las soluciones
a partir de las soluciones SC de los estandares, de acuerdo a las siguientes
concentraciones: 0,5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM y 25 mM.

Extraccion liquido-liquido: Por cada mL de muestra analitica (calibradores,
muestra blanco y muestras del estudio) se afiadieron 100 pl de HCI
concentrado y se mezclo por 15 seg. Las muestras se extrajeron durante 20
minutos por laminacion suave, utilizando 5 ml de dietiléter. Luego, se
centrifugaron por 5 min a 3500 rpm a 4°C, y el sobrenadante obtenido se
transfirid a otro tubo para afiadir 500 pl de una solucién 1M de NaOH. Las
muestras se volvieron a extraer por 20 minutos por laminacion suave,
seguido de un paso de centrifugacion en las mismas condiciones
mencionadas. La fase acuosa se transfirio a un nuevo tubo y finalmente se
afiadieron 100 ul de HCI concentrado. Después de mezclar vigorosamente,
se inyecté una alicuota de 20 pl en el equipo de HPLC-UV (Agilent
technologies serie 1260 infinity).

Método de validacion interna

Linealidad: La linealidad del método se evalu6 analizando las
concentraciones de la curva de calibracion: 0,5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM y
25 mM. Todas las muestras de calibrador se inyectaron una vez por tres dias
seguidos en el instrumento HPLC-UV.

Exactitud y precision: La precision y exactitud entre dias se evalu6 analizando
3 muestras de diferentes concentraciones (5, 10 y 25 mM) durante 3 dias
consecutivos. El criterio de aceptacién para la exactitud fue que él % de
recuperacion esté dentro del rango 98%-102%. Para la precision, la
desviacion estandar relativa (RSD) debia ser menor o igual a 2 % (<2%).
Repetibilidad: Para evaluar la repetibilidad se analizaron 6 muestras de una

misma concentracién en un mismo dia, conservando siempre las mismas
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condiciones de andlisis. El RSD debe ser <2 % para cumplir con los requisitos
de aceptacion.

Reproducibilidad: Para evaluar la reproducibilidad se cambi6 una variable del
analisis, en esta ocasion, se cambio al analista. Cada analista (1 y 2) analizo
10 muestras de una misma concentracién en un mismo dia. Para cumplir los
criterios de aceptacion, tanto analista 1 como analista 2, deben tener un RSD
< 2%.

Limite de deteccién (LD): El limite de deteccion se evalio al medir 10
muestras blanco de agua grado HPLC, las cuales al interpolar sus areas en
la curva de calibracion correspondiente dan como resultados 10
concentraciones. Al sacar la desviacion estandar (S) de estas
concentraciones se pudo aplicar la siguiente formula: LD =3,29*S

Limite de cuantificacion (LC): El limite de cuantificacidon se evallo de la
misma manera que el LD, no obstante, en esta ocasion se debe aplicar la
siguiente formula: LC=10*S

Robustez: La robustez se evallo segun la prueba de Younden y Steiner, la
cual consiste en 8 mediciones en 8 variables/condiciones. Se calculd el
efecto de cada una de las variables sobre la capacidad de un procedimiento
analitico de no ser afectado por variaciones pequefas, pero deliberadas de
los parametros del método. Se promedio las 4 mediciones en su valor mas
alto (X) y las 4 que corresponden al valor mas bajo (x). Cuanto mayor sea la
diferencia de los resultados entre el valor mayor y el valor menor (A = X-x),
mayor influencia tendra dicha variable en el método analitico. El criterio de

aceptacion debe cumplir A<V2*S.
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3.1.2 Determinacién de la concentracion de acidos grasos de cadena corta en

deposiciones de nifios con diarrea y sanos
Analisis HPLC-UV

El sistema empleado consisti6 en HPLC-UV Agilent technologies serie 1260
infinity. La separacion cromatogréfica se realizdé en una columna Hypersil Gold aQ
(150 mm x 4,6 mm i.d.) con particulas de tamafio 3 um (Sercolab, Merksem,
Bélgica). Las columnas fueron termostatizadas a 30°C y la fase movil consistio en
20 mM de Bifosfato de sodio (NaH2PO4) preparado en agua HPLC (pH ajustado a
2,2 usando HCI concentrado) (A) y Acetonitrilo (B). La fase movil tuvo una
proporcion 80%A/20%B, con una velocidad de flujo de 1 ml/min. El detector UV se

ajusté a una longitud de onda de 210 nm.

Célculo tamafio muestral

Para determinar el nUmero de muestras requeridas, se utilizé el programa G-
Power, considerando los siguientes valores estadisticos: (i) un error tipo | igual a
0,05, indicando que se acepta una probabilidad del 5% de rechazar incorrectamente
la hipotesis nula y (i) una potencia de 0,8, lo que indica que hay un 20% de
probabilidad de aceptar la hip6tesis nula siendo incorrecta. Se utilizd un valor de
tamafo de efecto 0,7960513, el cual representa la magnitud de diferencia entre los
dos grupos de estudio. Este valor fue obtenido a partir de un estudio piloto, en donde
se cuantificd los SCFA en 8 muestras por cada grupo. Con estos datos, se obtuvo
gue para el siguiente estudio se requiere de 52 muestras totales, es decir, un minimo

de 26 muestras para cada grupo.

Muestras de estudio

Las muestras de deposicidén positivas para algun patégeno ECD se recolectaron
a partir de personas que consultaron en la clinica Las Condes y el hospital Luis
Calvo Mackenna por un cuadro de diarrea aguda. Por otro lado, las muestras de
pacientes sanos que aceptaron participar en el estudio se recolectaron de forma
voluntaria. Ambos grupos de muestras se sometieron a un analisis por la plataforma

Filmarray® (FA), un panel gastrointestinal que permite la deteccion mdltiple de 22
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patdgenos gastrointestinales que incluyen virus, parasitos y bacterias. Para ambos
grupos, las muestras cumplieron con los siguientes criterios de inclusion y exclusion:
La edad de los pacientes debe estar en un rango de 12 meses a 60 meses (1 a 5
afos), ningun nifio debe haber consumido antibidticos ni probidticos al menos 3
meses antes de enrolarse en el estudio. Los nifios sanos no deben tener signos
clinicos de enfermedades gastrointestinales previas, como vomito, diarrea, anorexia
o pérdida de peso, ademas de ser negativas para patégenos gastrointestinales. Las
muestras de deposiciones de nifios con diarrea deben ser positivas solo para alguno
de los 6 patotipos de ECD. Después de la seleccion de las muestras, estas se
almacenaron a -80°C en el Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, Santiago de Chile,
hasta el momento de su andlisis. La caracterizacion de las muestras del estudio son
sefaladas en la tabla 3. El estudio donde se obtuvieron las muestras cuenta con la
aprobacion de los Comités de ética de Clinica las Condes y de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Chile (Anexo 1).

Extraccion fecal

Las muestras de diarrea recolectadas se encontraban en medio Cary Blair
(Remel, Thermo Fisher Scientific) desde el inicio, por lo que las muestras de los
nifios sanos se diluyeron en este mismo medio. Posteriormente, ambos grupos de
muestra se sometieron a extraccion fecal, la cual consistié en afiadir 1 ml de agua
libre de nucleasas a 500 pl de materia fecal, luego se mezclé vigorosamente hasta
obtener una pasta homogénea. La muestra se centrifugd a 16.000 x g por 30
minutos y el sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo para volver a centrifugar a
16.000 x g por 30 minutos. Obteniendo sobrenadante, el cual se filtré en filtros de
jeringas de 30 mm x 0,22 um (TCL Technology) para obtener agua fecal (SCFA), y
un pellet (masa humeda), el cual se peso y se utilizd para normalizar los datos
obtenidos de la cuantificacion. El agua fecal se almacen6é a -20°C hasta su

utilizacion.
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Verificacion del método HPLC

Se realizé una pequefa verificacion del método validado, puesto que las
condiciones de la matriz que contiene la muestra cambiaron de agua a medio Cary
Blair (CB). Para esto se analizo la linealidad del método, en donde se inyectaron las
concentraciones 0,5 mM, 5 mM y 25 mM por tres dias consecutivos en el
instrumento HPLC-UV.

Analisis estadistico

Para evaluar la significancia estadistica de los niveles de SCFA entre nifios con
diarrea y nifios sanos se empleé la prueba de Mann-Whitney, el cual es un método
no parameétrico que compara dos grupos de muestra no pareadas y de distribucion
anormal. Se consideré una diferencia estadisticamente significativa cuando p<0,05.
Luego a través de ANOVA de dos vias de multiples comparaciones se evalué si
existia una diferencia estadistica entre los niveles de SCFA encontrados y los
principales patotipos de ECD. Considerando una diferencia estadisticamente
significativa cuando p<0,05.

3.2 Objetivo especifico 2: Correlacionar los niveles de SCFA con
microorganismos productores de SCFA presentes en la microbiota intestinal
de nifios con diarrea por ECD y nifios sanos.

De acuerdo a protocolos previamente estandarizados en el laboratorio (Gallardo
y cols., 2017) se identifica la composicién de la microbiota en las muestras de
diarrea positivas para ECD y nifios sanos. Luego, se determinaron los principales
géneros de bacterias productoras de SCFA en estas muestras y se evaluo si habia
cambios significativos en ambos grupos de muestras. Finalmente, se evalud la
existencia de una correlacion entre los niveles de SCFA encontrados y una

microbiota productora de estas moléculas.
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3.2.1. Identificacion de la microbiota intestinal de deposiciones de nifios con

diarrea por ECD y niflos sanos

Extraccion de ADN y amplificacion del gen 16S rRNA

Las muestras positivas para patotipos ECD y de nifios sanos se sometieron a
extraccion de ADN, utilizando el kit QlAamp Fast DNA Stool Mini kit (Qiagen), y
luego se cuantificaron con el espectrofotometro Synergy-HT (Biotek TM). Las
extracciones de ADN se enviaron a MrDNA (Estados Unidos), donde se sometieron
a amplificacion por PCR del gen que codifica el ARN ribosomal 16S (16S rRNA), y
luego se secuencio la region V3-V4 del gen rRNA mediante illumina miseq 2X300

pb.

Identificacion de la microbiota intestinal

En el laboratorio, las secuencias se analizaron utilizando los programas Qiime2 y
DADAZ2, donde en un procesamiento inicial se eliminaron las secuencias de baja
calidad, es decir, menores de 300 pb, con mas de 8 homopolimeros y secuencias
ambiguas. Posteriormente se realizé la agrupacion de las secuencias con 100% de
identidad en Amplicon sequence variant (ASV), la cual es una unidad de
clasificacion que permite diferenciar secuencias con tan solo un cambio de
nucledtido. Cada ASVs se alined utilizando la base de datos Silva 138 para su
clasificacion taxondmica. A partir de esta informacién, se logro clasificar la
microbiota presente en cada muestra a nivel de Reino, Filo, Clase, Orden, Familia,
Género y Especie. Mediante un analisis de redundancia se evalué las comunidades
microbianas de cada grupo, lo que permitié visualizar graficamente la organizacion
de las muestras de acuerdo a la similitud que presentaban en la composicién de la
microbiota y del grupo que pertenecen.

Con los datos obtenidos de la composicion de microbiota se pudo obtener la
cantidad de cada ASVs presente en las muestras, luego los datos se transformaron
a través de raiz cuadrada, y a partir de esto se calcul6 el % de cada taxa con
respecto al total (abundancia relativa). No se incluyeron en el andlisis taxa que no

pertenecian al reino bacteria y se procedié a evaluar los niveles de abundancia
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relativa para filo y familia, ademas de diferentes géneros asociados a la produccién
de SCFA: Akkermansia, Faecalibacterium, Bacteroides, Bifidobacterium, Dialister,
Veillonella, Prevotella, Roseburia, Blautia, Clostridium, Ruminococcus,
Streptococcus, Anaerostipes, Phascolartobacterium, Coproccus, Megasphaera,
Eubacterium y Oscillospira.

3.2.2 Correlacién entre los niveles de SCFA encontrados con géneros de
bacterias productores de SCFA en las muestras de diarrea por ECD y nifios
sanos

La correlacion entre los principales géneros productores de SCFA y los SCFA
evaluados: acetato, propionato y butirato, se realizé utilizando el programa
estadistico R (version: 4.1.1) mediante el paquete corrplot (Wei y Simko, 2017), el
cual se basa en una correlacién euclidiana. Este tipo de analisis correlaciona la
abundancia de cada género productor de SCFA con los niveles encontrados del
respectivo SCFA, y se realiz6 de forma independiente para el grupo de nifios con

diarrea positivos para ECD y para nifios sanos sin diarrea.

Analisis estadistico

A través del andlisis estadistico Mann-Whitney de comparacion mdltiple, se
comparo los niveles de abundancia relativa a nivel de filo, familia y para diferentes
géneros productores de SCFA entre el grupo de nifios sanos y nifios con diarrea por

ECD. Considerando una diferencia significativa cuando p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados del Objetivo N°1. Determinar la concentracion de acetato,
propionato y butirato en deposiciones de nifios con diarrea por ECD y nifios

sanos

4.1.1 Estandarizacion y validacion del método HPLC

La estandarizacion del método de HPLC para la cuantificacion de acidos grasos
de cadena corta se realiz6 en una columna Hypersil Gold aQ con particulas de
tamafio 3 um, con un sistema isocréatico con proporcion de fase movil de Bifosfato
de sodio/Acetonitrilo = 80/20 y un flujo de 1 ml/min, logrando una separacion
aceptable de los tres acidos grasos estudiados (Fig. 4). Ademas, al cuantificar sin
el proceso de extraccion se comprobd que la extraccion liquido-liquido descrita
previamente es esencial para obtener y separar los analitos del ruido de extraccion,
el cual corresponde a productos inespecificos formados durante la extraccién que
son escasamente retenidos en la columna, por lo que se eluyen a tiempos muy

tempranos.

" Acetato
"Propionato
Butirato

J'

= | Ruido de extraccién

Figura 4. Cromatograma de estandares de SCFA a una concentracion de 25 mM.

Ruido de la extraccién a un tiempo de retencion (tr) de 1,707 min y area de 2253,9 mAU. Peak de
acetato a un tr de 2,048 min y area de 738,7 mAU. Peak de propionato a un tr de 2,3 min y area de
1161 mAU y peak de butirato a un tr de 3,2 min y area de 1434,4 mAU.
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La validacion interna del método cumplié con todos los criterios de aceptacion
sefialados en el manual de ISP (tabla 1). La linealidad iba desde 0,5 mM a 25 mM,
con un r 20,99 y un t critico > t calculado para los 3 SCFA. Para la exactitud y
precision, los valores estaban entre el 98-102% de recuperacion y la desviacion
estandar relativa (RSD) fue < 2% para los 3 SCFA. Tanto para la reproducibilidad y
repetibilidad, los 3 SCFA cumplian con RSD < 2%. Los limites de cuantificacion y
deteccion se calcularon segun las formulas sefialadas en el manual y la robustez
cumplia con el siguiente criterio (X-x) <2 S.

Tabla 1. Parametros de validacién del método de HPLC para los 3 SCFA evaluados

SCFA
Parametro Acetato Propionato Butirato
Linealidad 49,923,2 52,2>3,2 77.4>32
(tcalculado >tcritico) R>0,99 R>0,99 R>0,99
Exactitud 101,3 100,9 101,5
(%)
Precision 2 1,9 1,7
(RSD)
Reproducibilidad 1,43 1,45 1,23
(RSD)
Repetibilidad A1=1,55 A1=1,96 A1=147
(RSD) A2=2,03 A2=1,89 A2=177
Limite de cuantificacion 0,493 0,113 0,247
(mM)
Limite de deteccion 0,162 0,037 0,097
(mM)
Robustez <296,2 <3457 < 356,8
(X-x)
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4.1.2 Cuantificacion de acetato, propionato y butirato en muestras de

deposicion de nifios con diarrea y sin diarrea por ECD

Para este estudio se utilizaron muestras fecales de 38 nifios con diarrea positiva
para algun patogeno ECD (grupo diarrea) y 30 nifilos sanos negativos para
patégenos gastrointestinales (grupo control). La edad media de los pacientes con
diarrea y los pacientes control fue de 36,4 meses (minimo a maximo: 12 a 60 meses)
y 36,1 meses (minimo a maximo: 12 a 61 meses), respectivamente. No hubo
diferencia significativa en la edad entre los 2 grupos (p > 0,99). De los nifios con
diarrea: 10 eran positivos para EAEC, 9 corresponden a EPEC, 6 para ETEC, 11
para STECy 2 para EIEC (Tabla 2). En cuanto a las caracteristicas de los pacientes,
se logré recopilar la informacién del sexo, tipo de parto, presencia de alguna
patologia intestinal, cirugia previa, presencia de alergias, si fueron alimentados por
lactancia materna y antecedentes de probidticos (Tabla 3). Debido a que se
enrolaron de forma voluntaria en el estudio, se logré solamente caracterizar a cada
individuo sano, lo cual no se pudo aplicar para los individuos con diarrea. A pesar
gue uno de los nifios tenia antecedente de rotavirus, este no fue detectado cuando
se analiz6 la muestra por Filmarray. 6 nifilos presentaban algun tipo de alergia, entre
ellas 2 dermatitis atdpica, indeterminada, huevo/mango, platano y alergia a la
proteina de Leche de Vaca (APLV)/alergia Alimentaria Multiple (AAM). Finalmente,
7 niflos tenian antecedentes de consumir probidticos, no obstante, ningun nifio
consumioé 3 meses antes de enrolarse en este estudio. La caracterizacion de los

pacientes no se utilizé como criterio de inclusion ni de exclusion.

Tabla 2. Edad media y patogenos de las muestras del grupo control y diarrea

Edad media (meses) Patégenos (Patotipos de ECD)

Grupo control 36,1 Negativos

Grupo diarrea 36,4 10 EAEC
9 EPEC
6 ETEC
11 STEC
2 EIEC
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Tabla 3. Caracteristicas de las 30 muestras de deposicidn de nifios sanos sin diarrea

Patologia Lactancia
Sexo Parto intestinal Cirugia previa Alergias Materna Probidticos
(18) Mas (16) Parto natural (29) No (30) No (6) Si (29) Si (7) Si
(12) Fem (14) Cesarea (1) Rotavirus (24) No (1) No (23) No

Todas las muestras del estudio se encontraban en medio CB a la hora de su
cuantificacion, el medio CB es utilizado para la conservacion del patogeno y
debido a sus componentes para proveer un bajo potencial de redox y su alto pH,
provoco que al momento de cuantificar las muestras aparecieran ruidos propios
del medio (interferentes). Debido al aumento en las sefiales interferentes se
generd una cercania entre los tiempos de retencion de los analitos y los ruidos
de extraccion propios del método y del medio CB. Por esta razén, se modifico
el sistema isocratico descrito previamente a un sistema en gradiente (tabla 4),
logrando una mejor separacion de los analitos de interés de los ruidos de
extraccion (Fig.5), no obstante, el tiempo de corrida se alargd a 11 minutos. Se
realizé una verificacion con las nuevas condiciones, puesto que al realizar un
cambio en las condiciones del método es necesario emplear pruebas que
indiquen que la variacion realizada no afecta el ensayo. En este caso se analizé

la linealidad, la cual cumpli6 con los criterios de aceptacion requeridos (tabla 5).

Tabla 4. Condiciones del sistema en gradiente empleado en la cuantificaciéon de SCFA

Tiempo (min) A(%) B(%) Flujo (ml/min)
0 100 0 1
5 100 0 1
52 90 10 1
10 Q0 10 1
10,2 100 0 1

Tabla 5. Verificacion del método HPLC para los 3 SCFA evaluados

Parametro Acetato Propionato Butirato
Linealidad 40,81=12,7 31,6127 49,98>12,7
R>0,99 R>0,99 R>0,9¢
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DADT A, Sg=210,4 Ret=ch (202 1ABMAC Grasos 16-03-2021 20210512 15-00-53002-0201.0)

Figura 5. Cromatograma de estandares de SCFA en medio CB a una concentracién de 25 mM.
Ruido de la extraccion quimica a un tr de 1,9 min con area de 1359,7 mAU. Sefial de acetato a un tr
de 2,9 min con area de 674,8 mAU. Primer ruido del medio CB a un tr de 4,2 min con area de 603,5
mAU. Sefal de propionato a un tr de 6 min con area de 1096,3 mAU. Segundo ruido del medio CB
a untr de 8,8 min con area de 2503,9 mAU y sefial de butirato a un tr de 10,3 min con area de 1443,8
mAU.

Al cuantificar las muestras se obtuvo la concentracion en mM, no obstante, para
tener en cuenta la diferencia en el contenido de agua entre las muestras fecales, las
concentraciones finales de SCFA se normalizaron por materia fecal y los resultados
se expresaron como pmol/g de materia fecal (Minamoto y cols., 2019). Cuando se
compard los niveles de acidos grasos se evidencié que los niveles de acetato en el
grupo ECD estaban significativamente elevados a comparacion del grupo control
(41,48 vs 18,15 pmol/g; p<0,05; Fig.6). De las 68 muestras utilizadas en el estudio,
una de ellas perteneciente al grupo ECD daba una concentracion menor al limite de
cuantificacion (menor a 0,493 mM de acetato, tabla 1), por lo que no se incluy6 en
la estadistica. Para el caso de propionato, también se encontr6 que los niveles
estaban significativamente aumentados en el grupo ECD a comparacion del grupo
control (17,87 vs 6,72 pmol/g; p<0,0001; Fig. 6), en este caso no se consideraron 3
muestras del grupo ECD que estaban por debajo del limite de cuantificacion (0,113
mM, tabla 1). Por ultimo, butirato también evidencio una elevada concentracion en
el grupo ECD a comparacion del grupo control (15,02 vs 4,02 ymol/g; p<0,0001;
Fig.6), y en este caso no se consideraron 9 muestras del grupo ECD, las cuales
daban menor al limite de deteccién (0,097 mM, tabla 1).

Al observar niveles elevados de SCFA en nifios con diarrea versus nifilos sanos,
se procedio a evaluar si existe una diferencia en los niveles de acetato, propionato
y butirato dependiendo del patotipo de ECD presente en las muestras de nifios con

diarrea con respecto a nifios sanos. Este analisis evidencié que solamente acetato
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estaba elevado en STEC (48,13 vs 18,15 ymol/g; p<0,01), ETEC (47,75 vs 18,15
pmol/g; p<0,05) y EPEC (43,33 vs 18,15 pmol/g; p<0,05) con respecto a las

muestras de nifios sanos negativos para patdgenos gastrointestinales (Fig.7).

Propionato

<0.0001
p<0,05 100- ’_L\—‘
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Butirato

150+ p<0,0001

Figura 6. Concentracion de SCFA en deposiciones de nifios con diarrea y sanos. Las
concentraciones de SCFA se expresan en umol/gramo de materia fecal. Los individuos positivos
para ECD se sefalan en rojo (ECD) e individuos sanos sefialados en azul (Control). Se empled el
test estadistico Mann-Whitney, considerando una diferencia significativa cuando p<0,05, se gréafica

1-99% de los datos.
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Figura 7. Concentraciones de SCFA por patotipos ECD en nifios con diarrea. Los niveles
de SCFA se expresan en ymol/g. En naranjo las muestras del grupo control con, en morado
STEC, en negro ETEC, en verde EPEC y en rojo EAEC. El test estadistico utilizado fue ANOVA
de dos vias de multiples comparaciones, considerando diferencia significativa cuando p<0,05,
se grafica 1-99% de los datos. **p<0,01 y *p<0,05
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4.2 Resultados objetivo 2. Correlacionar los niveles de SCFA con
microorganismos productores de SCFA presentes en la microbiota
intestinal de nifios con diarrea por ECD y nifilos sanos

4.2.1 Identificacidon de la microbiota intestinal en nifios con diarrea por ECD y

ninos sanos

En el estudio de microbiota intestinal se reconocieron 464 taxas en total,
logrando identificar 13 filos diferentes, 89 familias, 202 géneros y 134
especies. Con la informacion obtenida de la identificacion taxonémica junto a
los datos de abundancia relativa de cada muestra se pudo comparar las
comunidades microbianas de los 2 grupos estudiados. A nivel de filo las
muestras del grupo ECD poseian una mayor proporcion de Proteobacteria
(24,07% vs 2,2% p<0,001) y una menor proporcion de Bacteroidetes (20,1% vs
33,7% p<0,001) a comparacion del grupo control (Fig. 8). A nivel de familia el
grupo ECD poseia una mayor proporcion de Enterobacteriaceae (20,7% vs 1%
p<0,001) a comparacién del grupo control (Fig.9). Sin embargo, se encontré una
menor proporcidn de las familias Ruminococcaceae (6,9% vs 15,3% p<0,001),
Bacteroidaceae (13,27% vs 21,95% p<0,001) y Lachnospiraceae (12,3% vs
21,4% p<0,001) a comparaciéon del grupo control (Fig.9). Para evaluar la
distribucion de las muestras en funcién de la similitud en la composicién de su
microbiota y del grupo al que pertenecen, se realizd un analisis de redundancia,
donde se evidencié que las muestras ECD presentaban una composicion de
microbiota distintiva respecto a las muestras control (ANOVA p<0,001) (Fig.10).
Considerando que la composicion de la microbiota sufre cambios entre nifios de
1-3 afios y 3-5 afios (Derrien y cols., 2019), se evalu6 el rango etario tanto para
ECD como control. Evidenciando que no hubo una agrupacion por rango etario

en ninguno de los dos grupos evaluados (Fig.10).
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Figura 8. Composicion de la microbiota a nivel de filo en nifios con diarrea por ECD y nifios
sanos. Se representaron las 6 unidades taxondémicas mas abundantes, mientras que aquellas
menos abundantes se agruparon como otros. Las secuencias en las que no se logré la identificacion
taxondmica se clasificaron como no asignado. Se utilizd el test estadistico Mann-Whitney,
considerando una diferencia significativa cuando p<0,05.
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Figura 9. Composicion de la microbiota a nivel de familia en nifios con diarrea por ECD y nifios
sanos. Se representaron las 8 unidades taxondmicas mas abundantes, mientras que aquellas
menos abundantes se agruparon como otros. Las secuencias en las que no se logro la identificacion
taxondmica se clasificaron como no asignado. Se utilizd el test estadistico Mann-Whitney,
considerando una diferencia significativa cuando p<0,05.
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Figura 10. RDA de deposiciones de nifios con diarrea por ECD y nifios sanos.

Anadlisis de correlacién entre las diferentes muestras del estudio que permite observar la distribucion
de las comunidades microbianas y su organizacion de acuerdo al grupo al que pertenecen. En rojo
se sefialan las muestras de diarrea positivas para ECD y en azul las muestras de nifios sanos. Se
indica el rango etario de cada muestra dentro del grupo, 12-36 meses en color gris y 37-60 meses
en naranjo. El andlisis estadistico de la agrupacion de las muestras se determiné mediante ANOVA
utilizando el programa estadistico R Studio.

4.2.2. Determinacién de los microorganismos productores de SCFA en

deposiciéon de nifios con diarrea y sin diarrea por ECD

Se analizé los microorganismos productores de SCFA a nivel de género,
evidenciando que el género Veillonella y Streptococcus estaban significativamente
aumentados en nifios del grupo ECD a comparacion de nifios del grupo control
(4,9% vs 0,2%, p< 0,01 y 3,9% vs 0,6% p< 0,001, respectivamente) (Fig.11). No
obstante, también se encontrd6 una disminucién de 7 géneros de bacterias
productoras de acidos grasos en el grupo ECD a comparacion del grupo control
(Fig.12), correspondiendo a Bacteroides (13,27% vs 21,95% p<0,001), Prevotella
(0,69% vs 5% p<0,001), Blautia (1,4% vs 2,89% p<0,001), Faecalibacterium (3,36
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Abundancia relativa %

vs 6,78% p<0,001), Dialiester (1,55 vs 1,82% p<0,01), Roseburia (0,91% vs 1,75%
p<0,01) y Ruminococcus (0,67% vs 0,93% p<0,01).

Veillonella
p<0,01
1
404 ]
20
0_ — I_

Figura 11. Abundancia relativa de los géneros de bacterias productoras de SCFA
aumentados en ECD versus control. En azul se indica el grupo control y en rojo el grupo ECD.
Veillonella 4,9% vs 0,2% p<0,01 y Streptococcus 3,9% vs 0,6% p<0,001. Se utiliz6 el test
estadistico Mann-Whitney, considerando una diferencia significativa cuando p<0,05, se grafica

1-99% de los datos.
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Figura 12. Abundancia relativa de los géneros de bacterias productoras de SCFA
disminuidos en ECD versus control. En azul se indica el grupo control y en rojo el grupo ECD.
Bacteroides 13,27% vs 21,95 p<0,001, Prevotella 0,69% vs 5% p<0,001, Blautia 1,4% vs 2,89%
p<0,001, Faecalibacterium 3,36% vs 6,78% p<0,001, Dialiester 1,55% vs 1,82% p<0,01,
Roseburia 0,91% vs 1,75% p<0,01 y Ruminococcus 0,67% vs 0,93% p<0,01. Se utiliz6 el test
estadistico Mann-Whitney, considerando una diferencia significativa cuando p<0,05, se grafica
el 1-99% de los datos.

** p<0,001 y *p<0,01
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4.2.3 Correlacion entre niveles de SCFA y microorganismos productores de

SCFA en deposicion de nifios con diarreay sin diarrea por ECD

Para evaluar si existe una correlacion entre la abundancia de los géneros
productores de SCFA y la produccion de los 3 metabolitos cuantificados en
muestras de deposicion de ambos grupos de estudio, se utilizd el programa R
studio. Encontrando una correlacion positiva entre la produccion de propionato y
butirato con el género Coprococcus en el grupo ECD (Fig.13). En el caso de acetato,
solamente el género Blautia mostré una correlacion positiva en el grupo ECD. En la
produccion de butirato, los géneros Faecalibacterium y Roseburia mostraron una
correlacion positiva tanto en el grupo ECD como en el grupo control. En contraste,
el género Bacteroides fue el Unico género que evidencié una clara correlacién
negativa en la produccion de acetato y propionato en el grupo control (Fig. 13). A
pesar que se observan otras correlaciones entre los niveles de SCFA con la
abundancia de los géneros, estos no llegan a tener una intensidad prominente, por

lo tanto, no se considerd una correlacion entre ambos (Fig.13).
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Figura 13. Correlacién entre los niveles de SCFA con microorganismos productores de
SCFA en nifios con diarreay sanos. Se muestra la correlacion entre las intensidades de los
3 metabolitos principales que se evaluaron (Acetato, Propionato y Butirato) y la abundancia de
los principales géneros de bacterias productores de SCFA, en muestras de heces de nifios
sanos (Control, azul) y nifios con diarrea positivos para ECD (ECD, rojo). Los puntos azules y
rojos representan correlaciones positivas y negativas, respectivamente, entre metabolitos y
géneros. Este andlisis se realizé utilizando el paquete corrplot para R.
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5 DISCUSION

Los patotipos ECD son los agentes etiologicos bacterianos mas comunes de
diarrea tanto en regiones en desarrollo como industrializadas, afectando
principalmente a niflos menores de 5 afios (Press, 2014). Si bien se tiene un vasto
conocimiento de las bases moleculares de la infeccion por ECD, los factores
ambientales que regulan este proceso no han sido del todo esclarecidos. En el
altimo tiempo, la microbiota intestinal ha cumplido un papel fundamental en la
regulacion de los mecanismos de patogenicidad de diversos enteropatdégenos en el
colon humano. Ademas, varios metabolitos producidos por la microbiota modulan la
interaccién entre la microbiota intestinal y enteropatégenos, como ECD (Vogty cols.,
2015). Dada su abundancia en el medio intestinal, los SCFA se han estudiado
ampliamente como moléculas de sefializacién de enteropatégenos (Suny O'riordan,
2013), incluyendo a ECD. Por esta razoén, el principal objetivo de esta investigacion
consistio en determinar las concentraciones de SCFA e identificar las bacterias de
la microbiota intestinal productoras de estas moléculas, en muestras de

deposiciones de nifios menores de 5 afios con diarrea por ECD y nifios sanos.

Una proporcion significativa de carbohidratos ingeridos en la dieta escapa de la
absorcion en el intestino delgado y llega al colon. Aproximadamente, el 90% de los
carbohidratos no absorbidos que ingresan al colon cada dia son fermentados por
las bacterias de la microbiota intestinal para producir los SCFA, que pueden ser
absorbidos por los colonocitos, y eventualmente, ser metabolizados en el higado
(Hammer y cols.,1990). El efecto de los SCFA sobre bacterias intestinales ha sido
de gran interés en el Gltimo tiempo, ya que los niveles elevados de estas moléculas
tienen efectos toxicos contra las bacterias, debido principalmente a que reducen el
pH celular y son capaces de atravesar las membranas lipidicas de la célula
bacteriana. Esta accién antibacteriana ha impulsado su uso como conservante en
alimentos y en algunas aplicaciones clinicas (Bushell y cols., 2021). Sin embargo,
también se ha descrito que la produccién de SCFA en el colon tiene un papel critico
en la salud de los seres humanos, cumpliendo un papel crucial en los trastornos

diarreicos (Binder, 2010). Por ejemplo, se ha evidenciado que cuando S.
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Typhimurium se cultiva en medios que contienen una mezcla de SCFA con
concentraciones encontradas en el ileon distal humano, la expresion de genes
codificados en la isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI-1) aumentan,
generando un incremento en la expresion de los genes de virulencia asociados a

invasion (Lawhon y cols., 2002).

En el siguiente estudio, se encontré que las muestras de deposicion de nifios
menores de 5 afios con diarrea positiva para patotipos ECD tienen concentraciones
de acetato, propionato y butirato significativamente mas elevadas a comparacion de
muestras de deposicibn de nifios sanos sin diarrea (Fig.6). Estos hallazgos
concuerdan con investigaciones previas que han sefalado un aumento de SCFA en
enfermedades intestinales. Se han reportado mayores niveles de SCFA en
pacientes que desarrollaron diarrea por recibir alimentacion entérica. Generalmente
este tipo de alimentacién se asocia con el desarrollo de diarrea por Clostridium
difficile, y se atribuye a la alteracion en la composicién de la microbiota intestinal
gue experimentan estos individuos (Whelan y cols., 2009). Por otro lado, se observé
gue pacientes con sindrome del intestino irritable (Sll) presentaban proporciones
significativamente mayores de propionato a comparacion de personas sanas. Al
realizar un estudio de subgrupos se evidencié que los pacientes con Sll con
predominio de diarrea tenian concentraciones de butirato mayores que personas
sanas (Suny cols., 2019). Otras investigaciones han evaluado el rol que tendria la
produccion de SCFA en la absorcion intestinal de agua y electrolitos (Na* y CI), ya
que la absorcion de SCFA en el colon se combina con la entrada de sodio, agua y
cloro a través de un intercambio de Na*/H*, y la activacion del intercambiador
paralelo de CI7/ butirato, generando que los SCFA cumplan un rol fundamental en
el equilibrio nutricional de electrolitos. Por lo tanto, la pérdida de este efecto
resultaria en una pérdida neta de liquidos y electrolitos, que en conjunto con las
fuerzas osmoticas de los carbohidratos no fermentados, causarian diarrea (Binder,
2010; Canani y cols., 2004). Por esta razén, se ha propuesto que el aumento en la
produccion de SCFA mejoraria la absorcion de liquido en el colon corrigiendo la
deshidratacion asociada a la diarrea aguda (Liu y cols., 2019). Por lo tanto, nuestros

resultados podrian deberse a un mecanismo compensatorio para la pérdida de
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liquidos que ocurre durante la diarrea o que, de algin modo los SCFA cumplan otras
funciones en el proceso infeccioso de ECD. Por ejemplo, actuar como moléculas de
sefializacion en la respuesta inmune. Distintas investigaciones han sefalado la
importancia de la produccion de SCFA en la respuesta inmune del hospedero, ya
gue los SCFA son capaces de desencadenar multiples mecanismos para inhibir la
inflamacion del intestino presente durante la diarrea. Los colonocitos absorben los
SCFA, especialmente butirato, el cual es capaz de interaccionar con el sistema
inmune a través de los receptores acoplados a proteina G (GPCR), y altera la
expresion génica mediante la reduccion de la actividad de las histonas desacetilasas
(HDAC), generando una reduccién de la inflamacion local, proteccion contra la
infiltracion de patégenos y mantencion de la integridad de la barrera intestinal (Yoo
y cols., 2020).

Investigaciones recientes en personas que sufren de diarrea asociada a la
administracion de antibiéticos, han demostrado que los tratamientos caseros, como
los medicamentos tradicionales chinos, restauran la microbiota intestinal y mitigan
la diarrea, lo que se atribuy6 al aumento de SCFA encontrado (Yang y cols., 2021).
No obstante, otras investigaciones han propuesto que los SCFA pueden actuar
como moléculas de sefializacion y reguladores del metabolismo bacteriano. Por
ejemplo, se ha descrito que acetato puede ser utilizado como fuente de carbono
para cepas de E. coli, pero cuando E. coli se cultiva anaerébicamente con glucosa
como fuente de carbono y en ausencia de aceptores de electrones, condiciones
similares a la microbiota intestinal, es capaz de producir acetato mediante la
fermentacién acida mixta. Por lo tanto, E. coli puede tanto consumir como producir
acetato, generando el llamado “acetate switch “entre estos dos estados metabolicos
(Wolfe, 2005; Bushell y cols., 2021). El propionato y butirato también pueden actuar
como moléculas de sefalizacion para E. coli. Por ejemplo, se ha descrito en
modelos murinos que el propionato es capaz de incrementar la virulencia de EIEC
asociada a la enfermedad de Crohn. Luego de cultivar EIEC con propionato como
Unica fuente de carbono, se identific6 una regulacion positiva de los genes de
virulencia implicados en la formacion de biopeliculas, la respuesta al estrés,

metabolismo, integridad de membrana y la utilizaciébn de fuentes de carbono
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alternativas (Ormsby y cols., 2020). Estos antecedentes revelan el papel
controversial de los SCFA en el desarrollo de enfermedades diarreicas, por lo que
en futuras investigaciones es necesario esclarecer de mejor manera el rol que

tendrian los SCFA en la diarrea.

Al evaluar si existia una diferencia significativa entre los niveles de SCFA
dependiente del patotipo ECD presente en la muestra, que incluia STEC, ETEC,
EPEC y EAEC, se encontré que solamente acetato estaba aumentado de forma
significativa en STEC, ETEC y EPEC a comparacion de las muestras negativas para
ECD (Fig.7). Sin embargo, el nimero de muestra de cada patotipo es muy pequefia
para ser representativa de cada uno, por esta razén, seria ideal que en futuras
investigaciones se evaluaran los niveles de SCFA en cada patotipo ECD con un
namero de muestras adecuado, y de este modo descifrar la importancia de acetato

en los patotipos ECD.

En los Ultimos afios varios estudios epidemioldgicos, fisioldgicos y 6micos,
complementados con estudios celulares y experimentos en animales, han indicado
la indudable influencia ambiental sobre la salud humana y el riesgo de desarrollar
enfermedades mediadas por las comunidades microbianas presentes en el intestino
humano. La microbiota incluye una gran variedad de bacterias, arqueas,
bacteriéfagos, virus y hongos que interactian y coexisten con los humanos, siendo
la mayoria de ellos comensales o mutualistas. Sin embargo, muchas veces en un
proceso infeccioso se genera disbiosis de la microbiota lo que da paso al desarrollo
de una enfermedad diarreica (Baumler y Sperandio 2016; Li y cols., 2021). En este
trabajo se pudo demostrar que las muestras de deposicién de nifilos menores de 5
afos, positivas para alguno de los patotipos ECD, poseian una composicion de la
microbiota distintiva a la encontrada en nifios sanos (Fig.10), lo cual ha sido descrito
previamente en nuestro laboratorio (Gallardo y cols., 2017; Gallardo y cols., 2020).
Sin embargo, la composicién de la microbiota cambia enormemente durante los
primeros 5 afios de vida, generando que exista una gran diferencia entre nifios de
1-3 afios y nifios de 3-5 afios (Derrien y cols., 2019). Por esta razon, se evaluo estos

rangos etarios en el andlisis de composicién de la microbiota obtenida en este
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trabajo, encontrando que no existen agrupaciones por edades tanto para el grupo
ECD como para el grupo control (Fig.10). Por lo tanto, la composicion de la
microbiota de las muestras de este estudio no se distribuye en funcién de la edad
de los individuos. El enfoque metodoldgico empleado se baso en la comparacion de
la composicion de amplicon sequence variants (ASVs) encontrados en ambos
grupos de muestra. La utilizacion de ASVs sobre otras asignaciones taxonémicas
como Operational Taxonomic Units (OTUs) y Operational Phylogenetic Units
(OPUSs) resulté en una asignacion de taxones mas confiable y proporcionando datos
taxondmicos mas claros. Esto ocurre principalmente debido a que, a diferencia de
los OTUs, la asignaciéon de ASVs no impone los umbrales de disimilitud arbitrarios,
si no que infiere las secuencias bioldgicas en las muestras antes de la introduccion
de errores de amplificacién y secuenciacién, distinguiendo las variaciones de las

secuencias en tan solo un nucleétido (Callahan y cols., 2017).

En cuanto a la composicion de la microbiota, se tiene antecedentes que los recién
nacidos poseen una microbiota intestinal muy diversa durante los primeros meses
de vida, siendo multiples los factores que afectan su desarrollo, como las
condiciones higiénicas durante el parto, el tipo de parto, la edad gestacional, la
hospitalizacion del lactante, la alimentacion del lactante, entre otros. A medida que
se aumenta de edad, las comunidades microbianas se vuelven cada vez mas
similares convergiendo hacia un perfil genérico similar al adulto, caracterizado por
una predominancia de Bacteroidetes y Firmicutes. A lo largo de la edad adulta, la
composicion de la microbiota intestinal es relativamente estable, y solo sufre
alteraciones transitorias por factores determinados (Mariat y cols., 2009; Power y
cols., 2014). Se ha descrito previamente que nifilos hospitalizados que padecen
episodios diarreicos presentan un cambio en la composicion de su microbiota, con
un aumento en la abundancia del filo Proteobacteria y una disminucion de la razon
Firmicutes/Bacteroidetes en comparacion de nifios sanos (Braun y cols., 2017). En
otro estudio se encontrd que las Proteobacterias aumentan en respuesta a la diarrea
osmaotica, ademas de la existencia de una disminucion significativa en las
poblaciones de Bacteroidetes y Firmicutes, especulando que las Proteobacterias

tienen la capacidad de colonizar y repoblar nichos empobrecidos durante los
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episodios de diarrea de manera mas eficiente que otras bacterias (Gorkiewicz y
cols., 2013). Nuestros hallazgos concuerdan con lo descrito anteriormente, ya que
se encontr6 que la microbiota presente en infecciones ECD tiene una mayor
proporcion del filo Proteobacteria y una disminucion de Bacteroidetes a
comparacion de los nifios sanos (Fig.8). A pesar que se observd una tendencia a
disminuir del filo Firmicutes en ECD, este no llegé a ser significativo (p=0,06). A nivel
de familia, se observé un aumento en la proporcion de bacterias pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae (Fig.9). Lo anterior, también es concordante con
investigaciones previas en animales, puesto que se ha evidenciado que la diarrea
en terneros es acompafiada de una disbiosis, donde se destaca una mayor
abundancia de Enterobacteriaceae en comparacién de terneros sanos (Whon y
cols., 2021). Ademas, en la familia Enterobacteriaceae estan los principales agentes
etiologicos de infecciones gastrointestinales, ya que alberga mas de 70 géneros de
bacterias, muchos de ellos patdgenos clinicamente significativos como la misma E.
coli, especies de Klebsiella, Salmonella, Shigella y especies de Enterobacter (Jamil,
2014). Por otro lado, se encontré una disminucion de las familias Ruminococcaceae,
Bacteroidaceae y Lachnospiraceae en ECD a comparacion del grupo control (Fig.9).
Estudios metatranscriptomicos han demostrado que las familias Lachnospiraceae,
Bacteroidaceae y Ruminococcaceae representan a las familias mas predominantes
detectadas en wuna microbiota sana. Las familias Lachnospiraceae Yy
Ruminococcaceae han sido descritas como degradadores de pectina y celulosa, por
lo tanto, cumplen un papel importante en el metabolismo de fibras dietéticas. Por su
parte, Bacteroidaceae esta involucrada en casi todas las categorias funcionales de
la microbiota, como la motilidad celular, biosintesis de metabolitos secundarios,
transporte y catabolismo. Mientras que Ruminococcaceae se asocio principalmente
con la biosintesis de antibidticos, lo cual es importante en la defensa del hospedero
contra patogenos (Gosalbes y cols, 2011). Por lo tanto, la disminucion de estas 3
familias en ECD se relaciona con la disrupcion de una microbiota sana, y por

consecuencia con la pérdida normal de sus funciones.
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Teniendo en cuenta que existen niveles de SCFA significativamente elevados en
los nifilos con diarrea positivos para ECD, en conjunto con la identificacion de una
microbiota distintiva en estos nifios en comparacion con nifios sanos, se propuso
determinar los principales géneros de bacterias productoras de SCFA descritos en
la literatura en ambos grupos de muestra, y si existe una diferencia significativa
entre ellos. Se observd un aumento de los géneros de bacterias productoras de
SCFA Velillonella y Streptococcus en el grupo ECD a comparacion del grupo control
(Fig.11), lo cual se podria asociar con los niveles aumentados de SCFA encontrados
(Fig 6). Esto concuerda con observaciones previas que han descrito que bacterias
pertenecientes al género Veillonella son capaces de fermentar el acido lactico a
propionato y acetato por la via metilmalonil-CoA (Distler y Kréncke, 1981). En
investigaciones recientes se ha sugerido que el género Veillonella seria el
responsable de mediar las relaciones entre la microbiota intestinal y la capacidad
de ejercicio, ya que se ha identificado un enriquecimiento del género Veillonella en
la microbiota intestinal de corredores de maratén. Esto se relaciona principalmente
con el lactato, un producto del metabolismo celular que tiende acumularse en los
musculos cuando las células carecen de suficiente oxigeno. El lactato cuando esta
acumulado puede alimentar a las bacterias del género Veillonella, lo que produce
mejoras en la resistencia fisica (Frampton y cols., 2020). En cuanto a infecciones
diarreicas, en un estudio en cerdos con diarrea se evidencié que el género
Veillonella aumentaba a comparacién a cerdos sanos, principalmente asociandose
a la disbiosis inducida por el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV). En
particular, hubo un aumento notable de Fusobacterium y Veillonella en relacion con
la edad de lechones con diarrea, lo que llevé a concluir que la infeccién PEDV causa

graves perturbaciones en la microbiota intestinal porcina (Huang y cols., 2019).

Al igual Veillonella, el género Streptococcus normalmente forma parte de la
microbiota intestinal y mucosa oral de los mamiferos, no obstante, algunas especies
de Streptococcus son capaces de producir diversas enfermedades infecciosas,
como: amigdalitis, meningitis, neumonia, endocarditis y caries dentales (Spellerberg
y Brandt, 2015). Se ha descrito que en el colon las bacterias pertenecientes al
género Streptococcus con capaces de producir acetato mediante la via Wood-
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Ljungdahl, ya sea por la reduccion de CO2 a formato o mediante la reduccion de
CO2a CO, que luego se combina con un grupo metilo para producir acetil-CoA (Koh
y cols., 2016). Se tiene antecedentes que individuos con SCFA aumentados,
obesidad y factores de riesgo de enfermedades cardiometabdlicas tienen una
abundancia de taxones microbianos como Streptococcus (Schiattarella y cols.,
2018). Del mismo modo, se ha visto que Streptococcus es numeroso en la
microbiota fecal de pacientes con Sl (Kassinen y cols., 2007). En el contexto de
enfermedades diarreicas, en un estudio de 2013 se evidencio que nifios con diarrea
de etiologia desconocida al momento de admisibn en el hospital, tenian
Streptococcus como el género bacteriano fecal mas dominante (Jin y cols., 2013).
En otro estudio realizado en nifios de Bangladesh hospitalizados con diarrea
bacteriana aguda, se identific6 que el diagnostico mas frecuente de diarrea
correspondia a ETEC. Sin embargo, la microbiota de las heces se caracterizaba por
un crecimiento excesivo de Streptococcus durante la fase aguda de la diarrea,
especificamente de las especies Streptococcus gallolyticus y Streptococcus
salivarius. Aun asi, no se detectaron genes de virulencia relevantes para el
desarrollo de diarrea en los genomas secuenciados de Streptococcus aislados de
los pacientes. Por lo tanto, se propuso que el mecanismo por el cual aumenta
Streptococcus durante la diarrea probablemente sea una consecuencia indirecta de
la presencia de E. coli, ya que los Streptococcus fecales al ser fermentadores
eficientes de carbohidratos simples y de rapido crecimiento, posiblemente
experimenten un crecimiento excesivo cuando las bacterias intestinales
competidoras se eliminen del intestino por el aumento de peristalsis que sufren los
individuos con diarrea (Sarker y cols., 2016). A pesar de la asociacion de estos dos
géneros en el desarrollo de la diarrea, aln se requiere investigaciones posteriores
para esclarecer la importancia de estos en las infecciones por ECD, y si por si solos

son los responsables de generar los aumentos de SCFA.

Finalmente, se observo una disminucion de 7 géneros de bacterias productoras
de SCFA en el grupo ECD en comparacion con el grupo control (Fig.12),
correspondiendo a los géneros: Bacteroides, Prevotella, Blautia, Faecalibacterium,

Dialiester, Roseburia y Ruminococcus. Estos hallazgos son contradictorios con los
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altos niveles de SCFA encontrados en las muestras ECD, no obstante, muchos
estudios han sefialado que el género Bacteroides predomina en el intestino humano
de individuos sanos, representando casi el 25% de la microbiota intestinal total, y
colonizando el nicho intestinal para establecer una relacion de simbiosis mutua con
el huésped (Wang y cols., 2020). Por lo tanto, su disminucién se podria relacionar
a la disbiosis presente en los nifios con diarrea por ECD. La disbiosis intestinal
presente en la diarrea a menudo se caracteriza por una diversidad bacteriana
reducida, reduccion en la abundancia proporcional de anaerobios obligados,
aumento de especies bacterianas anaerobios facultativos como Enterobacteriaceae
y otros patdgenos oportunistas potenciales, una alteracién del moco intestinal y una
respuesta inmune desregulada (Walker y Lawley, 2013). En otro estudio, se evalu6
la composicion de la microbiota en nifios menores de 5 afios con diarrea moderada
a severa (DMS) y nifios sanos sin diarrea en paises de bajos ingresos, demostrando
que la composicion general de la microbiota en individuos sanos experimenta un
aumento particularmente pronunciado en la abundancia proporcional del género
bacteriano Prevotella en edades mas avanzadas, donde el género Prevotella
aumenta de aproximadamente un 12% a aproximadamente un 48% de abundancia
proporcional durante los primeros 5 afios de vida, mientras que el género
Escherichia desciende de aproximadamente un 20% de abundancia en bebés
menores de 6 meses de edad a aproximadamente un 1% en nifios de 2 a 5 afos.
En contraste, en los casos de DMS la abundancia de Prevotella alcanza niveles
muchos menores, con solo un 23% de abundancia en el grupo de mayor edad,
mientras que Escherichia/Shigella y Streptococcus mantienen una alta proporcién
en todos los grupos de edad. Es mas, pareciera que Prevotella y
Escherichia/Shigella estan correlacionados negativamente en los casos de DMS y
en nifos sanos, ya que se puede evidenciar que existe una correlacion negativa
entre los linajes anaerdbicos facultativos (Escherichia/Shigella) y los linajes
anaerobicos obligados (Prevotella) encontrados en este estudio (Pop y cols., 2014).
Esto coincide con estudios realizados en 2013 (Walker y Lawley, 2013) que sefialan
la disminucion de anaerobios obligados en los episodios de diarrea. Estos

antecedentes en conjunto concuerdan con nuestros hallazgos, ya que el género
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Prevotella esta significativamente disminuido en los nifios menores de 5 afios con
diarrea positiva para patégenos ECD (Fig. 12), y al mismo tiempo existe una gran
abundancia de bacterias pertenecientes al género Escherichia en este grupo (datos
no mostrados). Ademas, la mayoria de las bacterias pertenecientes a los géneros

disminuidos en ECD corresponden a bacterias anaerobicas obligadas.

Las especies que pertenecen al género Blautia también comuUnmente estan
presentes en la microbiota intestinal de los humanos, cumpliendo un rol en el
metabolismo de la glucosa, produciendo acetato, etanol, hidrégeno, lactato y
succinato (Liu y cols., 2008). En humanos se ha demostrado que una disminucién
en la abundancia de Blautia es acompafiada de efectos negativos para la salud del
hospedero. Por ejemplo: Un mayor prondstico negativo para el cancer de mama en
estadios tempranos, y una mayor mortalidad relacionada con la enfermedad injerto
contra hospedero (EICH), la cual es una complicacion frecuente después del
trasplante de células madres hematopoyéticas (Luu y cols., 2017; Jenq Yy
cols.,2015). Por otro lado, se ha descrito que bacterias pertenecientes al género
Faecalibacterium son comensales intestinales que producen butirato, pero la
creciente evidencia ha sefialado la importancia de las propiedades antiinflamatorias
de este género. Por esta razédn, distintas investigaciones han indicado que
recuentos bajos de Faecalibacterium se asocian con una disbiosis microbiana
relacionada con un fenotipo inflamatorio, como son las enfermedades inflamatorias
intestinales humanas, especificamente la enfermedad de Crohn y la colitis
infecciosa (Sokol y cols., 2008, 2009). En medicina veterinaria, estudios observaron
una disminucion significativa de los géneros Blautia y Faecalibacterium en perros
con diarrea aguda hemorragica y no hemorragica, sin embargo, al tratar los perros
con probidticos se observo una recuperacion en la abundancia de estos géneros y
disminucién en la gravedad de la diarrea (Ziese y cols., 2018), sefialando

nuevamente el rol de la dishiosis en las infecciones diarreicas.

Al igual que muchos géneros productores de SCFA, el género Roseburia esta
formado principalmente por bacterias anaerobias obligadas, y se encarga de

metabolizar los componentes de la dieta a SCFA, especialmente a butirato. La
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alteracion en los niveles de Roseburia estd asociado con varias enfermedades:
como SllI, obesidad, diabetes tipo 2, afecciones del sistema nervioso y alergias
(Tamanai-Shacoori, 2017). Un estudio realizado en 2017 que evaluod el efecto de un
probiotico versus un antibidtico sobre la microbiota de individuos sanos, evidencio
que los principales géneros de wuna microbiota sana correspondian a
Faecalibacterium, Bacteroides, Roseburia y Ruminococcus. Pero al momento de
administrar el antibiotico la prevalencia de Roseburia disminuy0 significativamente,
lo cual fue acompafiada de un crecimiento excesivo de Escherichia y de diarrea
asociada a antibiéticos. Cuando se administré el probiético en conjunto con el
antibiético, no solamente se redujo los cambios inducidos en la microbiota, si no que
se redujo el crecimiento de Escherichia y se evit6 la diarrea asociada a antibidticos,
demostrando nuevamente la importancia de la disbiosis en el desarrollo de diarrea
(Kabbani y cols., 2017). El género Ruminococcus por su parte se encuentra
comunmente en el rumen de los animales, sin embargo, también esta presente en
animales no rumiantes como los seres humanos. Ruminococcus es muy importante
para degradar la celulosa de la dieta en SCFA, y al estar constantemente presentes
en el intestino humano sano, se sugieren posibles roles en el mantenimiento de la
microbiota intestinal humana (Park, 2018). Por lo que su disminucion se asocia con
la disrupcion de una microbiota sana en los episodios de diarrea.

Si bien se encontré ciertos géneros de bacterias productoras de SCFA
aumentados en el grupo ECD en comparacién con el grupo control, es necesario
emplear un analisis de correlacion para evidenciar si los niveles de SCFA
encontrados se asocian con microorganismos productores de SCFA tanto en el
grupo ECD como en el grupo control. En este estudio se observé que a pesar de
encontrar los géneros de bacterias Veillonella y Streptococcus aumentados en el
grupo ECD (Fig.11), no se reflejo en una correlacion positiva de ambos géneros con
la produccién de ningin SCFA en el grupo ECD (Fig.13). Por lo contrario, el género
Coprococcus se correlacion6 de forma positiva con la produccion de propionato y
butirato, y el género Blautia con la produccion de acetato en el grupo ECD, siendo
gue Coprococcus no evidenciaba un aumento significativo y Blautia estaba

disminuido en este grupo (Fig.12). El género Coprococcus, el cual es un gran
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productor de propionato y butirato en el intestino humano, se ha observado
aumentado en niflos con sobrepeso, asi como un aumento en las concentraciones
de propionato en las heces de estos nifios (Murugesan y cols., 2015). Ademas, el
género Coprococcus también se ha visto asociado con el uso de prebidticos. Un
estudio que evalué el uso de acido graso omega-3, result6 en aumentos
significativos de los géneros Coprococcus y Bacteroides, y aumentos significativos
de los SCFA isobutirato, isovalerato y butirato. Lo interesante, es que al realizar un
andlisis de correlacion se hallé que la abundancia relativa de Coprococcus estaba
correlacionado positivamente con la produccién de isobutirato y butirato (Vijay y
cols., 2021). En otro estudio, se observd que la ingesta de probidticos inducia un
aumento de Coprococcus, mientras que el género Blautia disminuia. Curiosamente,
los géneros Coprococcus y Blautia pertenecen a la familia Lachnospiraceae, y junto
con el género Clostridium forman parte del orden Clostridiales, el cual incluye
diversas bacterias polisacaroliticas que contribuyen fuertemente a la produccion de
SCFA en el intestino de individuos sanos. La familia Lachnospiraceae se identifico
como los componentes microbianos mas activos en el ambiente intestinal de adultos
sanos, y particularmente se evidencio que el tratamiento con probiéticos redistribuye
los taxones microbianos de la familia Lachnospiraceae, afectando principalmente la
relacion Blautia/Coprococcus (Ferrario y cols., 2014). Esto concuerda con ciertos
hallazgos de nuestra investigacion, ya que existe una disminucion tanto del género
Blautia como de la familia Lachnospiraceae en el grupo ECD, por lo que, al igual
que los probidticos la diarrea tiene un impacto en la composicién normal de la
microbiota intestinal. Sin embargo, en vez de evidenciar un aumento de
Coprococcus en el grupo ECD, se observé a los géneros Veillonellay Streptococcus
aumentados, los cuales no se correlacionaron con la produccién de ningin SCFA
estudiado. Por lo tanto, se puede concluir que una mayor produccién de SCFA en
nifios con diarrea positivos para ECD no se vincula directamente con el aumento o
disminucién de los géneros de bacterias productores de SCFA, si ho que mas bien
se correlaciona con la presencia de géneros especificos, siendo Coprococcus y
Blautia los principales encontrados, y los que parecieran ser los responsables de la

produccion de acetato, propionato y butirato.
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Los géneros Faecalibacterium y Roseburia mostraron una correlacion positiva en
la produccién de butirato, tanto en el grupo ECD como en el grupo control (Fig.13),
siendo que ambos géneros estaban disminuidos significativamente en el grupo ECD
(Fig.12). Estos hallazgos nuevamente indicarian que la disminucion o aumento de
los géneros productores de SCFA no tiene una relacion directa con la produccion
de SCFA. No obstante, es necesario considerar las vias metabdlicas en la
produccion de SCFA, ya que tal vez exista la presencia de un factor que estimule la
produccion de SCFA a nivel metabdlico, sin afectar la abundancia a nivel de géneros
de los microorganismos productores de SCFA. Uno de los principales SCFA, el
acetato, puede ser producido a partir del piruvato por distintas bacterias intestinales,
ya sea a través de acetil-CoA o mediante la via Wood-Ljungdahl. Otro SCFA
importante, el propionato, se produce a partir de la conversion de succinato en
metilmalonil-CoA a través de la ruta del succinato, propionato también puede ser
sintetizado a partir de acrilato con lactato como precursor a través de la via del
acrilato, o mediante la via del propanodiol. El tercer SCFA principal, el butirato, se
produce a partir de la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA vy la posterior
reduccion a butiril-CoA, el cual se convierte en butirato a través de la via clasica,
mediante fosfotransbutirilasa y butirato quinasa, o a través de la ruta butiril-CoA,
mediante acetato CoA-transferasa (Koh y cols., 2013). Por lo que, un aumento en
la produccion de intermediarios, como el mismo succinato y lactato, pueden ocurrir
durante los episodios de diarrea y ser los responsables del aumento en la
produccién de SCFA encontrado. Por otro lado, el aumento en la actividad
enzimatica también puede ser responsable del aumento de SCFA encontrado, ya
que las propiedades de las enzimas que limitan la velocidad en los pasos
metabdlicos es de gran importancia para comprender la divergencia metabdlica de
las diferentes bacterias productoras de SCFA contenidas en la microbiota intestinal
(Xu y cols., 2020).

Por ultimo, el inico género que mostré una marcada correlacién negativa con la
produccion de acetato y propionato en el grupo control fue Bacteroides (Fig.13), lo
cual nos indica que la produccién de ambos SCFA en los nifios sanos no estaria

vinculado a este género bacteriano.
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A pesar del claro aumento de SCFA en los nifios con diarrea, aln es necesario
descifrar el rol que cumplen estos en el desarrollo de la diarrea, ya que podrian
desempefiarse como moléculas de sefalizacion para el proceso infectivo o
simplemente intentar aplacar la pérdida de liquidos que ocurre durante la diarrea.
Ademas, debido a que no hay una correlacion positiva entre los niveles de SCFA 'y
los géneros de bacterias productoras de SCFA aumentados en el grupo ECD, es
necesario esclarecer si existe otro mecanismo como el responsable del aumento de
SCFA o si géneros en especificos, en este caso Coprococcus y Blautia, sean los
responsables de su produccion independientemente de la abundancia que estos
presenten en los nifios con diarrea.

Nuestro estudio tiene limitaciones. Las concentraciones de SCFA se midieron en
muestras de deposicién y no en colon, por lo que los datos obtenidos son una
interpretacion de lo que ocurre en el colon. Ademas, desconocemos la informacion
de la dieta en ambos grupos de estudio, sabiendo que las concentraciones de SCFA
son influenciadas por la dieta ingerida, e ignoramos si la microbiota que logramos
identificar es consecuencia de la infeccion o es causante del proceso infeccioso, ya
gue desconocemos en qué etapa de diarrea estaban los nifios infectados por ECD.

Finalmente, nuestros resultados apoyan la hipétesis que existe niveles de SCFA
aumentados en nifios con diarrea por cepas de E. coli diarreogénicas. Siendo este
aumento atribuible a géneros de bacterias productoras de SCFA contenidos en la
microbiota intestinal de estos individuos. Estos hallazgos son importantes en el
ambito clinico, puesto que en un futuro cercano los niveles de SCFA podrian
utilizarse como marcadores de diagnéstico para las infecciones por E. coli

diarreogénicas y/o relacionarlos con la gravedad de las infecciones diarreicas.
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6 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos de esta tesis, se puede concluir que:

1)

2)

Existen niveles aumentados de acetato, propionato y butirato en
deposiciones de nifios con diarrea positivos para patégenos E. coli

diarreogénicas a comparacion de deposiciones de nifios sanos.

Existe una alteracion de la microbiota intestinal en las infecciones por
cepas de E. coli diarreogénicas, generando una microbiota caracteristica
gue es significativamente diferente de la microbiota encontrada en nifios
sanos. Ademas, el aumento de los niveles de acetato, propionato y
butirato se correlacionan con especificos géneros de bacterias

productoras de SCFA en la microbiota de nifios con diarrea por ECD.
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Clinica Las Condes

nité de Etica de la Investigacion

Acta de Aprobacion

En Santiago de Chile, con fecha 10 de Agosto de 2015, el Comité de Etica de Clinica Las Condes, declara
conocer el proyecto de investigacion denominado “Cambios en la microbiota asociados a infecciones por
E. coli diarreogénicas” cuyo investigador responsable es el sefior Mauricio Farfan de esta clinica Este
proyecto contempla el uso de deposiciones de pacientes que se realicen el examen Filmarray Gastrointestinal
en CLC. Estas deposiciones seran de-codificadas para proteger la confidencialidad de los datos del paciente y
se realizara una extraccion de acidos nucleicos para determinar la microbiota intestinal a través de un servicio
externo financiado por proyectos Fondecyt del investigador responsable. Paralelamente, la muestra de
deposicién serd enviada al Programa de Microbiologia de la Universidad de Chile para el aislamiento y
caracterizacion de las cepas de E. coli diarreogénicas.

Esta documentacién cumple con las normas éticas vigentes en esta institucién y proporciona informacion
clara y transparente respecto de la investigacion, asegurando el derecho a privacidad en el uso de las
muestras. Especificamente se haré uso anénimo de muestras que son habitualmente desechadas.

El Comité de Etica de Clinica Las Condes, es la entidad institucional responsable de velar por los derechos de
los sujetos involucrados en este proyecto.

Por lo tanto, a través de este medio se pronuncia favorablemente respecto de este proyecto y suscribe esta
declaracion.

El Comité de Etica de la Investigacion de Clinica Las Condes, esta conformado por:

Lic. Maria Verdnica Anguita McKay Teologa — Magister en Bioética

Dr. Manuel Sedano Lorca Médico Ginecdlogo-Diplomado en Bioética
Dr. Armando Ortiz Pommier Médico Neurocirujano — Magister en Bioética
Dr. Octavio Rojas Gutiérrez Médico Psiquiatra — Magister en Bioética ©
Abog. Maria Angélica Sotomayor Abogado -Experta en Bioética

EU. Magdalena Castro Cruz E.U. Magister © Epidemiologia Clinica

Armando -©rtiZ Pommier

Presidente Comité de Etica de Ia Investigacion
Clinica Las Condes

Nota: Se tuvo a la vista Protocolo de investigacion respectivo y Carta de Subdirecccion de Investigacion de Clinica Las Condes.

CC: AOP/PAV archivo
Direccion Médica

Direccion Académica
Subdireccién de Investigacion
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S L'lSIVER?IDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

(Documento en versidn 2 corregida 28.05.2018)

Con fecha 02 de Mayo 2020, el Comité de Ftica de Investigacién en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzun G., Médico Neumdlogo, Presidente

Dra. Lucia Cifuentes O., Médico Genetista, Vicepresidente Subrogante
Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad.
Dra. Gricel Orellana, Médico Neuropsiguiatra

Prof. Julieta Gonzélez B., Bidloga Celular

Dra. Maria Angela Delucchi Bicocchi, Médico Pediatra Nefrélogo.

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Infectdlogo

Dra. Maria Luz Bascufian Psicéloga PhD, Prof. Asociado

Sra. Karima Yarmuch G., Abogada

Srta. Javiera Cobo R., Nutricionista, Secretaria Ejecutiva

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: “ROL DE LOS ACIDOS DE CADENA
CORTA, PRODUCIDOS POR UNA MICROBIOTA BACTERIANA CULTIVABLE
ASOCIADA LA INFECCION DE E. COLI DIARREOGENICA EN NINOS, EN LA
INFLAMACION INDUCIDA POR LAS CEPAS EAEC Y STEC EN CELULAS EPITELIALES
INTESTINALES"”. Cuyo investigador responsable es el Dr. Mauricio Farfan, Quien desarrolla
labores en el Departamento de Pediatria y Cirugia Infantil, Campus Oriente, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile

El Comité reviso los siguientes documentos del estudio:

Proyecto Concursable Fondecyt Regular

Cv del Investigador y Co-investigadores

Consentimiento Informado

Carta Compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado este

El proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a la luz
de los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, y de las Guias de Buena Préctica
Clinica de ICH 1996.
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FALUETAD DE MLDMHING

UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA

COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Sobre la base de esta informacion el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la siguiente
manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacion se sefialan:

a)

Caracter de la poblacién a estudiar (cautivo/no cautiva; investigacion terapéutica/no
terapéutica): Se trata de un estudic en nifios menores de 5 afios con infeccién por
Escherichia coli diarreogénica.

b) Utilidad del proyecto: Es un proyecto de alto interés y debiera generar conocimiento
nuevo.

c) Riesgos y beneficios: No tiene mayores riesgos.

d) Proteccidon de los participantes (asegurada por el Consentimiento Informado): Existe
un consentimiento informado.

e} Notificacion oportuna de reacciones adversas: No aplica.

f) Compromiso del investigador responsable en la notificacion de los resultades del

estudio al finalizar el proyecto: Existe el compromiso.

g) Requiere seguimiento Visita en terreno: Si _X_ No Tiempo estimado:

NC de vistas: 1

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos © sociales mayores que
minimos.

Este comité también analizd y aprobd los correspondientes documentos de
Consentimiento y Asentimiento Informado en su version modificada recibida el 01 de Mayo
2020, gue se adjunta firmado, fechado y timbrado por este CEISH.

Sin perjuicio de lo anterior, segun 1o establecido en el articulo 10 bis del D.S N° 114
de 2011, del Ministerio de Salud que aprueba el reglamento de la ley N°® 20.120; es precisc
recordar que toda investigacién cientifica en seres humanos deberd contar con la autorizacion
expresa del o de los directores de los establecimientos dentro de los cuales se efectue, la que
debera ser evacuada dentro del plazo de 20 dias habiles contados desde la evaluacion
conforme del CEISH, siendo de responsabilidad del investigador enviar a este Comité una
copia de la misma dentro del plazo sefalado.

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med,uchile.cl
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COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacién ética para
la realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Se extiende este documento por el periodo de 3 anos a contar desde la fecha de
aprobacién prorrogable segln informe de avance y segumento bioético.

Lugar de realizacion del estudio:

» Departamento de Pediatria y Cirugia Infantil Oriente — Hospital Luis Calvo Mackenna

v
Secretaria E]ecutlva CEISH

Santiago, 02 de Mayo de 2020.

Proyecto: N° 032-2020
Archivo acta: N° 015

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl
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CONSENTIMIENTO INFORMADO 1

TiTULO DEL PROYECTO
“Rol de los dcidos de cadena corta, producidos por una microbiota bacteriana cultivable
asociada la infeccidn de E. coli diarreogénica en nifios, en la inflamacion inducida por las
cepas EAEC y STEC en células epiteliales intestinales”

PATROCINANTE: Fondecyt 1200994 (Mauricio ]. Farfan)

Nombre del Investigador principal: Mauricio J. Farfan

R.U.T. 13.203.009-K

Institucién: Departamento de Pediatria y Cirugia Infantil, Campus

QOriente, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Teléfono: +56225756103

Invitacidon a participar: Le estamos invitando a participar de forma voluntaria a Ud. y su hijo (a) en
el proyecto de investigacién “Rol de los acidos de cadena corta, producidos por una microbiot:
bacteriana cultivable asociada la infeccién de E. coli diarreogénica en nifios, en la inflamacioén
inducida por las cepas EAEC y STEC en células epiteliales intestinales”, debido a que su hijo (a
se encuentra cursando un episodio de diarrea. '

Las infecciones intestinales, como la diarrea, se producen por la accién de microorganismos
dafiinos, conocidos como patégenos, que dafan las células del intestino produciendo diarrea ¢

inflamacion. Estos patégenos pueden ser virus, hongos, parasitos y/o bacterias.

Las investigaciones sobre las causas de la diarrea han indicado que ademaés de los patogenos,
el ambiente en el intestino podria ser clave para que los patdgenos puedan producir diarrea. Estz»j
ambiente intestinal estd compuesto por microorganismos que habitan en el intestino sin producir
dano, conocide como microbiota intestinal, junto con las moléculas producidas por las células del
intestino o por la microbiota intestinal, conocidas como metabolitos. Al conjunto de metabolitos di
un ambiente, en este caso del intestino, se le conoce como metaboloma. H

En esta investigacién nos enfocaremos en caracterizar el efecto de algunas méleculas de este
metaboloma, conocidos como acidos grasos de cadena corta (AGCC), en la inflamacién asociada a doq
patégenos que producen diarrea: Escherichia coli entercagregativa (EAEC) y Escherichia colj
productora de toxina Shiga (STEC). Ui

JPor qué estudiar los AGCC? Los AGCC son producidos por las bacterias de la micraobiot;
intestinal y cumplen diferentes funciones en el organismo, tales como: ser fuente de energiz,
participar en la regulacidn del apetito y de la respuesta inmune, entre otras. En el tltimo tiempo, slf
ha reportado que los AGCC también podrian estar regulando la virulencia de patégenos intestinales,
Por este motivo, en esta investigacién estudiaremos el metaboloma y la microbiota intestinal en
muestras de deposicién con el objetivo de dilucidar el rol de los AGCC en la inflamacion producidu

por EAEC y STEC. Aﬁﬁcﬂ"z‘»*uﬁg DE ?ﬂ”i‘rz
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Objetivo: Esta investigacién tiene por objetivo determinar el rol de los AGCC, producidos por la
microbiota asociada a las infecciones por Escherichia coli diarreogénicas en nifios, en la inflamacion
inducida por las cepas EAEC y STEC en células intestinales. Para ello, se identificaran log
microorganismos y los metabolitos presentes en las muestras de deposiciones.

Procedimientos: 5i Ud. acepta participar se utilizara la muestra sobrante de la deposicién de su hij |
(a). Para complementar el estudio se le solicitara informacién sobre su hijo (a) como: dias de
duracién de la diarrea, tipo de alimentacion, residencia y use de medicamentos. Sesenta dias d|I
ocurrido el episodio diarreico, una enfermera se contactara con Ud. para consultar la evolucién v
recuperacién de su hijo (a), junto con solicitar una nueva muestra de deposicion. A las muestrab
obtenidas se les asignard un cddigo para asegurar el anonimato de su hijo (a). Las muestras d
deposicién obtenidas durante y posterior a la diarrea se utilizardn para determinar la mlCl’OblOta
el metaboloma intestinal, el aislamiento y caracterizacion del patégeno causante de la diarrea |
estudiar el rol de la microbiota en la infeccidn de patdgenos causantes de diarrea.

Riesgos: En este estudio solo se requieren muestras de deposiciones sobrantes. Considerando que
no se realizard otro procedimiento, no existen riesgos adicionales a los propios de la obtencién de la
muestra de deposicidn.

Costos: La obtencidn de esta muestra de deposicion no tendra costo alguno para Ud.

Beneficios; Este estudio no tiene beneficio para Ud. y su hijo (a). Sin embargo, este estudio significard
un avance para el progreso del conocimiento y un mejor tratamiento de futuros pacientes que sufrai
de diarrea.

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacidn, esto no afectara el cuidado ng
tratamiento que se aplica habitualmente a su hijo(a).

Compensacién: Ud. no recibira ninguna compensacioén econdmica por su participaciéon en el estudio

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de la participacién de su hijo (a), en este estudin
sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de la informacidn solg
por los investigadores. Cualquier publicacion o comunicacién cientifica de los resultados de 1|.
investigacidén sera completamente anénima. Las muestras recolectadas y los resultados obtenidos
seran utilizados solo para fines de este estudio

Informacién adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el desarrollo de este
estudio surgen nuevos conocimientes o complicaciones que puedan afectar su voluntad de continua
participando en la investigacion. |

Yoluntariedad: Su participacion en esta investigacién es totalmente veluntaria y se puede retirar en
cualquier momento comunicandose con el investigador y con el médico tratante, sin que ellp
signifique modificaciones en el estudio y tratamiento habituales de la enfermedad de su hijo(a). D}e
igual manera su médico tratante o el investigador podrin determinar su retiro del estudio si

consideran que esa decisién va en su beneficio. ‘

Complicaciones: En el improbable caso de que su hijo(a), presente complicaciones directamente
dependientes de la cbtencién de la muestra de deposicién para este estudio, su hijo (a) recibir4 el
tratamiento médico completo de dicha complicacién sin cesto alguno para Ud. o su sistema
previsional. Esto no incluye las complicaciones propias de su enfermedad y . de SU CUrso natural
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Derechos del participante: Usted recibira una copia integra y escrita de este documento firmadao
Si usted requiere cualquier otra informacién sobre su participacién en este estudio puede
comunicarse con:

Investigador: Mauricio J. Farfan (+56225756103)

Autoridad de la Institucion: Hernan Septilveda (+56225756103)

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del “Comité de Etica de
Investigacién en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzun G, Teléfono: 2-978.9536, Email:
comiteceish@med.uchite.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca Centrz:_i_il
de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de

Independencia.

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber podido
aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para que mi hijo (a) participe en el proyecto “Re
de los acidos de cadena corta, producidos por una microbiota bacteriana cultivable asociada la
infeccidon de E. coli diarreogénica en nifios, en la inflamacién inducida por las cepas EAEC y STEC e}
células epiteliales intestinales”.

Nombre del Sujeto:

Nombre del padre/madre/tutor Firma Fecha
RUT:

Nombre de Director de Institucién Firma Fecha
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CONSENTIMIENTO INFORMADQ 2

TiTULO DEL PROYECTO

“Rol de los dcidos de cadena corta, producidos por una microbiota bacteriana cultivable asociada la
infeccién de E. coli diarreogénica en niiios, en la inflamacién inducida por las cepas EAEC y STEC
en células epiteliales intestinales™

PATROCINANTE: Fondecyt 1200994 (Mauricio J. Farfan)

Nombre del Investigador principal: Mauricio J. Farfan

R.U.T. 13.203.009-K

Institucidn: Departamento de Pediatria y Cirugia Infanti], Campus

Oriente, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Teléfono: +56225756103

Invitacion a participar: Le estamos invitando a participar de forma voluntaria a Ud. y su hijo (a) en ¢
proyecto de investigacion “Rol de los acidos de cadena corta, producidos por una microbiots
bacteriana cultivable asociada la infeccion de E. coli diarreogénica en niiios, en la inflamacion
inducida por las cepas EAEC y STEC en células epiteliales intestinales”, debido a que su hijo (a) sg
¢ncuentra sano.

Nuestro grupo de investigacion esta estudiando los mecanismos involucrados en las infecciones
intestinales que producen diarrea. La diarrea se produce por la accion de microorganismos dafiinos.
conocidos como patogenos, que dafian las células del intestino produciendo diarrea e inflamacion. EStoﬁ

patdgenos pueden ser virus, hongos, parasitos y/o bacterias.

Las investigaciones sobre las causas de la diarrea han indicado que ademas de los patdgenos, ¢
ambiente en el intestino podria ser clave para que los patdgenos puedan produmr diarrea. Fste ambients
intestinal estd compuesto por microorganismos que habitan en el intestino sin producir dafio, COI‘!OCldfﬁ
como microbiota intestinal, junto con las moléculas producidas por las células del intestino o por 1|
microbiota intestinal, conocidas como metabolitos. Al conjunto de metabolitos de un ambiente, en este cas
del intestino, se le conoce como metaboloma.

En esta investigacion nos enfocaremos en caracterizar el efecto de algunas moléculas de ests
metaboloma, conocidos como acidos grasos de cadena corta (AGCC), en la inflamacién asociada a do
patogenos que producen diarrea: Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) v Escherichia coli productord
de toxina Shiga (STEC).

JPor qué estudiar los AGCC? Los AGCC son producidos por las bacterias de la microbiota
intestinal y cumplen diferentes funciones en el organismo, tales como: ser fuente de energia, participar eh
la regulacion del apetito v de la respuesta inmune, entre otras. En el dltimo tiempo, se ha reportado que los
AGCC también podrian estar regulando la virulencia de patogenos intestinales. Por este motivo, en esta
investigacion estudiaremos el metaboloma y la microbiota intestinal en muestras de deposicién con r

objetivo de dilucidar el rol de los AGCC en la inflamacién producida por EAEC y STEC.

;Por qué necesitamos que su hijo participe en el estudio siendo que esta sano? En nuestrg
proyecto analizaremos muestras de nifios que estan con diarrea, pero es muy importante comparar lolsl
resultados con muestras de nifios sanos como el de su hijo (a). Con esta informacién podemos determinalr
la microbiota y el metaboloma asociado a diarreas, y de esta forma, determmar gl got delos: AGCE en

"f
inflamacion producida por patégenos. &
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Objetivo: Lsta investigacion tiene por objetivo determinar el rol de los AGCC, producidos por F
microbiota asociada a las infecciones por Escherichia coli diarreogénicas en nifios, en la inflamacién
inducida por las cepas EAEC y STEC en células intestinales. Para ello, se identificardn los microorganismolg
v los metabolitos presentes en las muestras de deposiciones de nifios sanos y nifios con diarrea.

P

Procedimientos: Si Ud. acepta participar se utilizara una muestra sobrante de la deposicién de su hijo (al
Para complementar el estudio se le solicitard informacidn sobre su hijo (a) como: tipo de allmentamoI
tesidencia y uso de medicamentos. A las muestras obtenidas se les asignara un cédigo para asegurar el
anonimato de su hijo (a). Las muestras de deposicién se utilizaran para determinar la microbiota v €l
metaboloma intestinal, el aislamiento y caracterizacion de microorganismos presentes en la muestra |
estudiar el rol de la microbiota en la infeccion de patdgenos causantes de diarrea.

Riesgos: En este estudio solo se requieren muestras de deposiciones sobrantes. Considerando que no se
realizara otro procedimiento, no existen riesgos adicionales a los p[‘OplOS de la obtencidn de la muestra dg
deposicion.

Costos: La obtencion de esta muestra de deposicidn no tendra costo alguno para Ud.

Beneficios: Este estudio no tiene beneficio para Ud. y su hijo (a). Sin embargo, este estudio significara uri
avance para el progreso del conocimiento y un mejor tratamiento de futuros pacientes que sufran de diarrea,

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacion, esto no afectara el cuidado ni tratamiento
que se aplica habitualmente a su hijo(a).

Compensacién: Ud. no recibird ninguna compensacion econdémica por su participacion en el estudio. |

Confidencialidad: Toda la informacidn derivada de la participacién de su hijo (a), en este estudio serd
conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de la informacioén solo por los
investigadores. Cualquier publicacién o comunicacién cientifica de los resultados de la investigacion serdl
completamente anonima. Las muestras recolectadas y los resultados obtenidos seran utilizados solo
para fines de este estudio

Informacién adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el desarrotlo de este estudio
surgen nuevos conocimientos o complicaciones que puedan afectar su voluntad de continuar participandc
en la mvestigacion.

Voluntariedad: Su participacidn en esta investigacidn es totalmente voluntaria y se puede retirar eri
cualquier momento comunicandose con el investigador y con el médico tratante, sin que ello signifique
modificaciones en el estudio y tratamiento habituales de la enfermedad de su hijo(a). De igual manera s
médico tratante o el investigador podran determinar su retiro del estudio si consideran que esa decisidn v
en su beneficio.

i

Complicaciones: En ¢l improbable caso de que su hijo(a), presente complicaciones directament
dependientes de la obtencidn de la muestra de deposicidn para este estudio, su hijo (a) recibird el tratamients;
médico completo de dicha complicacidn sin costo alguno para Ud. o su sistema previsional. Esto no incluyg
las complicaciones propias de su enfermedad y de su curso natural. ‘

Derechos del participante: Usted recibird una copia integra y escrita de este documento firmado. Si ustec
requiere cualquier otra informacidn sobre su participacion en este estudio puede comumcarse LONSrn !
S IO R
Investigador: Mauricio J. Farfan (+56225756103) T ]
- SOMITE DF E704
Autoridad de la Institucidn: Hernan Sepulveda (+56225756103) ,{{ AT TNE ST R IONES
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Otros Derechos del participante )
En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del “Comité de Etica de

Investigacion en Seres Humanos™, Dr. Manuel Oyarzin G., Teléfono: 2-978.9536, Emalﬂ
comiteceishiumed.uchile.cl, cuya oﬁcma se encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca Central de I»a
Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia.

Conclusién:
Después de haber recibido ¥ comprendido la informacion de este documento y de haber podido aclaras
todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para que mi hijo (2) participe en el proyecto “Rol de los écido‘s‘
de cadena corta. producidos por una microbiota bacteriana cultivable asociada la infeccién de E. cufr"ﬁT
diarreogénica en nifios, en la inflamacion inducida por las cepas EAEC y STEC en células epitelia]elé

intestinales™,

Nombre del Sujeto:

Nombre del padre/madre/tutor Firma Fecha
RUT:

Nombre de Director de Institucién Firma Fecha
¢ delegado
RUT:

Nombre del Investigador Firma Fecha
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