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INTRODUCCIÓN 

CARACTERÍSTrCAS GENERALES. 

El nombre de lo bacteria éscheric:171a co/i (E coli) proviene de su descubridor Theobold 

Escherich. es un habitante normal de lo mocrobioto intestinal de los animales. pudiendo llegar o 

convertirse en uno de los más importantes patógenos emergentes cuando las condiciones son 

los adecuadas para su crecimiento. Los enfermedades más comunes causados por Escherichia 

co/J; son infecciones del tracto digestivo. del tracto urinario. septicemia. mastitis. síndrome 

urém1co hemorrág1co (SUH). enfermedad edematosa porcino. enfermedad edematoso bovina y 

colitis hemorrógica (CH). además de que su importancia también radica en lo zoonosis. lo que 

puede ocasionar SUH. CH, púrpura trombocitopénico trombótico (PTT) (Schaechter y col. 

1993: Salyers y col, 1994; Valdivia, 1995; Begue y col, 1998; Donohue-Rolfe y col, 1999; Menge 

y col. 1999; Blanco y col. 2000). 

E cah: es un bastón corto. Gram negativo, forma colonias lisas, circulares. convexas. 

con bordes bien diferenciados. es anaerobia facultativo. crece. en el mé:dio diferencial 

/selectivo como lo es el ogor MacConke.y: esto bacteria tiene los caroC'terfsticos mostradas en 

el cuadro l. 

Cuadro 1.- Principales características de é.ca/i 

Arginino 

Citrato. 

Cata laso 

Glucosa 

Gas 

H,S 

L1sina 

(-) Movilidad 

(-) Ornitina 

(+) Feni lalonina 

(+) Sacarosa 

(+) Ureosa 

(-) rndol 

(+) Lactosa 
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(+) 
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Lo identificoc1ón de los vor-iedades patogénicos de. lo bacteria se pue.de realizar de 

diferentes formas: Por cul'tivo y aislamiento de la bacteria, pruebas b1oquím1cos. reacción en 

cadena de lo pohmeroso (PCR). serotipificoción y separación inmunomagné"tica utilizada en la 

actualidad según los estudios realizados por Blanco y col (2000). Lo serotip1f1cocíón es 

evidenciando a los antígenos existentes en coda variedad de la bacteria, estos antígenos son; 

(Gyles y col. 1986; Vald1v1a, 1995; Donohue-Rolfe y col, 1999). 

Ag •o", este se refiere ol lipopolisacarido (LPS) de la membrana celular. 

Ag "'H", se refiere o las proteínas del flagelo. 

Ag "K", son los polisacáridos presentes en la cápsula. 

Ag "F", pro'tcínas de las fimbrias 

FACTORES AUXl:U:ARES DE Vl:RULENCJ:A 

Se han demostrado una gran variedad de estruc'turas presentes en E. coli en cuanto a 

los fac'tores de virulencia de la boc'teria, como lo son la membrana celular, cápsula, pilis y sus 

produc"tos de secreción en los que se incluyen las enterotoxinos, citotoxinas. hemolisinos y 

aeroboctinas. entre otras (Gyles y col. 1986). 

La cápsula es un polisacárido que inter-viene en la colonización del in"tes'tino, contribuye 

en la formación de microcolonias que producen un daño severo al epitelio intestinal, puede 

evitar que la bacteria seo fagocitada y presentar pocos antígenos ol sistema inmune del 

hospedador; lo membrana celular que es un lipopoftsacárido (LPS), se ve implicado 

pt"'inc1palmente en variedades de E coli invasivas cuando los complejos de ataque formados por 

lo act1vac1ón del complemento son depositados a gran d1stonc10 de la membrana c1toplasmát1ca 

que va a destruir. El LPS estimula a los macrófogos y otros células que producen c1toc1nos 

causando graves daños en el hospedero; lo 1nducc1ón del factor de necrosis tumoral (TNF) e 

1n1"erluc1na 1 (IL-1) por el LPS pt"'ovoco altet"'ac1ones que pueden set"' v1s1bles como lo fiebre, 

coagulación 1ntravascular d1sem1nado y scpt1ccm1a. también 1nterv1cnc en lo inh1b1c1ón 

bactcr1c1do, además de 1nh1b1r al complejo C6 del complemento (Gyles y col, 1966). 
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Existen dos tipos de fimbrias: las fimbrias de tipo 1 se caracterizan porque la D­

manosa inhibe la hemoaglutinación y se denominan antígenos Fl. las fimbrias de tipo 2 no es 

ínhibida por la D-manosa, por ejemplo los antígenos fimbriales KSS y K99 que se denominan F4 

y F5 respectivamente. (Gyles y col. 1986; He y col. 1996; Pérez. 2002). 

Las enterotoxinas vinculadas a la E. coli son de dos tipos. 'termolábiles (L T) y 

termoestables (ST), en la primera su principal acción es estimular a la adcnilciclasa en las 

células del epitelio intestinal provocando una hiperse.creción de agua y electrolitos a la luz 

intestinal; también aumenta la permeabilidad vascular y eleva los niveles del monofosfato de 

odenosina cíclico (AMPc) en los tejidos. estos cambios de niveles del AMPc. después de lo 

exposición a la L T pueden ser utilizados poro analizar a esta Toxina. El modo de acción de esta 

toxina en el intestino es el mismo uTilízado por la Toxina del cólera. La cnterotoxina 

termoestable (ST) tiene pe.so molecular bojo y es capaz de inducir diarreas. existen dos 

subgrupos de lo ST, STa o STI y STb o STII; La STa se caracteriza por ser soluble en 

metanol y tener la habilidad de. inducir la acumulación de fluidos en el inTestino del ratón que 

rec1b1ó la toxina vía oral o introgóstrica. Este tipo de ST puede ser producida por €.. co/1 

enterotox19énica (ETEC) de humano. bovino o porcino. STa provoca una rápido elevación de 

guanosin monafosfato cíd1co (GMPc) en las células epiteliales del intestino, pero esto acción es 

rápidamente contrarrestada si lo STa es removida. La STb es producida por ciertas variedades 

de ETEC porcina, usualmente se encuentra asociada con la enterotoxina STo. L. To STo y L. T; es 

insoluble en metanol e inactivo en los experimentos realizados con ratones recién nacidos. esta 

es activa en el intestino de ratones. ratas, vacas y coneJoS. Estas enterotoxinas también Tienen 

una función neutrolizante de anticuerpos. provocando un incremento de prostaglandinas E 2 

(PGE:>) en las células de lo mucosa intestinal teniendo e.amo resultado abundante diarrea (Gyles 

y col. 1986) 

Lo vcrotox1na (VT) o .. Shiga hkc tox1n" (SL T) o 1oxina semeJantc a Shiga, ha sido 

asociada a la enfermedad del edema en cerdos. el nombre de verotoxma deriva de su afinidad 

por des1ru1r células Vero en un cultivo y el nombre SL Tes porque tiene una relación antigénica 

en cuanto a su función con la toxina de Shigella dysenter1ae: estas toxinas VT son codificadas 
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en el genoma bacteriano por lo hsogenizoción con bacteriófagos:, de los que se han estudiado 

principalmente 2 tipos que son diferentes tonto morfológ1camente como genatipicomente, al 

mediar 2 toxinas con diferencias antigénicas. estos dos fagos. al igual que sus toxinas se han 

llamado VTl (SL T I) Y VT2 (SL T II). Los fagos fueron extroidos de uno cepa del serotipo 

0157:H7 (EDL933) aislada de. un humano y nombrado como EDL933 y han sido introducidos en 

uno cepo de E. colt de loborotor10 denominado Kl2 C600 con esto se obtuvieron la lisogenizadas 

933.] y 933W productoras de VTl y VT2 respectivamente. Cabe aclarar que lo mayoría de las 

cepas opotógenas fermentan el sorbitol. a excepción de Jo EDL933 {0157:H7), por lo cuál es 

fácil su ident1f1coción en lo presentación de infecciones (Gyles y col. 1986; Voldivio, 1995; 

Pérez. 2002). 

Todas las Verotoxinas o '"Shiga-like toxins" tienen subunidodes de proteinas A-B, 

siendo uno A y cinco B. sus acciones principales son lo inhibición de lo síntesis de proteínas 

atacando o lo subunidod 28s del RNA ribosomol; provocan daño al endotelio vascular, así como 

edema. hemorragias y trombosis. se sugiere que la síntesis de lo toxina se. auxilio de algunos 

factores como la bilis. tripsina y agentes antimicrobionos que pudiesen estor presentes en el 

intestino. Los diversos tipas de citotoxinas que produce la bacteria entre ellos las que dañan a 

los células Vero (VT) son los que más se han estudiado (Gyles y col. 1986; Richarson y col, 1992; 

Vald1v1a, 1995). 

E. coli produce diferentes tipos de toxinas como el factor citotóxico necrotizante 

(CFNl y CFN2), éste provoco necrosis de la piel del conejo y células multinucleados con 

rcdondeamiento en cultivos de células HeLa. CHO o Vero; estos cepas se han aislado de niños y 

bovinos (Valdiv10, 1995). 
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CLASrFICACIÓN 

Las cepas de E colr causante de diarrea en humanos se han clas1f1cado en base a ~us 

factores nux1harcs de v1rulcnc10 en Potct1pos d"" los cucilcs se derivan· 

A) Entcropatógcno (EPEC).- Se adhiere o las células mucosas del intcst1110 delgado. hoy 

pérdida de los m1crovellos1dodcs y c-n ocasiones !lego,, a penetrar o los células. lo 1nfcr.c1ón p-;:r 

este tipo de E co/r pro\'oco diarrea acuoso. hob1tualmcntc autohm1tado. pero puede ser 

crónico Las cepas se 1dent.f1can mediante la 1"1p1f1c.;ac1ón del onTígeno O y en ocasiones el 

antígeno H Este grupo se ha subd1v1d1do de acuerdo al patrón de adherencia que presentan en 

cultivos celulares Provoco el fcnomeno de Ma1"tochment and effoccment" (A/E) dónde. se 

Hborran•· los vellosidades del borde de. cepillo, esto es debido al reorreglo de lo actrno c.uando 

lo bacteria se adhiere resul1ando una formación como de pedes1":il de la microvcllosrdad debaJO 

de la bacteria (Schaechtcr y col. 1993; Salyer.s y col, 1994: Bcgue y col. 1998). 

B) Entcrotox19én1ca (ETEC).- Es causa común de la Md1arrea del VIOJCro" y diarreas en 

lactantes en países Rsubdcsorrollodos'". lo 1nfecc1ón producid~ es similar a lo del cólera pero 

9.cncrolmente estos diarreas no son ton severas. Algunas cepos producen exotox1na termolábd 

(L T) Lo L T produ-.:c cruce ant1gén1co con la toxina de Vibr10 chclerac. Otro to.x1no que 

producen ya sea solo o JUnto con la L T es la exo1"ox1na termoestoble (ST0 ): existe otra toxi~a 

termoestoblc ST:. lo cuál estimula lo secreción de aguo independ1entemen1e de un nuclcóttdo 

cíclico Es"tas cepos no son 1nvos1vas. sin embargo su principal modo de ataque son SU!: tcx1nos 

(Schacchtcr y col. 1993; So\yers y col. 1994: Begue y col. 1998). 

C) Entcro1nvas1vo (EIEC).- Produce una enfermedad muy parecido a la Sh19clos1s. 

porque irwoden la mucoso 1ntcsT1nol de manera semejante y provocando d1scnterío. el 

rnecon1smo de acción es produciendo proteínas de membrana externa que es1"án relac1onadoS 

c,:.;n la 1nvas1ón a lo mucoso No fcrmcn1"on lo lactosa y carecen de motilidad (Schoechter y col, 

1991 Solvcrs v col. 1994; Beguc y col. 1998) 

D) Entcroagrcgot1vo (EAggEC).- Causa diarrea agudo y crónica en niños de países en 

desarrollo Tiene una capacidad única de adherirse a células Hep-2 en un patrón que se ha 
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dcnommadt>.odhercnc1a ogrcgahva, no invaden célula~ epiteliales. produce uno hemohs1no y se 

menciono que su adherencia se debe a genes cnd1f1cados en plásnHdos (Schaechter y col. 1993. 

Salyers y col. 1994; Beguc y col, 1998). 

E) Enterohemorrág1ca (EHEC).- Produce la llamada Vcrotoxina. llamado así por afectar 

o las células de la línea Vero, que ccusa el !:indrome urém1co hemolítico (SUH). el cuál puede 

llegar a producir insuf1c1enc10 renal aguda. anemia hcmolít1co m1croan91opát1ca y 

tromboc1topcn1a. Esta toxina tiene algunas propiedades parecidas o la toxina de Sh1gcl!a 

dy~·cntcr1ac tipo l. sin embargo las dos toxinas son ant1gén1co y genéticamente distintas. El 

serot1po mcis común que produce lo toxina es el 0157:H7, este no fermento el sorb1tol como los 

dcmcis E coh Provoca colitis hemorrág1ca que puede prevenirse con lo cocción cdecuoc:!a de lo 

carne de bovino Es de 1mportanc10 mencionar que este tipo de bacteria no produce ninguna de 

las toxinas L T n1 ST, pero tiene otros factores de v1rL.ilcnc10 como el LPS. Provoca lo lesión 

llamada Rottochment and effacement .. (A/E) vista también en los cepas de EPEC (Schoechter y 

col. 1993; Salyers y col. 1994; Begue y col. 1998). 

MODO DE TRANSMISIÓN DE EHEC 

Se sobe que el bovino es un reservorio de la cepa 0157:H7 CEDL993), debido o que 

frecuentemente se han reportado los 01slamientos de lo bacteria en leche, carne fresco. 

además de encontrarse en el cerdo. aves. carnero. vegetales, aguo y embutidos; 

demostrándose que algunas cepas aislados de los bovinos producen las VTl y VT2 por lo que se 

osoc1a la enfermedad al consumo de la llamada comido rápida siendo el principal factor 

causante de col1t1s hemorrcig1ca y síndrome urém1co hemolítico. Aunque la enfermedad de 

col1t1s hcmorrá91ca se menciono que es autolim1tontc, no se saben los mecanismos poro tener un 

control de esta Los csrud1os rcol1zados en los bovinos han demostrado lo c....:1stcnc10 de 

receptores pera lo VT en el ep1tcl10 gostro1n1est1nal. pero ne se han encontrado en la 

v,,$cu!orurn por lo que se observa lo aparente rcs1stcnc10 del bovino o los efectos s1stém1cos 

<1c L-; -:-c.• orw ·,Snl\. crs v .::al. 1994. E:lcguc v col. 1998; Mcngc .,_, -:ol. 1999. Eln1nc y cC'I. 2002). 

Lo tronsm1s1ón persona a persona por vía fecal-oral también es muy importante en uno 

segunda fase. :nfectándose frecuentemente los fomd1orcs (Blanco y col. 2000). Los animales 

TEr1T?-~--¡ ~ .::11 ::; \, .'' ·: l 
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pequeños son más sensibles a la 1nf ecc:•ón llegondo o morir a causo de las diarreas 

sanguina lentas que presentan y en los seres humano~ los na\os y ancianos son mós suscep11bles 

aumentando esto en el verano (Vold1v1a. 1995; Konadu y col. 1999; Blanco y col, 2000). 

Los animales se infectan con E. colt ¿eb1do al conTocTo con el excremento acumulaao en 

los corrales y el contacto con otros animales. El hac1no1-niento es otro de los factores de 

transmisión de lo enfermedad, así como el aguo y alimentos contaminados; muchos de los 

lechones. perros, etc. se contagian por la misrria madre (f19. 1). Se menciono una fuente 

pr1mor10 paro la infección como causante de 2oonos1s (Blanco y col, 2000). 

Fig. 1. - Transmisión de E. coli enterohemorrógica (EHEC) 

l/ios de tronsm•S•Ón de E col• entcrohcmorró91co los flechas que coree ter. los diversos figuras n1d1con lo d1re.;c1::,., de 

lo contcm1oac1ón El pr1nc1pcl rescrvor10 es el 9.:::oado bovono, pero otr;is cruma!e:s; como el .::crdo o los mosco tos (perro y 

gato) P1.1cden tomb1en actuar de rcscrvor1os A portor de estos on1malc~. e: ser humano puede 1ntecTors.:: d1rccTc'T'enTe 

,.,,.d•Ontc ol1rncr.tos lácteos o cór"n1cos o por lo cortam·,.<.l.::":on ce ..-e9ctales Los '"1<1mcnos contcm•l"Odos pueden 

.;;;1..oc.s o ta ful~a dc- no::¡••!re en el p,.o.::csum1cnto 11.0 ... sTrocl t11.:cdc e~~',.;:cr '"' ¡._rr~cnc10 d(" eso bocTcr1u en los pcsccaos 
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PATOGENrA 

La bacteria al ser ingerido en ..:ont1dades mfectantes. lo que puede Sl.?r de menos de 

100 bacterias, llego al mtcs'tino donde sus verotox1nas son liberadas~ f•Jadas o los receptores 

celulares formados por gl1colíp1dos (Gb3 o Gb4), Estas toxinas •nh•bcn la síntesis de protdnos 

al 1noct1var cotolít1comcnte lo subun1dod r1bosomol 28s, 1nh1b1endo el fcctor de clongoc1ón, lo 

que lleva a lo muerte celular: al llegar a lo vosculotura los células endoteltales sin'tet1zon el 

factor de coogu/oc1ón VIII por lo que ol estar de formo anormal provoca una tromboc1topen1a, 

cooguloc1ón 1ntravosculor local y uno acumulación de fibrina en el SNC. en tubo d19es11vo y 

riñón. Adcmós sus f1mbr1os plosm1dícos cod1f1cadas por el gen CDV419 unen a las bocter1os al 

intestino y por medio de unos proteínas en su membrana externa llamados 1ntim1nas 

(cod!f1codas por el gen cae) provocan lo que se dc.nom1na el A/E. borrando los 

m1crovellos1dades 1ntest1nalcs (Schacchter y col. 1993; Begue y col. 1998; Blanco y col, 2000; 

Pérez, 2002) 

La EHEC es la más común en infecciones de niños en paises desarrollados, 

predominando la diarrea como síntoma; lo diarrea puede considerarse que se produce en dos 

partes. lo primero se realiza con lo colonización del intestino que se produce de manero 

1ntens1vo y lo acción del LPS. Se menciono que el pil1 de lo bacteria juega un papel esencial en la 

colonización y el fenómeno de A/E en la superf1c1c del epitelio intestinal. Después de la diarrea 

le sigue una anemia hemolítica m1croong1opót1ca. tromboc1topen10, disfunción renal y en roras 

ocasiones compl1cacroncs neurológicos. prmc1polmentc en los adultos, raro ve:: se llego a 

presentar en los niiios Los factores principales en lo colon1zac1ón incluyen la edad. el pH 

gcstr•co v la presencie en e! intestino de anticuerpos cspccíf1cos La m1crovosculaturo renal 

c ..... prcsa grandes can~1dodc-:s de Gb3. por lo que es altamente. susceptible a las toxinas de E 

... -v/1 El darlo al endotchu vascular es debido a la .:::1rculoc1ón de los e:.-.otox1nos de la bacteria. las 

endotox1nas v c1tocmos que el huCspcd produce como el factor de necrosis tumoral alfo (TNF-

e 1r1t crlt ... ..:1na 1-r> ( I L - 1 ('¡) los cuc'.lcs JUCga•l un pope! importante en lo activación de las 

c._iubs , ... ,u,J~'~l"11r'.. por· 1n._•u•u e;,. la~ 10;.1no!i Algunos estudios rcpo,.tan que el receptor· Gb3 

es muv sensible a la verotox1na l. debido a la act1vac1ón por el LPS o c1toc1nos, aunque suele 

haber uno discusión en cuanto o esto, yo que autores como Van Setten (1997) en sus estudios 



realizados con el TNF-o:. sugiere que es este el que logra la mayor sensibilización en la 

microvosculatura renal (Richardson y col, 1992; Brown y col, 1997; Stefan y col. 1998; Konadu y 

col, 1999). 

Se sabe que estas veroToxinas provocan un decremento de linfocitos especialmente los 

T, ounque también se afectan en menor grado los linfocitos B. en los cuales se estifnula el 

fenómeno de opoptosis (Marcato y col, 2001; Wotson y col. 1996); en contraste, cabe 

mencionar que lo toxina Stx no provoco muerte celular, pero impide el aumento de lo actividad 

metabólica de estos, por lo cuál no hay una respuesta satisfac1"oria inmunológico debido a lo 

ausencia de IgG anti-Stx. Se cree que las variedades de E coli que provocan diarrea no causan 

infecciones en el sistema urinario ni meningitis; en algunos es1"udios hechos en España los 

métodos empleados paro la deTección de las cepas del serotipo 0157:H7 utilizan los medio$ de 

MacConkey-sorbitol con telurito y cefixima. no obstante se han encontrado cepas que no son 

capaces de crecer en presencia de telurito y cefix1mo y cepos fermentadoras de sorbitol. Las 

cepas fermcn1adoras de sorbitol pertenecen al serotipo 0157:H7. para poder detectar el 

resto de los serotipos se identifican la producción de verotoxinos por técnicas fenotípicos 

(c1totoxicidod en células Vero y HeLa), genotípicas (hibridación. PCR) o inmunológicos como el 

ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (Blanco y col.2000). 

Se ha demostrado que el LPS de é. co/i productora de VT, aumenta el daño sobre 

células endotelioles en cultivo. además de que el efecto es oumen'tado por mediadores de la 

inflamación como el TFN - a, la IL - 1, o lo linfotoxino TNF - p, se piensa que esto se debe o lo 

unión más especifica de lo toxina o las células (Voldivia, 2002). 

DESARROLLO DE MODELOS ANl:MALES 

En 1997 Brown y col. realizaron un experimento paro obtener un modelo animal con 

becerros de 6 semanas de edad en lo infección por E coll: siendo estos inoculados con 5 

diferentes variedades de la bocter10. los animales fueron hospedados de manero individual con 

el m1crochmo controlado. teniendo un drenaje individual y limpiando el lugar uno vez al día. Se 

les realizó estudios en los heces paro diagnosticarlos libres de diarrea viral bovina. 
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coronavirus. rotovirus, E'. coliy Cryptosporidium por el método de inmunofluorescencio. Al final 

del experimento observaron que realmente no se desarrollo uno patogenia en los becerros. por 

lo cuál se descartaron como modelos animales. 

Igualmente Donohue-Rolfe y col. (1999) desarrollaron un experimento con cerdos 

nacidos vía cesáreo, los cuáles se mantuvieron en aislamiento de manera estéril mientras duró 

el experimento. A las 24 horas de nacidos se les inoculó vio oral E coli 0157:H7 y se les aplicó 

un ontisuero demostrándose que lo oportuna aplicación del mismo evito en gran medido las 

lesiones provocadas por esta bacteria. Estos experimentos con cerdos son técnicamente 

difíciles poro los estudios de virulencia de las variedades de lo bacteria. 

Otro animal que se ha utilizado como modelo paro investigación ha sido el bobuino. en 

los experimentos de Taylor y col. en 1999 utilizaron dos grupos, donde o un grupo le.s inoculó 

por medio de uno infusió'1 intravenosa uno dosis alta (2,0µg/Kg) y al otro 9rupo se les 

administró uno dosis bojo (0.05 a 0.2 µg/Kg); en los dos g!'upos se presentó hipercolemio y 

colitis hcmorrógico en el grupo con la dosis alto, el grupo con la dos~.s __ boja presentó_.SUH. En 

este estudio se observó lo asociación del daño en el epitelio del túbulo proximal y en lo mucosa 

y submucosa del intestino delgado con la presencio del receptor Gb3 para VTl. 

El conejo se ha utilizado en diferentes ensayos en los que· .se dete~ton toxinas 

producidas por los diferentes serotipos de €. co/i; este modelo o_nimol desarrolla un daño 

vascular inducido por la VTl en el endotelio infectado por E coli 0157:H7. estas lesiones son 

similares e la encontradas en riñones y otros tejidos en humanos con el SUH. por lo cuál es muy 

utilizado en el estudia de la potogéncsis de la enfermedad y como afecto a la inmunidad. yo que 

se sobe de la deplec1ón hnfoc1tar1a que provoca lo bacteria en el bazo y otros órganos linfoides 

como el apend1ce cecal del coneJo. Se ha sugerido que el apéndice cecal del conejo es un órgano 

linfoc1tar10 secundario. se han realizado estudios para conocer mejor lo función de este órgano 

en el conCJO y se piensa que posiblemente su función es la de presentoctón de antígenos, 

adc"'cís d~ absorber los nutrientes y secretor sustancias. La mucosa presento dos tipos de 

ep1"teho, uno cilíndrico con células caliciformes intercaladas en los proyecciones alargadas 

•tun91formes" y otro cubo1dal bojo, casi aplanado a nivel de las proyecciones cortas 
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lanceolados; se menciona que el primer Tipo puede tener lo función de absorber y secretar 

diversas sustanciCJS mientras que el segundo tipo parece tener uno función linfoide. teniendo 

células captadoras y presentadoras de antígenos. Esto lo ":han estudiado diversos 

1nvest1godores denon11nondo o los proyecciones cortas (lanceoladas o ¡:)ira~id~le.S) como "Domo"' 

de linfocitos y a las proyecciones fungiformes como "Vellosida~"~~-.. CRic.~af.~on y col. 1992; 

Solyers y col. 1994: Voldivio, 1995; Pospisil y col, 1996; Lelovard.·y col. 2001: Voldivio. 2002). 

ANTECEDENTES DE EHEC 

E co/1 enterohemorrág1ca tiene un serotipo más frecuente encontrado en los 

infecciones y es el 0157:H7; el cuál tiene dos corocterísticas especiales de potogenicidad. lo 

primero debido a la producción de los citotoxinos y lo segunda es un gen homólogo al del EPEC. 

por lo que se pienso que lo adhesión o los células es mediado por reorganización de octina. 

estos dos variedades poseen un gen similor paro intimino (gen eae). el cuál produce A/E; el gen 

que cod1f1co lo to:.:1no VT se encuentro en un bacteriófago, temperado similar a lo toxina de lo 

difteria (Salyers y col. 1994). Lo infección por EHEC fue reconocido por primera vez en 1982 

en E. u. en dos brotes de colitis hemorrágico que afectaron o 47 personas que comieron en 

diversos restaurantes de lo misma cadena de comida rápida. el serotipo encontrado fue el 

0157:H7 raramente aislado en ese tiempo. desde entonces ha provocado diversos brotes. 

tanto en E.U .. Canadá . ..Tapón y el Reino Unido. En estos países este serotipo es la causa 

principal de diarrea sanguinolento y el segundo o tercer patógeno bacteriano más 

frecuentemente aislado de coprocultivos. después de Salmone//ay Campylobacter(Blanco y col. 

2000) En 1993 se presento un brote de diarreas en niños de E.U. que habían consumido 

hamburguesas. varios de estos niños murieron, otros niños presentaron SUH. el laboratorio 

demostró lo c:.:1stenc1a de la EHEC 0157:H7. El serotipo 0157:H7 ha provocado en tos últimos 

años brotes de coltt1s hcmorróg1ca en los paises anglosajones, en Japón y España con fuertes 

brotes de la enfermedad principalmente en niños y adultos; además de. presentarse en algunos 

paises desarrollados y subdesarrollados. La infección por EHEC ha recibido diferentes 

dcnormnac1ones en lo literatura c1cntif1ca como E co/I verotox1génicas. E co/I 

cntcrohcmorróg1ca, E coh productores de Shiga like toxins (SL T), y el serotipo 0157:H7 es 
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conocido popularmente como el bacilo 0157 y la bacteria de las hamburguesas (.Jacewicz y col. 

1999; Blanco y col. 2000). 

Diferentes variedades de é. colt: incluyendo la EPEC. ETEC y lo EHEC están osoc1odos a 

la presentación de diarreas en perros. tonto cachorros como adultos. la importancia de esto es 

la zoonosis que se puede atribuir a EPEC y EHEC. esta última ha sido aislado de perros sanos y 

perros con diarrea, observándose el fenómeno de A/E en el epitelio intestinal (Holland y col, 

1999). En los bovinos. E. coli provoca la lesión de A/E en neonatos y bovinos no mayores de los 

tres meses de edad, contrariamente en los adultos, estos parecen presentar un estado de 

inmunidad natural para el gen eae y/o lo secreción de ciertas protefnas pueden complican el 

desarrollo de esta lesión (Baehlcr y col. 2000). 

LESrONES PROVOCADAS POR Escherichio coli En1'erohemorrágtco (0157:H7) 

En los experimentos realizados por Voldivia (1995). con conejos y lo cepa EDL933 

productora de VTl y VT2 la mayoría de los animales del experimento presentaron diarrea de 

los 2-4 días, con signos de depresión. emaciación y deshidratación severo, cianosis marcado en 

las orejas, no se presentó variaciones de temperatura. Al estudio histopatológico se encontró 

infiltrado de células mononucleares abundantes y escasos polimorfonucleares. gran cantidad de 

eritrocitos y zonas ulcerados en la mucoso del intestino grueso. Hubo una disminución severo 

de linfocitos e infiltrado linfocitorio perivascular (linfocitos maduros) en la submucosa del 

órgano. hemorragias y contenido hemorrógico de manero general. El bazo presentó pigmento 

ocre en !os macrófagos y disminuyo su tamaño. 

En uno observación clínica reahzada por Valdivio (1995), en bovinos lactantes y adultos. 

los resultados fueron los s1gu1entes: 

Animales lactantes.- diarrea hemorrágica con sangre completa. deshidratación severo~ algunos 

presentaron pataleo. tortícolis y muerte rápida; a lo necropsia se observo enteritis 

hemorró91ca (en 1lcon y ciego), úlceras en abomoso, intestino grueso y/o intestino delgado con 

infiltrado pol1morfonucleor y fibrina. edema subcutáneo y gástrico, destrucción marcada de 

vellosidades y fusión de algunas de ellas con infiltrado mononuclear, células de submucosa con 
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pigmento de color ocre. la pulpo blanca del bazo presentó depleción linfoide. En el aislamiento 

bacteriológico y pruebas b1oquím1cos se determinó la existencia de E. co/i causante de los 

daiios, la idenTif1cac1ón de cepos productoras de hemolisinns fueron de poco utilidad. yo que lo 

mayoría era no c1totóx1ca sin encontrarse estos resultados en los adultos que estuvieron sanos 

clínicamente. En cuanto a los verotoxinas lo mayoría de las cepas fueron produc1 oras de cista, 

tendiendo o ser más frecuente en la salo de lactancia (Voldivia, 1995). 

Otro investigador del temo es Brown y col. (1997), ellos inocularon 12 becerros con 5 

diferentes variedades de E. coll enterohemorrágico por vía oral por medio de leche, para 

determinar las respuestas clínicas de estos animales y lo mogni1"ud de estos, además de los 

sitios de localización de la bacteria en el 1"racto diges1"ivo. y su segundo objetivo fue 

desarrollar el modelo animal en lo infección por E. co/I; Sólo dos de los animales presentaron 

diarrea sin causa aparente y se logró cultivar lo boc1"erio solo por medios enriquecidos, otros 

animales presentaron ligero pirexia, linfocitosis y neutrofilio no muy morcada. Lo bacteria 

decreció en formo dramático o los 14 días pos1"-inoculoción y después de los 20 días solo podía 

cultivarse E. co/I en un medio enriquecido. Los sitios de localización de lo bacteria fueron 

pr1ncipalmen"te en rumen, amaso y retículo. En cuon"to o lesiones macroscópicos y microscópicos 

(principalmente A/E) no fueron observados en ningún animal; por lo 1"anto se concluyó que en los 

becerros no se presenta lo enfermedad, además cíe que se sugiere que una buena alimentación 

de los becerros hoce que lo bacteria sufro un decremento en su diseminación. 

En cuanto ol receptor Gb3, no se ha observado su incremento o su expresión debido a 

c•tocinas mflomotor1as o por el LPS en los pequeños vasos. se dice que puede llegar a 

incrementarse con la presencia de la VT 1 y la VT 2. sin embargo. se menciono que ambos 

toxinas incrementan la expresión de es"te recept"or. e incluso lo VT 2 es la que más lo 

incrementa {Jocew1cz y col. 1999). 

Taylor y col. (1999) concluyeron que el daño o los estruct"uros glomerulares y tubulares 

del riñón pueden ocurrir independientemente de la trombosis microangiopático, hay un especial 

interés en que los mediadores de la inflamación se encontraron en gran medido en el riñón. 
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Finalmente concluyeron que el modelo animal es válido utilizando uno dosis bojo de lo cepo y 

que puede ser utilizado en diversos estudios para conocer las variantes de este síndrome. 

EXPERIMENTOS. REALIZADOS PARA COMBATIR y NEUTRAL.IZAR 1..A 
' ._,,_ -.-.. \ _. 

BACTERIA Y SUS TOXINAS 

Se han realizado diversos estudios paro lograr combatir o lo bacteria. dentro de los 

cuales se utilizan anticuerpos administrados pasivamente por medio de un antisuero para 

detener o controlar los efectos de fa toxina. donde, los cerdos son un modelo de estudio para 

conocer en que tiempo se pudiese neutralizar la toxina: los signos que presentan estos anímales 

son ataxia, recumbencia, incoordinación, y muerte. al estudio histopatológico se encontró 

lesiones en colon e ileon. yo que se desarrolló el fenómeno de A/E. algunas bacterias atacaron 

directamente a lo superficie apical de los células epiteliales perdiendo su citoplasma apical, 

además de que la vasculatura presentó gran asentamiento de linfocitos. Este experimento 

obtuvo como resultados que la mayor eficacia de esTe ontisuero fuese al aplicarlo 24 horas 

posterior a la exposición o la bacteria; en experimentos realizados con ratones y la Verotoxina 

l se concluyó que son los mismos daños presentados en riñones y otros tejidos como diarrea. 

edema y hemorragias en lo r:nucosa y submucosa de colon, ciego y lo muerte que en las personas 

con SUH (Richorson y col, 1992; Donohue-Rolfe y col. 1999). 

Konodu y col. (1999) se han dedicado a investigar la subunidod B no tóxica de lo 

Verotoxino 1 yo que esto puede inducir un anti-LPS y/o anticuerpos que logran neutralizar a lo 

toxina. pero no neutralizo o lo Verotoxino 2; Esto lo descubrieron obteniendo un polisacárido 

0- espedf1co de dicha subun1dod. 

M1croscóp1camentc se sabe que la Stxl provoca una acción altamente susceptible de 

tipa c1totóx1co a los células B de los humanas. donde la mayoría proviene de rgG e rgA. donde 

se tiene lo teoría de que el problema radico en lo falta de IgG anti-Stx. esta la revocó un 

1nvcst1godor. el cuól encontró IgG ont1-Stx 2; Lo 1mportanc1a de esto es la depleción 

l1nfocitor1a encontrada en becerros infectados con E. co/I~ por lo que Menge (1999) mencionó 

que se debía o la estimulación de lo Stx hacia las células B provocando su apoptosis. mediado 
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por el LPS; en cuanto a las células mononucleares sanguíneas el efecto es disminuir la 

oct1vac1ón y proliferación de estas células sin causar su muerte teniendo todCvía una octívidad 

del !:i0%. Este autor menciono que la apoptosís observada pudo ser inducida por sustancias 

secretadas por la bacteria como el ácido butírico (Mengc y col, 1999). 

La técnica desarrollada por Conos y Kaplon en 1950 de inmunofluorescencia indirecta 

fue lo primero en describir lo localización del antígeno en los tejídos utilizando lo fluorescencia 

por medio de anticuerpos, debido o que estos reaccionaban can muchos tipos de antígenos. era 

inexacta. se utilizaron enzimas como lo peroxidasa del rábano y la fosfatasa alcalina intestinal 

de los becerros, además del desarrollo de lo peroxidasa anti-peroxidosa y de la fosfotasa 

alcalina ant1-fosfotasa alcalino. Con lo introducción de los anticuerpos monoclonales por KOhlcr 

y Mdste1n en 1975 el problema del reconocimiento de antígenos se resolvió en gran medida 

debido a que estos anticuerpos reconocen específicamente a un epítope. Además de esto. en la 

actualidad se han desarrollado anticuerpos monoclonales para reconocer el antígeno flagelar 

H7 de la E. co/J, este lo desarrollaron He et.al. (1996) y mencionan que puede utilizarse solo o 

combinado con un anticuerpo monoclonal específico anti-0157. el cuál también desarrollaron 

ellos (Tizard, 2000). 

Acr.tV:IDAD :INMUNOLÓG:ICA EN LOS AN:IMALES 

La respuesto inmunológica varia según el tipo de ontigeno presente en el organismo. 

respondiendo con diversos mecanismos establecidos; se ha denominado a la inmunidad como uno 

serie de eventos que otorgan protección frente a los enfermedades principalmente de tipo 

infecciosas. asi como a los introducción de sustancias extrañas no infecciosas. con lo 

neutralización de sus productos y eliminacíón de los lesiones que pudiesen provocar_ en los 

tejidos. 

Se ha clas1f1cado a la inmunidad en primer lugar en 1nmun1dad innato y adaptativa; lo 

primero también denominada natural o nativo está constituido por mecanismos existentes 

antes de que se desarrolle lo infección, capaces de establecer uno respuesta rápida y 

reaccionar de la misma manera a infecciones repetidas. Sus componentes principales son las 
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barreros físicos y químicas, como los son. epitelios y sustancias con pr'op1cdodcs 

ant1microb1anas como las lágr'imas; células fagocít1cas como los ncutrófilos, macr'ófagos y 

células citocidas naturales (NK); proteínas sanguíneas donde se incluyen el sistema de 

complemento y otros mediadores de la inflamación y proteínas llamadas citoquinas, que regulan 

y coordinan muchas de las acciones de las células que intervienen en la inmunidad celular. 

La inmunidad adaptativo o especifico, se desarrollo como uno respuesta o la infección. 

teniendo los característicos de la especificidad y la memoria ante diversos ontfgcnos: sus 

componentes son los linfocitos y sus sustancias que realizan uno serie de eventos paro la 

destrucción de los microorganismos. Este tipo de inmunidad se divide en·hUmorol e inmunidad 

celular. 

Lo inmunidad humoral se compone de particulas presentes en la ·sangre denominados 

anticuerpos. los cuáles son producidos únicamen"te por los Linfocitos B, estos reconocen 

específicamente a antígenos microbianos, neutralizan su virulencia y realizan diversos 

mecanismos efectores poro su destrucción. tales como. lo inducción a la fagocitosis. 

liberación de mediadores inflamatorios. 

Dentro de lo inmunidad celular o inmunidad mediada por células. participan células 

llamadas Linfocitos T, que inducen la destrucción de los microorganismos que se 

encuentran dentro de los fagocitos o de los células infectadas. en estos casos los 

anticuerpos no tienen acceso a este tipo de microorganismos que son capaces de 

sobrevivir en las células. tiene principalmente dos funciones efectoras. las cuáles son 

activar a los macrófagos en las respuestos inmunitarias celulares y promover lo 

producción de anticuerpos por los células B en las respuestas inmunitarios humorales; 

estos funciones estén mediadas por c1toquinos. Los linfocitos T se dividen en células T 

cooperadoras (CD4• ). Th del ingles T-helper y c1totóxicas (CDS+): los linfocitos Th 

están d1v1d1dos en Thl y Th2. las primeros secretan un conJunto específico de 

c1Toqu1nas como IFN-y, IL-2. TNF-f>, donde su función principal consiste en estimular 

lo defensa med•ada por los fagocitos conTro las 1nfecc1anes. especialmente las debidas 

a las m1croorgonismos in"trocelulares; las células Th2 secretan IL-4. IL-5. IL-10 e IL-

13. cuyas funciones prmc1polcs consisten en estimular las reacciones inmunitarias 
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mediados por IgE y por eosinófilos/mostoci1os y regular negativamente los respuestos 

de Thl (Roiit y col, 1968; Abbos y col, 2000). 

La inmunidad adapTotiva tiene ciel"'tas caracterfsticas fundamentales poro desarrollar la 

respuesto ante los antígenos; estas carocterfsticOs son: 

a) Especificidod, garantizo que microorganismos. distintos estimulen respuestas 

específicas. 

b) Diversidad, permite al sistema inmuriitario: re.:sponder o _una· gran variedad de 

microorganismos. 

e) Memoria, da lugar a respuestas aument~dos ".' ~pOS~cion~ repetidas al mismo 

microorganismo. 

d) Especialización, genera respuestas 61'.'!ima~. p~r~-.. ~ª d.~fen~O. frente a diferentes 

tipos de microorganismos. 

e) AutolimiToción. todas las respue.staS _--.·in~.u~i:t'·~ri~s· normales disminuyen de 

intensídod con el tiempo después de J~- esti~ui~·ci~n P'?~ e.'1 O.ntígeno, devolviendo 

al sistema inmunitario a su es_tado ·:-.basal de _reposo, proceso denominado 

homeostasis. 

f) Ausencto de autorreo.ctividad, impide· 10 'producCión de lesiones del huésped 

durante las respuestas o los microOrganismos (Abbas y col, 2000). 

Existe otra clasificación de la inmunidad, la pasivo y la activa; la primero se obtiene cuando 

a un ind1v1duo se le transfiere suero o linfocitos de otro previamente inmunizado, como por 

eJemplo en las vacunaciones. Lo inmunidad activo es cuando el individuo tiene contacto con un 

antígeno y se desarrolla uno respuesto ante este (Roiit y col, 1988; Abbas y col, 2000; Tizor"d. 

2000). 

Los c1tocinas o citoquinas o interleuquinas, son proteínas o glucoproteínas de bajo peso 

molecular sintetizadas par diferentes "tipos celulares, que actúan como mensajeros químicos u 

hormonales; sus funciones son reguladas de diferentes formas. como son mediante la 

regulación de la expresión de receptores, por antagonistas del receptor. unión espzcífica o 

proteínas u otras citocinas que eJercen efectos contrarios. Por ejemplo. la IL-1 es un 
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coestimulador de las células TH2, junTo con el ont-ígcno y estimula la respuesta de la fase 

aguda, la rL-2 activa las células T, B •. NK y a los macrófagos e interviene al potencializar la 

opoptosis en las células T, la IL-4 favorece el crecimiento y diferenciación de las células Th2 y 

est11nuloc1ón de lo producción de IgE por los células B; la IL-5 estimulo el crecimiento de los 

células B y ayudo al crecimiento y lo activación de los eosinófilos; la IL-6 promueve la 

d1ferenc1ac1ón de fas células B y la respuesta de la fase aguda por los hepatocit-os para lo 

síntesis de proteínas; lo IL-10 inhibe la función de las células Thl y suprime la función de los 

mocrófagos. La IL-12 es un coestimulante de los células Thl y activa las células NK. junto con 

el antígeno, la IL-13 estimula el crecimiento de las células B y suprime lo función de los 

macrófagos (Roiit y col, 1988; Abbas y col, 2000; Pérez, 2002; Tizord, 2000). 

RESPUESTA INMUNOLÓGICA PROVOCADA POR Escherlchia coli0157:H7 

Al pr1ncip10 de la infección la primera en aparecer es la IgG, que tiene las funciones de 

opsonización, activación del complemento, citotoxicidad mediada por células (NK, CDS) 

dependiente de anticuerpos inmunidad neonatal. inmunidad pasiva e inhibición por 

retroalimentación de las células B (Konadu y col, 1999,Abbas y col, 2000). 

Los neutrófilos son los que se presentan en mayor cantidad circulando en sangre. 

teniendo una vida medio de 5-6 horas; se piensa que el proceso de ingestión y destrucción de la 

bacteria intracelularmente hablando por los neutrófilos resulto en una aceleración de la 

apoptos1s o muerte celular programada. Ahora se sobe que lo oxidación es un posible 

mecanismo de la opoptos1s en este tipo de células, al igual que el peróxido de hidrógeno (H2 0 2 ), 

Watson et_ al. (1996) mencionan que la E'. coli induce lo producción de un producto oxigenado 

que acelera la apoptos1s en los neutrófilos. 

En los estudios realizados por Pérez (2002). se observó que los conejos inoculados con 

la cepa EDL933 disminuyó s19nificat1vomente la respuesta de anticuerpos hacia una cepa de 

Bruce/la abortus muerto. lo cuál no se observó con los conejos inoculados con la cepa K12. Esto 

sugiere un efecto sistémico de la toxina sobre algún tipo de linfocito involucrados en la 

respuesta inmunológica, en el mismo estudio se observó la disminución de la respuesta de los 

coneJOS hacia la 1noculoc1ón de la tuberculina igualmente en los conejos inoculados con lo cepa 
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EDL933. realizado mediante una pruebo de inmunoreacción. Se ha demostrado que el receptor 

para los toxinas de la cepa EDL933 de Bschertchia coli se localizan en las células inmaduros de 

los centros germinales y en los linfociTos B activados productoras de IgG; Karmali (1994) en 

sus experimentos realizados no encontró receptor para la toxina en los linfocitos T. pre-T y 

las B maduras. aunque otros autores en sus experimentos realizados "in vitro .. encontraron que 

la VT inhibe la proliferación de linfocitos T y B. asi como. lo disminución de su reactividod 

(Menge y col. 1999). 

Se ha confirmado el efecto "supresor• de la respuesto inmune. tanto humoral como 

celular. esto se relaciona directamente con la secreción de IL en la respuesta. principalmente 

de la l:L-10 producido por los mocrófogos en respuesto o lo estimulación por el LPS; esto l:L-10 

regulo los linfocitos Th3. que a su vez inhiben la respuesto de los iñl y Th2. que estimulan la 

activación de linfocitos T y B; también se menciono la participación de IL-8 e I:L-1 secretadas 

por células del epitelio intestinal después de que la inoculación de lo verotoxino. aunque al 

principio estas IL aumentarían lo respuesto inflamatorio local con un aumento de lo secreción 

de IL-10 (Pérez, 2002; Vold1vio. 2002). En los estudios realizados por Pérez (1991) en 

humanos, observaron la presencio de IFN circulante durante lo fose aguda del SHU. por lo cuál 

sugieren que l:is alteraciones de los porcentajes de linfocitos T y B circulantes pueden ser uno 

consecuencia de lo producción de IFN u otros IL. 

En el estudio realizado por Klopproth y col. (2000) -con -Escher/chi'! co/i 

entcropatógcno, lo cucil también produce el fenómeno de •at_tochm~t and,effocement" como la 

EDL933. se observó la producción de una •toxina• denominada~< L'iiifostOtína, la cuál es 

secretado por un plcism1do, esto linfostotina bloqueo lo activación de. los linfocitos. yo que 

mh1be lo producción de IL-2, IL-4, IL-5 y Ifi5. Este comportamiento también se observó con la 

cepa EDL933. 
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JUSTI:Fl:CAC:IÓN 

El SUH es cada vez más frecuente en varios países desarrollados y subdesarrollados, 

como son EE.UU •• Canadd. Japón, Reino._Unido, Escocia y paises anglosajone.:o. dónde d.esde 

1983 se han reportado brotes de la enfermedad y de colitis hemorrágica, asociándose 

principalmente al consumo de carne de bovino con'tominada. ExisTen evidencias de alteraciones 

sobre el sistema inmune de las personas y animales, asf como del efecto. de la VT sobre los 

linfocitos en experimentos '"in vitre ... En la FES-C se cuenta con un modelo animal en conejos 

que reproduce las alteraciones del SUH, incluyendo la lesión sobre los linfoé:itos. 

Por lo que para e.s'toblecer mós la patogenia y poder est~blc;C::e·~·-, meJ~r:-.es. mcdidcis de 

prevención en el SUH y la Colitis hemorróglca es importante determirla~ ~-'· efecto Que tienen 

los Toxinas sobre los células del sistema inmune. 

Hl:PÓTES:IS 

Lo presencio de €scherichia co/i enterohemorrógica-en lo inoculcición experimental en 

conejos en el apéndice cecal. disminuye lo población linfocitoria exisTente en esTe órgano y en 

el bazo. 

OBJET:IVO GENERA~ 

Determinar que tipo de linfocitos son los más afectados en infecciones experimentales 

por E. coh"0157:H7 y lo cepa K12 en el conejo. 
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OBJET:CVOS PARTJ:CUl.ARES 

Determinar el rango de algunas de las poblaciones de linfocitos presentes en el 

apéndice cecal y el bozo de los conejos sanos. 

Evaluar el efecto sobre los poblaciones linfocitarias del apéndice ·cecal y el bozo 

causado por la inoculación experimental de !f. coli K12 y 0157:H7 en el apéndice cecal del 

conejo. 
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MATERJ:AL Y MÉTODOS 

Paro la realización de la fase expel"'imt?.ñtal se utilizaron 9 conejos de la rozo Nueva 

Zelanda de dos meses de edad con opÍ"'oximoc:famente 1.5 Kg.- de, peso. provenientes de lo granja 

de cunicultura Tepospixca, Los animales se mantuvieron en observación por un periodo de siete 

días y se procedió o la inoculación de cepas de Escherichio co/i. Todo es'to se realizó de la 

siguiente manera: 

Cuadro 2. - Diagrama experimental con los cepas de E. coli 

Inoculo Núm. de animales 

K12 3 
--

EDL933 3 

Caldo soya tr1pticaseina (CST) 1 

Controles 2 

CEPAS UTILIZADAS 

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este experimento fueron la EDL933 

(0157:H7) productora de Stxl, Stx2 y la cepa Kt2. rugosa. no productora de toxinas. negativa 

a tl~loctomaso y opotógena. Estas cepos de referencia fueron donados por lo Unidad de 

Invest1gac1ón Mult1d1sc1plinar1a en Salud Animal (FES·C). 

La preparación de los inóculos se llevó o cabo sembrando uno colonia de codo cepo. en 

!3ml de caldo soya tr1pt1coseína. deJándolo incubar todo lo noche o 37ºC. utilizando 1 m_l al otro 

día par la mañana poro inocular o los conCJOS. Es1'e inoculó contenía aproximadamente. 5. x 109 

unidades formadoras de colon1os {U.F.C.) .Antes de lo inoculación en el conejo. los cultivos 

f ucron sembrados y se les realizó uno pruebo de pureza (Vald1v10. 1995). 
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Se 'tomaron mues'tros de sangre o los conejos antes y después de lo inoculación poro 

re.alizar bioquímico y hematologío. De los animales inoculados con lo cepa EDL 933 se tomó la 

mues'tra un día después de la inoculación, al igual que a los conejos con CST y la cepa K12. 

CI:RUG:Í:A 

' -., 

Los animales fueron 'tranquilizados po~ vfo i!·l't~om~·Scu'i~'r. con 0.2 ·mllk9 de peso vivo de 

combelen (propionilpromazina 1%) y se les ~nest~ió d~-- moner~ ,·general con ketomino en una 

dosis de 40mg/kg. se rasuró lo región abdotÍlinal. d~d~ -el. X
0

if~id~· hasta la porción inguinal, se 

lavó lo zona y se procedió a colocar al animal en dé¿úbi;o_ ·cf~r~~I SO~f.e la mesa de cirugía. Para 

la asepsia de la zona a incidir se u'tilizó cloruro de.b.~·nza'c~nio. ·~,,· unc:i dilucióri 1:100 y se 

procedió siguiendo las 'técnicas convencionales en la preparación" del páciente. 

Lo cirugía comenzó con una incisión por líneo media de aproximadamen'te 4 cm. tomando 

en cuenta lo cicatriz umbilical, 2 cm debajo de es'to se realizó 10 incisión y . una vez que se llegó 

o la cavidad abdominal se localizó el apéndice cecal y se expuso sobre gasas humedecidos con 

solución salina fisiológico (SSF) a temperatura ambiente (el -_segmento aislado fue irrigado 

duran'te lo cirugía con SSF cs'té.ril); se delimitó el extremo final del saco ciego considerándose 

un segmen'to de aproximadamente 4cm, localizando lo irrigación arterial se ligo un tramo para 

que en esa porción se realizará un corte Transversal, siempre_ respetando la irrigación. Se 

procedió o lo suturo de lo porción cecal mediante una sutura ~nVaginante (Valdivia, 1995). 

Se procedió a lavar varios veces la luz del apéndice cecal aislado con SSF estéril o 

temperatura omb1en'te hasta que el soca quedó limpio y en ese momento se cambiaron los 

campos y material de cirugía; se continuó con uno suturo tipo invaginante con doble linea de 

sutura (Cushing-Conell): un poco antes de terminar la segunda línea se inoculó 1 mi del cultivo 

bacteriano de los cepas K12 o EDL933, y al grupo control se inoculó con CST. Finalmen'te se 

regresó el apéndice cecal a su posición original y se procedió a cerrar la cavidad u'tilizando 

catgut absorbible doble cera y polipropilena doble cero paro piel. La líneo de incisión se limpio 

con cloruro de benzalconio y se le aplicó negasunt (coumaphos 3%, propaxur 2-Yo y prontalbin 

57.,) (Vold1\1'1a, 1995; Pérez, 2002). 



OBTENC:CÓN Y PREPARAC:CÓN.DE.L.AS MUESTRAS 

Todos los conejos se. mantuvieron , ert; observaciÓn (5-7 días) hasta presentar los 

primeros signos. A los animales que murier~n ·se 1~,.real~:z:ó_ la ne~rop~ia· poro obtener el 

apéndice cecal y el bazo. los cuales fueron fij~dos. e!" paroformaldehfdo al 4.,.. y fijador de 

Zenker. La eutanasia de los animales que después de los 7 días continuaron con vida. se llevó o 

cabo con cloroformo y se obtuvieron muestras del apéndice cecal y el bazo. Después de 24 h 

de fijación. los muestras se incluyeron en parafina siguiendo los métodos convencionales. Los 

muestras se cortaron en el micrótomo a un grosor de 5 micras (µe) y con los muestras 

previamente fijados con poraformoldehido al 4 'Y. se realizó lo tinción de inmunoperoxidasa y a 

otras laminillas se les realizó lo tinción con H-E. Los muestras fijadas en Zenker se tiñeron con 

verde rápido-pironino '"Y"' (Estrada, 1982; Gaete, 1996). 

J:NMUNOPEROXJ:DASA J:NDJ:REcr A 

EsTandorización de lo prueba 

Para la estandarización de. la prueba se llevaron acabo corTes de apéndice cecal y bazo 

fijados previamenTe en poraformoldehido obtenidos de animales inoculados en un trabajo 

previo por Valdivia (1995) con lo cepa EDL933 de Escherichia co/I: además se obtuvieron 

tejidos de animales sanos, los cuóles se fijaron de lo misma manera y se corTaron a 5µc. Se 

realizaron diluciones de cada anticuerpo monoclonal (Serotec) los cuáles fueron CD4. el cuál 

morca los linfocitos T cooperadores y los ti mocitos; el CD5 morco todos los linfocitos T y en el 

coso del conejo también morca todos los linfocitos B ; el CD25 que marca las células que tienen 

receptores de IL-2 que son linfocitos T activados. células B y monocitos; el CD43 que morco 

todos los linfocitos T. t1mocitos. monocitos. macrófogos y linfocitos B activados, los diluciones 

fueron 1:10, 1:100, 1:200, 1:400. 1:600, 1:800 y 1:1,000. para así u'tilizarlos con la 

mmunoglobulina b1ot1nlloda en los diluciones recomendados por el fabricanTe (1:200 o 1:600) 

(Estrado, 1982; Goete, 1996; Abbos. 2000;T1zord, 2000) 
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Cada dilución de los anticuerpos monoclonales fue probado con una dilución de lo 

inmunoglobuhno (F19. 2): también se realizaron las pruebas a diferentes tiempos de incubación 

en cada paso. tomando e.n cuento lo recomendado por el fabricante y lo evaluación al 

microscop10 considerando la reacción más fuerte y el menor ruido de fondo. 

Fig. 2.- MéTodo para la esTondorización de lo prueba 

CD 4 1:10 1:100 1:200 1:400 

rg biatinilado 

anti-ratón 1 o o o o o 
1:200 

rg biotin .. ladal 

ant1-raton o o o o o 
1:400 

rg bioton .. ladal o o o o o 
ant1-raton 

1:600 1 
rg biotonolada o o o o o s/CD 

anti-ratón si~~ biotinilado 

1:600 

Coda uno de los anticuerpos se estandarizaron de manera separado y siguiendo el mismo 

esquema aumentando los diluciones hasta 1:1.000 de los anti_cuerpo r:nonoclonales y con los 

diluciones recomendadas por el fabricante paro la rg biotinilada. 
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Técnica de :Inmunoperoxidasa 

Uno vez que se obtuvieron y procesaron las muestras. se realizaron cortes y la tér.riica 

de inmunohistoquímica. Poro ello se delimitó codo muestra y se colocaron en un baño con 

solución buffer tris (TBS) con un pH de 7.6 para su re.hidratación por 5 minutos. Poro inhibir lo 

peroxidasa endógeno del tejido se incubaron en cámara húmeda o 37°C con peróxido de 

hidrógeno (H2 0 2 ) al 0.6% en metanol al 80% durante 7 minutos colocando en coda corte uno 

gota del reactivo, pasado este tiempo se sacaron las laminillas de la cámara y se lavaron 3 

veces con TBS pH 7.6 a temperatura ambiente durante 5 minutos, posteriormente se 

incubaron por 30 minutos en cámaro húmeda a 37°C con suero normal de conejo a una dilución 

1: 5, decantando el resto del suero y se lavando para colocar en cada corte de muestra un 

anticuerpo monoclonal (CD4, CD5, CD25 y CD43) diluido 1:200. el tiempo de incubación fue de 1 

h. Se lavó el exceso con TBS y se procedió o colocar la Ig biotinilada diluida 1:200 en TBS y se 

incubó por 1 h .. transcurrido este paso se procedió a lavar de lo forma acostumbrada y se 

colocó sobre los muestras el reactivo StreptABComplex/HRP ya preparado con 1 h de 

ont1c1poc1ón, incubándose durante 45 min.. seguido de es'to se lavó y se les colocó 

d1ominoben21dma (DAB) diluida, incubándose por 20 min .• finalmente se lavó con aguo ~estilada 

y se contrastó con hematoxilina de Harris (Hycel) por 15 segundos lavando el exceso de 

colorante con agua des1'1lado y posteriormente con agua corriente. He_cho esto se les .colocó una 

gota de medio de montaJe (Sigma) para su observación rápido al microScopio y_ ver si fue 

suficiente el tiempo de contraste. Una vez obtenido esto. se les coloc6 una gota de etanol al 

70º, 80. 90,96 y xilol por 30 segundos codo paso y se coloco lo resina sint~tico (Sigma) y el 

cubreobjetos (DAKO). 

l.as condiciones que se mantuvieron en esta técnica fueron Ja incubación en cómara 

húmeda a 37ºC y los lavados con TBS a temperatura ambiente. 

Poro lo observación en el micro::copio los tejidos se dividieron en regiones de la 

s1gu1cnte manera (Fig. 3): 



Apéndice cecal 

Bozo 

Vellosidad.- Bose, intermedio y punta. 

Nódulo.- Base, intermedio y punto. 

Pulpa roja. 

Pulpa blanca. 

Se tomaron fo1"os de cada laminilla, determinándose el porcentaje de los linfocitos que 

se encontraban morcados con la DAB empleando un analizador de imágenes y el programo 

estadístico '"Statistico .. poro posteriormente realizar un promedio de estos. 

TJ:NCJ:ÓN VERDE RÁPIDO PI:RONI:NA "Y" 

La tinción se realizó con 0.5% de Pironina, un buffer con pH de 4.8 yº·? 'Y~. de verde 

rápido o uno dilución de 1:25 en alcohol de 96°. La fijación poro esto _técnica es 

preferentemente en fijador de Zenker, aunque se menciona que se pueden utili,zar los 

muestras fijadas en paroformoldehido. (Estrado, 1982) 

Se utilizó verde rápido por encontrarse en disposición en lugar del verde de metilo, 

realizándose lo estandar1zoc1ón del tiempo y dilución del colorante, quedando un tiempo de 10 

minutos óptimos y una dilución de 1:25 en alcohol 96°. 

Después de la desparafinoc1ón de los laminillas como se ha descrito. se enjuagaron con 

aguo destilado. lo t1nc1ón con pironino se llevó acabo por 30 minutos, posteriormente se 

deshidrató unos segundos en acetona y se colocó sobre lo laminilla alcohol metílico para quitar 

el resto de acetona. después de este poso se les colocó verde rápido por 10 minutos. se lavó 

con alcohol 96º. 100º. xdeno. dos pasos en coda uno de ellos, se dejó secar la laminilla durante 

un dio o bien en lo estufo de 60° por 1 hora y finalmente se colocó el cubreobjetos con un 

medio neutral a resino natural (Estrada. 1982. Gaete. 1996). 

------- - - .-- ~:··_---~ 
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Los resultados fueron de lo siguiente manero: 

Cromatina - verde azulado. 

Nucleolo - rojo. 

Citoplasma de células plasmáticas - rojo brillante. 

Bas6f1 los - verde. 

Bacterias - rojo vivo. 

TINCI:ÓN H-E 

La tinción se realizó a cabo siguiendo métodos convencionales según Estrada. 1982 y 

Gacte, 1996. 
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Fig. 3. - Corte his1"ológico del apéndice cec:ol teñido con H-E. en donde In~ letras 

indican los sitios d.-:. conteo de llnfociToS en lo vellosidad y los números en el nódulo. Totn.:1do de 

Voldivia, 2002. 

___ , . 
· .. ·.-

VELLOSIDAD NÓDULO 

t.- Punta 

2.- Intermedio 

3.- Base 

A.- Punta 

U.- lntcnncdio 

C.- Base 
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RESULTADOS 

Cada grupo se inoculó en un solo día. comenzando con el inoculo de lo cepo K12 y el CST, 

después de lo cirugía los conejos respondieron de manero favorable, el consumo de alimento y 

agua se llevó acabo al siguiente día en cantidad restringida y se fue aumentando 

paulatinamente. Los conejos inoculados Con la cepa EDL933 no respondieron de manero 

favorable, después de la cirugía se encontraron bastante deprimidos sin consumo de agua ni 

alimento, además de presentar una diarrea moderada y un aumento de la temperatura corporal; 

este grupo murió al tercer día post-inoculación. presentando diarrea severa. 

sroQUÍMrCA y QUíMrCA SANGUÍNEA 

Cuadro 3.-Resultados de laboratorio de las pruebas de bioquímica y hematología e.n los 

conejos antes de lo inoculación. 

VALORES .c1 .·C2' -·:,:.i(;3-,~ ~,c.;:;; ~é5i~?~ ,.~·c6·:.-· ,.·,·a:,,: >ca·: C9 

k;R (mm3 X10'4) 690 610 650 600 580 710 630 680 600 

Hb (q/dl) 11 11.5 11 9.5 10.9 11 11.9 12 11.2 
Sed (mm/h) o 5 o 3 5 o o 4 o 
Ht ('Y.) 37 38 36 35 32 35 38 39.2 40.3 

VGM(fl) 54 62 55 58 55 49 60 58 67 

HGM(oa) 0.16 19 17 16 19 15 19 18 19 

K:HGM (q/dl) 30 30.3 30.6 27.1 34.1 31.4 31.3 30.6 27.B 

IGB (mm3 ) 5200 5600 5000 6000 5500 5800 6100 6400 5200 

L ('Y.) 25 29 20 23 25 20 26 29 27 

M (%) 1 1 o o o o 1 o 1 

N ('Y.) 72 80 68 75 72 81 75 80 79 

E ('Y.) 3 2 3 1 1 2 3 3 1 

B (%) o o o o o o o o o 
Bd ('Y.) 1 2 1 o 1 1 1 2 1 

s ('7.) 71 75 80 65 72 79 73 81 68 
IPp (a/di) 5 5.3 5 5 4 5.5 5.6 5 4.9 

Ptas (mtles/mm3) 300 300 350 400 300 360 380 33 300 

=>et ('Y.) o o o o o o o o o 
Abrc ... 1aturos · GR. globulo,; roJOS. Hb · hcmoglobma. Sed · ::;cd1m.-:nto. Ht - hcmatocr1to. GB · globulos blancos. L -

hnfoc1'fos. M - rnonoc1fos. N - ncufróf1los. E - eosmóf1los. B - basóflios. Bd - basófilos en bando. S - segmcnf"odos. PP.­

prateínos ptasmóticos. Ptas - plaquetas. Rct.- rcf1culoc1tos 

1F~-·- :~ ~:r·.. \ 
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Cuadro 4. -Rangos normolf'...S de los pruebas de Bioquímico y Hemotologfa encontrados en los 

conejos antes de lo inoculación. 

~~:.~Y~~~~~;~~ ~~7.~.~~;,.~-:~1 ?.:;t~:~~'~ :·}f=-::~~~~\~§t! 
GR (x tOº/mm3 ) 5.6 - 7.3 644.0 46.2 

Hb (g/dl) 9.19 - 12.4 11.l 0.7 

Sed (mm/h) o- 5.5 1.9 2.2 

Ht (%) 31.0- 41.5 36.8 2.4 

VGM(fl) 46- 70 57.2 5.0 

HGM(pg) o- 22 15.8 5.8 

CHGM(g/dl) 26 - 35 30.3 1.9 

GB (mm3 ) 4800 - 6600 5620 449 

L (7o) 19- 30 24.7 3.2 

M (7.) 0-1.1 0.5 0.5 

N (7o) 66-83 75.B 4.3 

E (7o) 1-3 2.1 0.9 

B (7o) o o o 
Bd (7.) o- 2.2 1.0 0.7 

s (7o) 63 - B3 73.4 5.3 

PP (g/dl) 3.8- 5.8 5 0.4 

Ptas (miles/mm3 ) 280-410 3023 1020 

Ret (7o) o o o 
• Se. utilizó el pr-ogr-ama •stat1st1ca• pcr-o calcubr- los l"Cft90S nor-male.s 

en bQse a uno distr-1buc.idn normal con •/- 2 desviaciones estdndar-. 

tomando en cuenta los datos de.I cuadro 3 • 

... X se ref1c:r-e e la medio y S inchco So desviación cstdndar. 

-------=-=-=-·----
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F19. 4.- Técnico quirúrgico poro lo 1noculoc1ón de Escher1ch1a co/J en apéndice cecal de 

conejo. 

Los conejos inoculados con la cepa Kl2 se sacrificaron al séptimo día con clorofor"mo, ol 

realizar la necropsia se encontró el apéndice cecal aumentado de tamaño. las paredes 

adelgazados con un contenido blanco amarillento de consistencia cremosa. en comparación con 

los conejos sanos, el bazo se encontró ligeramente más pequeño. El conejo inoculado con CST 

se sacrificó al séptimo día y al realizarse la necropsia el apéndice cecal y bazo se encontraron 

sin cambios patológicos aparentes (SCPA), al igual que los demás órganos. Al realizarse la 

necropsia de los animales inoculados con lo cepa EDL933 se observó que el segmento del 

apéndice cecal aislado se encontraba de menor tamaño y con una coloración roja negruzca. 

ademós de tener adherencias con el intestino delgado; el bazo presentó una disminución de 

tamaño, los demás órganos se encontraban SCPA. 

ESTANDARrZACróN DE LA REACCrÓN DE rNMUNOPEROXrDASA. 

Al observar las laminillas de la estandarización de la tinción de rnmunoperoxidasa en el 

microscopio y analizador de imágenes, se determinó que la dilución óptima del anticuerpo 

monoclonal fue de 1:200, al igual que de la inmunoglobulina, ya que se pudieron apreciar 

fácilmente los linfocitos marcados. además de presentar menor ruido de fondo; los tiempos de 

incubación óptimos fueron de 5 min. en TBS, 7 minen H 2 0 2 al 0.6,, .. en metano! al 80%, 30 min 

en suero normal de conejo. l h con cada anticuerpo monoclonal. t h con la Ig biotinilada, 45 min 

con el complejo StrepABComplex/HRP, 20 min con el DAB y 15 seg. con lo hematoxilina. 

TESl:~ Cül:~ 
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Los resultados encontrados en los conejos control de la reacción de Inmunoperoxidaso 

se muestran en los siguientes cuadros. considerando cado estructura y sus regiones, así como. 

el anticuerpo monoclonal utilizado: 

Cuadro 5. - Proporción de linfocitos en el apéndice cecal y bazo de conejos control con los díferentes 

anticuerpos monoclonales. 

Base 60 46 56 62 71 59 46 54 64 67 54 64 25 50 20 53 62 20 41 26 

Nódulo rntermedio 52 49 58 46 28 46 44 59 45 25 33 42 40 38 46 42 59 38 33 46 

.Punto 42 62 51 27 24 41 60 55 29 23 26 54 42 47 36 21 62 39 58 37 

Base 30 29 32 37 14 28 29 31 37 17 43 17 28 21 19 48 15 29 18 20 

Vellosidad Intermedio 20 12 24 11 18 17 10 25 13 28 28 14 19 14 17 22 13 12 15 10 

!Punta 12 18 12 15 10 13 20 16 18 14 12 16 14 20 14 10 14 9 17 12 

Pulpa roJa 
Bazo 

31 34 25 39 33 32 33 24 40 39 29 40 20 21 31 28 39 18 25 33 

Pulpa blanca 28 36 37 35 25 32 37 41 36 29 31 47 32 40 41 29 47 36 38 46 

__ E~~~~, R~9fón \~.~· ;·~!.:.·t;.~c.,~~~{~k~~~f~.::_: f~.t~r.·~~-~::0-~. ~· .-;~j 
Base 

Nódulo Intermedio 

68 46 61 65 58 59 54 67 55 61 40 68 48 54 72 39 62 47 53 69 

26283927232829312726 3154M61393557496942 

29 35 23 49 32 31 30 25 50 34 49 49 59 34 41 44 42 54 38 33 .Punta 

Base 56 42 23 38 64 54 45 29 39 59 57 40 47 39 38 51 41 49 35 32 

Vellosidad Intermedio 27 28 46 34 20 21 27 45 26 25 20 18 20 17 19 19 15 16 14 11 

Bozo 

!Punto 13 19 24 20 17 16 26 20 24 19 39 17 27 24 20 31 14 24 20 18 

Pulpa roJa 37 23 18 32 21 38 23 21 38 16 48 24 18 27 41 36 21 16 28 40 

Pulpa blanca 34 39 45 27 36 29 34 18 21 37 60 48 63 64 57 54 42 61 57 60 

"' Los datos obtenidos son pr-orncd10 de los cinco campos obser-vados y analozodos poi"" región. cons1der-ondo el tipo de 

anticuerpo monoclonal 
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Cuadro 6. - Valores normales obtenidos con la prueba de inmunopcroxidasa en conejos sanos 

de dos meses de edad mencionados en el cuadro 2. 

:;o.'..;_~¡;:;,_·-: ~~~ ~~~~·; 
Base 42-74 56.50 6.25 15-70 41.50 17.40 

Nódulo rntermedio 20-65 45.19 11.16 30-62 41.69 7.59 

Punta 15-70 41.39 15.09 15-70 42.20 13.30 

Base 10-40 26.39 7,52 10-52 25.79 11.36 

Vellosidad rntermed10 6-30 17.79 6.36 6-30 16.40 5.36 

Punta 6-21 14.60 3.19 7-22 13.60 3.29 
.. 
CD~57("°)"'.c7 -'··,· "e ::·~· ·;-''.'~'ctt43~) :,,., 

:_~a~~~ :~~ ~~~-~ ·--.:"~--~:-: :'~-'. -:~~::: 
Base 42-72 59.39 6.65 34-76 55.20 12.03 

Nódulo rntermed10 21-41 26.40 4.27 25-75 49.09 12.14 

Punta 20-54 33,79 9.05 30-62 44.30 6.46 

Base 15-70 44.69 13.30 26-60 42.90 7.62 

Vellosidad rntermedio 16-50 29.90 9.07 10-21 17,10 2.92 

Punta 11-26 19.60 3.99 10-42 23.40 7.43 

•Se u"tllu:ó el programa Sta"t1S"t1co poro calcular los rangos normales en bese a una drstr1buc1ón normal con•/· 

2 dcsv1ac1ón es"tándar. tomando en c1.1ento los datos del cuadro 2. 

••x se refiere a la medio y S inchca la desviación es"tándar. 

111ES'l(' i'.('N ! .) '-- J_ 
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Cuadro 7. - Valores normales obtenidos con la pruebo de 1nmunoperox1dasa en com:?Jos sanos 

de dos meses de edad mencionados en el cuadro 2. 

Región· Rango• ·--x- ·s-
Pulpa roja 

Pulpa 

blanca 

Pulpo roja 

Pulpo 

blanco 

22-42 

23-43 

12-42 

14-46 

33.00 5.50 

33.59 4.95 

26.70 6.64 

32.00 6.29 

x•• 
14-44 26.40 7.60 

26-50 36.70 6.70 

12-52 29.90 10.61 

36-66 56.59 6.93 

'"'Se ut1hzó el programa S'tot1st1co paro calcular los rangos normales en base a ur-a d1str1buc1ón normal con •/· 2 

desviación estdndor, tomando en cuento los datos del cuadro 4. 

••x se refiere o ki me.dio y Sindico ki desviación estóndar. 

Cuadro 8.- Proporción de célulcs positivos o la tinción con verde rápido - pironina •y• en los 

dos conejos sanos. 

Base 11400200 2 

Nódulo Intermedio 1 O 2 2 o 2 o 
Punta o o o o o o o o o o 
Base O O O O O O O O O O 

Vellosidad Intermedio O O O O O O O O 

Punto 2000000 1 2 

Bozo 
1 2 Pulpo roJO 2 2 o o 2 

Pulpa blanco 2 2 2 2 2 

- Los datos obtenidos son de tos 10 campos observados y analizados 

de las células pos1t1vas a lo t•nc•ón de verde ráp1do-p1ron1na •yN 

~~- ~-::_· ,. ,. 
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Cuadro 9.- Valores normales encontrados en los conejos sanos de células plasmáticos con la 

tinción de verde rápido - pironina ... YH en el apéndice cecal. 

f.~~~-:;.fi~ ~!¿~~!IJ~~ ·I: :~~~~~4l -~~~~ ~~~é,~_:s::~ 
Base 0-4 1.10 1.90 

Nódulo Intermedio 0-2 l.CC C.82 

Punta o-o o.co o.oc 
Base o-o o.cc o.oc 

Vellosidad Intermedio 0-1 0.2C 0.42 

Punta 0-2 0.6C 0.84 

'"'Se utilizó el programa Stat1st1c.a para calcular los rangos normale.s en base a una 

distr1buc1ón normal con 2 desv1ociones estándar, con los datos obtenidos del cuadro 

8. 

••X se refiere a la media, Sindica la desvlaclón e.stdndar. 

Cuadro 10.- Valores normales encontrados en los conejos sanos de células plasmático~ con lo 

tinción de verde rápido - pironina ·y• en el bazo. 

Órgano 

Pulpa rojo 0-2 1.20 0.79 

Bazo Pulpo 

blanca 1-2 l.5C 0.53 

'"'Se u1"1hzó el programa Stat1st1ca paro calcular los rangos normales en base a una 

d1str1buc10n normal con 2 desv1ac1ones estándar. con los da'fos obtenidos del cuadro 

8 

• •x se refiere a la media. S 1nd1co la desviación estándar . 

.-------::-:-:--- -- . -- . 
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Fig. 5.- Fotografía de un col"'te histológico del apéndice cecal de un animal sano. teñida can 

H-E. en la cual se indican en que estructuro del Ól"'gono se encuentran en mayor cantidad los 

diferentes tipos de anticuerpos monoclonales. En lo figura se muestran las regiones donde se 

encontraron lo moyor cantidad de linfocitos, considerando el cuadro 3. la letra A indico los 

CD4. lo letra B indico linfocitos T además de linfocitos B en conejos; la letra C indica 

receptores paro IL-2 y la letra D indica todas los T y B activados. 
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Cuadro 11.- Proporci6n de linfocitos en el apéndice cecal y bozo del conejo inoculado con 

caldo soya tripticaseína (CST). con las diferentes anticuerpos monoclonales. 

:tesTRUCTURA~. -·:·REGIÓN POSITIVOS• x-• s•• 
Base 50 46 61 53 67 55 4 85 

NOdulo Intermedio 43 65 47 24 44 6 14 6 

Punta 63 60 24 26 42 8 183 
CD4 Base 25 29 32 30 19 27 o 51 

Vellosldad Intermedio 15 29 15 16 196 62 

Punta 23 11 16 4 47 

Bazo 
Pulpa ro1a 49 27 23 24 4 159 

Pul a blanca 21 29 33 37 27 29 4 61 

~ESTRUcfuftA.':- REGION. POSITIVOS• X- s•• 
Base 46 64 25 39 28 40 4 15 7 

NOdulo Intermedio 57 39 31 50 44 2 100 

Punta 25 69 36 50 32 42 4 17 4 

CDS Base 17 32 16 27 '74 11 9 

Vellosidad Intermedio 21 15 10 40 

Punta 10 15 126 21 

Bazo 
Pulpa ro1a 25 47 29 26 37 32 8 92 

Pul a blanca 27 52 39 38 4 102 

-!ESTRüCi'URÁ~ ~- •. ~ff-EGION•-; · · - ?·POS1nvós• X- s-
Base 65 63 70 52 58 8 106 

Nódulo Intermedio 23 26 34 30 25 27 6 

26 42 33 41 36 35 6 65 

CD25 Base 59 28 33 69 47 o 17 2 

Vellosidad lntemied10 21 25 66 39 26 35 4 18 4 

Punla 15 20 25 27 22 21 8 

Bazo 
Pulpa roia 49 32 25 15 330 13 8 

Pul a blanca 21 32 28 33 42 31 2 77 

'r=esTRucTúRA.1~ ,,.·.7REG16trf~1.; :.;..::.~ PÓSITIVOS•}·"·,- ~ .. :(s~ 
Base 58 54 66 68 580 97 

NOdulo lntemied10 39 54 32 73 58 51 2 16 2 

Punta 49 32 41 2 83 

CD43 Base 56 50 36 45 4 78 

tvenos1dad 1ntemied10 25 257 19 17 13 66 2 106 7 

Punta 33 20 18 12 25 4 12 9 

Bazo 
Pulpa ro1a 55 26 34 43 28 11 9 

Puloa blanca 36 255 21 13 39 72 8 102.4 . Los do"tos obterudos son de los cmco campos observados y aroo.hzodos por 

región del ano mol inoculado 'º" CST. cons1dcrondo el tipo de anticuerpo 

monoclonol. 

"'"" X se refiere o lo medio y S 1nd1co la dc.sv1ac1ón c.stci.ndar 

!r·:-
·;.,;~-,--·--¡ 

~,Jl>¡ 
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Cuadro 12.- Proporción de células positivas a la tinción con verde rápido - pironina "'y• en el 

conejo inoculado con caldo soyo tripticaseína. 

~~~f,.'Vft"~ ~!;i::C~r,.~J.~;~~~~:,C;, :~P:~~C?~-;'!~~~ ~1~:,rr~: 
Base O 1 2 2 1 1.20 0.84 

Nódulo rntermed10 o 2 1.00 0.71 

Punta o 0.80 0.45 

Base o 0.80 0.45 

Vellosidad rntermedio o o o 0.40 0.55 

Punta 2 o o 2 1.00 1.00 

Bazo 
Pulpa roja 6 2 2.20 2.17 

Pulpa blanca 4 3 3 2.40 1.34 

• Los datos obtenidos son de. los campos observados y ona.hzodos de les c¿lulas 

positivas o lo tinción de ve:rde. rdpido-pironina "'v•. 
••X se: refiere a lo media y Sindico lo d~viación estándar. 

'l'f Q1Q. 0 01'1 ... --..J-···' V i 
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Cuadro 13.- Proporción de linfocitos tdentificados en el apéndice y bazo de conejos 

inoculados con la cepo de Eco/1 K12 con los diferentes anticuerpos monoclonales. 

Estructura Rontón Po.sltlvos•(%) X s 
Base 17 20 23 14 11 19 25 27 16 10 21 17 26 15 9 18.1 5.9 

NOdulo Intermedio 24 29 36 19 40 27 32 39 27 43 27 32 44 16 39 31.7 66 
Punta 17 14 16 25 23 19 12 19 29 27 22 17 12 23 29 20.3 57 

CD4 Base 12 20 14 22 12 17 22 20 26 19 19 23 16 22 12 18.4 44 
Vellosidad Intermedio 18 19 20 10 13 23 17 26 16 16 18 19 20 23 28 19 3 46 

Punta 12 15 13 9 21 19 16 15 16 26 16 19 20 23 12 16.8 46 

Bazo 
Puloa roia 28 25 14 18 22 30 29 12 16 21 33 29 16 24 37 23.7 7.3 
Puloa blanca 76 45 59 32 33 72 42 53 31 39 77 41 52 39 30 48 1 16.3 

Estructura Rea Ión "PoaiÍlv.o·it,(%)·-~ ~> .~ ... _. · :'•: -·)c.'. "S 

Base 51 36 48 67 43 55 38 42 71 48 59 43 53 70 44 51 2 11.2 
NOdulo Intermedio 42 48 57 38 40 47 42 59 44 33 46 49 61 32 49 45 8 86 

Punta 65 48 45 59 38 61 44 49 62 39 69 40 41 63 39 50.8 11.1 

CDS Base 32 37 46 62 36 30 38 41 67 41 39 41 44 60 42 43.9 10 9 
Vellosidad Intermedio 13 16 34 32 25 17 19 37 42 38 56 12 41 22 29 28 9 12.7 

Punta 31 24 16 13 34 33 27 16 19 32 35 29 23 15 46 263 92 

Bazo 
Pulca ro1a 15 28 33 35 27 19 25 39 26 22 21 22 36 31 42 26 2 7.9 
Puloa blanca 36 43 31 24 49 31 49 45 21 55 26 47 29 26 52 37.6 11.5 

Estructura Rea Ión ~; ···._:. Poáii1Yó~(%,)VJ::::.-' .-·:.>;· x s 
Base 28 19 16 21 36 32 21 19 27 33 32 21 19 22 39 25.7 7.2 

Nódulo Intermedio 70 58 46 50 69 65 51 45 56 77 73 61 39 56 66 58.9 11.1 

Punta 32 27 26 45 30 34 21 29 49 37 35 29 34 46 32 33.7 7.8 

CD25 Base 19 11 23 16 26 20 13 26 12 31 23 16 26 21 29 20 9 6.2 
Vellosidad Intermedio 25 30 34 12 24 29 37 29 17 28 29 33 36 24 29 27.7 6.7 

Punta 13 40 34 18 30 19 46 33 16 36 15 46 32 19 33 28.8 11.3 

Bazo 
Puloa ro1a 16 32 27 12 21 11 39 21 19 31 19 34 32 17 20 23.4 8.5 
Pu1ca blanca 37 45 59 42 62 39 49 63 48 70 42 44 56 51 24 48.7 11 9 

Estructura Roa Ión -Poaltlvo9*(%)·::::; -~- .... ~ ·~ ·X s· 
Base 20 35 26 21 13 29 32 38 22 19 22 38 21 17 16 24.6 B.O 

Nódulo Intermedio 17 32 24 35 22 19 32 24 35 22 21 43 27 37 47 29.1 9.0 
Punta 67 71 50 63 64 67 33 52 60 73 74 79 53 23 43 58.1 15.9 

CD43 Base 1 o 2 o 2 2 41 21 19 4 12 2 4 9 35 10.3 13.1 
Vellosidad Intermedio 26 23 40 30 21 21 29 42 37 31 23 56 41 26 19 31.0 10.3 

Punta 6 7 9 5 3 12 16 26 21 9 6 9 24 39 4 13 2 10.3 

Bazo 
Pulpa ro1a B 11 19 15 6 g 19 26 12 15 2 33 12 36 4 15 1 10 o 
Pulpa blanca 46 52 37 35 32 50 53 37 41 25 54 12 47 56 24 40.1 12.9 

"' Son los datos obtenidos de los 15 campos observados por rcg1on de los cOl"leJOS inoculados con la cepa K12. 

cons1derondo el tipo de ont1cuerpo monoclonal 

·- X se refiere o lo medio y la 5 1nd1co lo desv1oc1ón estándar 
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Cuadro 14. - Proporción de células positivos o la 1'inción con verde rápido - pironma .. y .. en los 

conejos inoculados con lo cepa de Escherichio coli K12. 

Estruc"tura :.~ c.':~cgi6n. Posi"tivas*(%) 
r 

;><-~ _.;;~ .. 
Base 2 6 6 2 7 1 4 4 6 3 1 3 o 1 o 3.20 2.57 

Nódulo· Intermedio 5 4 4 2 3 7 1 10 6 9 o 1 2 3 1 3.67 3.02 

Punta 3 5 1 4 1 6 2 2 4 o o 3 2 1 o 2.40 2.20 

Base 2 1 1 1 o 2 1 1 o 3 3 1 1 o 1 1.20 0.94 

Vellosidad In1'ermedio 4 1 2 1 1 4 2 o 1 o 4 o 1 o o 1.40 1.50 

Punto 1 1 1 1 o 1 2 3 5 1 4 2 o 2 1 1.67 1.40 

Pulpa roja 7 2 2 5 6 1 o 1 3 1 2 o o 2 o 2.27 2.52 
Bazo 

Pulpo blanco 1 3 o o 1 1 3 2 3 o 3 4 1 2 2 1.73 1.26 

• Datos obtenidas de los conteos de los 15 campos obSel"'YCdos en las regiones de cado estructura de los 

conejos. 

•• X indica la rnedia y lo S 1nd1ca la desviacu5n estóndar 

Cuadro 15 .. - Proporción de células positivas a la tmc1ón con verde rápido - pironina Y en los 

conejos inoculados con lo cepa de Esche.richia coli EDL933. 

E~~c:t;u~ : 1:-"1 Rcgfá~.;~ ~:::.J:~~~~i:;: .. 'f.fj.l!!~)._.~(~_·:=-~~~~i~~~~t~ t~"1 ~~~ 
Base 20 9 21 6 4B 15 9 24 6 31 11 7 3B 6 50 20.33 14.99 

Nódulo Intermedio 11 7 4 16 26 7 6 20 24 21 6 6 4 20 25 13.60 6.16 

Punto 11 6 5 15 13 9 6 16 16 11 15 6 5 16 13 11.00 4.55 

Base 16 3 13 10 9 9 5 14 10 9 7 2 11 12 7 9.27 4.16 

Vellosidad Intermedio 13 4 7 11 3 10 3 5 9 3 11 4 7 11 3 6.93 3.61 

Punta 14 9 6 6 15 6 6 13 2 14 5 9 6 4 15 6.93 4.26 

Pulpa roja 5 14 26 12 16 6 6 6 5 6 11 10 12 16 10.60 6.75 
Bazo 

Pulpo blanca 17 39 7 13 20 34 17 15 12 29 9 6 20 10 6 17.07 9.96 

• Datos obtenidos de los conteos de los 1~ campos observados en kls regiones de cada estructuro de los 

COneJOS. 

••X 1nd1ca la medio y lo 5 1nd1co lo dcsv1oc1dn estóndor 
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Cuadro 16.- Proporción de linfocitos en el apéndice y bazo de conejos inoculados con la cepa EDL933 

ccn los diferentes anticuerpos monoclonales. 

¡o;; :,estructura~ r,., .-. - • Raciión ·x•• s•• 
Base 21 16 19 43 33 10 33 32 16 21 19 33 22 9 9 5 

N6dulo Jntenned10 15 33 19 21 10 30 6 7 20 30 16 15 27 18 z 8 6 

Punta 12 17 29 21 5 11 9 6 10 16 12 10 23 14 3 7 1 
CD4 Base 9 12 23 26 14 5 6 4 19 27 13 28 157 122 

Vellosidad lnlenned10 21 12 35 30 4 3 12 27 31 29 15 9 

Punta 26 16 21 12 12 34 16 29 29 19 o 7 7 

4 23 17 19 21 26 15 9 8 3 

Pulna ro a 21 13 31 11 3 3 1 3 24 27 33 39 28 26 6 
Bazo 

Pulna blanca 12 16 21 32 

· Estructura . · R8nlón 

Base 33 25 31 58 24 29 71 27 54 20 45 21 24 

N6dulo lnlennpd10 46 42 39 36 42 30 42 29 40 5 7 3 

Punta 43 50 37 52 43 55 49 30 37 50 29 39 43 o 

CDS 
B.:: se 33 33 32 27 19 32 20 25 1 fi 5 

Vellosidad 1n1ermed10 25 29 10 37 32 ::06 12 10 15 20 2 

Pun!a 19 21 21 15 21 10 19 25 21 :'5 1~6 55 

Bazo 
Puloa ro a 29 40 21 20 33 26 33 33 17 32 27 28 5 

Pulpa blanca 35 42 27 32 27 21 33 30 49 35 4 9 2 

:Estructura R0aT6n .x•• s•• 
Base 43 61 47 3 2 49 52 37 7 27 o 

N6dulo Intermedio 32432029 17910155 20~7 21233 

Punta 33 25 36 31 13 16 24 4 33 36 29 56 ::.1 29€ 163 

C025 
Base 39 51 32 46 57 4 5 30 46 29 B 21 1 

Vellosidad lnte1TT1ed10 34 57 34 43 49 1 6 14 27 33 37 21 29 26 o 17 7 

Punta 35 57 37 28 26 6 7 12 21 16 29 31 21 5 15 1 

Bazo 
Pul,.,a ro a 37 25 31 46 15 13 9 4 10 27 22 42 38 24 6 14 8 

Puloa blanca 29 37 36 43 5 2 30 31 26 19 30 21 2 14 o 
Estructura R8ñJ6n 

Base 60 40 42 80 76 52 42 39 75 80 35 45 49 73 57 3 16 9 

NOdulo Intermedio 33 27 6 24 30 28 34 30 12 21 246 

Punta 22 17 34 21 18 30 18 15 21 19 31 18 10 202 67 

C043 
Base 27 39 36 34 42 2, 35 29 35 4 8 9 

Vellosidad 14 7 7 16 20 5 18 20 9 23 12 25 62 

Punta 3 ,, 15 g 3 12 21 16 10 12 21 12 7 6 1 

Putoa blanca 

59 35 46 28 61 42 40 33 109 

15 25 32 21 26 31 27 51 303 119 

Puloa ro a 60 53 40 
Bazo 

26 30 28 

• Los datos obtenidos son pr-omed10 de los campos obscr-..,odos por- rc91on de los on1mole:s 1noculodos ccn lo cepo 

EOL933. cons•der-ondo el ttpo de ont1cuc:rpo mo!"loclonal 

•• X 1nd1co lo medio y la S lo desv•OC•Ól'1 estándar 
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CD4 

CDS 

CD25 

CD43 

Cuadro 17. - T de student realizado comparando los datos de los conejos sanos y los 

conejos inoculados con CST. lo cepa K12 y EDL 933 de Escherichia co/I: 

E•tructura Realón CST .K12 p .·•· !;'."'·.-eoL.933 .. :tP -
Base 051 000 u• 000 u· 

NOClulo lnleJTnedio o 93 000 u· 000 u· 
Punta o 88 000 u· 000 u• 
Base o 72 001 u· 000 u• 

Vellosldad lnleJTnedro o 61 068 0.50 n 
Punla o 45 o 12 0.24 n 

Bazo 
Puloa ro·a o 14 ººº u• 000 u· 
Pulpa blanca o 17 000 u• 001 n• 

Eatructura Realón CST K12 p . '.··-~ EDL.933. ~ -...-p.:, .... _~ . 
Base 091 o 71 u o 10 

NOdulo Intermedio o 60 o 70 o 23 

Punta o 98 o 85 009 

Base O 80 o 85 000 n· 
Vellos~dad Intermedio o 72 o 24 n 001 n· 

Punla o 47 001 n· 000 n· 
Bazo 

Putoa ro a o 34 o 98 095 

Pulna blanca o 95 o 50 0.79 

Esln.lctura Realón CST K12 -P ':.~~EDUl:s°3 --· --·· .. ~p • -.... ·~-' 
Base o 89 o 03 u• 000 u• 

NOdulo 1nlermedoo o 74 o 18 u 000 n· 
Punta o 70 045 o 98 

Base O 80 006 000 u· 
Vellosidad Intermedio 044 054 0.50 u 

Punta o 40 0.73 0.02 n· 

Bazo 
Puloa ro a o 29 069 o 36 u 
Pulpa blanca o 86 o 39 0.00 n· 

Estructura Realón CST p K12 p EOi.933 
Base 066 074 n 0.00 

NOdulo 1n1ermed10 o 78 000 u· 0.00 

Punta o 51 000 u• 002 

Base o 57 004 u· 000 

Vellosidad Intermedio 018 o 19 000 

Punta o 71 000 u· 001 

Bazo 
Pulna ro a 025 000 n· 000 

Pulpa blanca o 00 o· 000 u· 000 . rndoea d1ferenc1os s19n1f1eat1vas (p,005) entre los an1malc:.s sanos y los demás grupos en el conteo de linfocitos 

c!"lcontro.dos por- coda estructuro. y sus regiones La pruebe c..stodíst1ca se realizó con el programa •statíst1ca"' • 

.¡J1f! 1nd1co.n S• los l1nfoc1tos morco.dos d1sm1nuycron o o.umentar-on en cant1dod. 
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Cuadro 18.- Diferencias significativas entre los conejos inoculados con la cepa K12 y 

EC>L933 de éschertchia co/1'. 

AM~ e::"~~~~¿ ~~:~·egf~':'-ff;:f EDL933· ·:.~~.:..~ AM EStru~!~~a i::~~gf~!'. ·: ~: ·eDL933 ... p• 
_.. ...... ... > •• ~·-· 

Base 0.11 u Base 0.03 n· 
Nódulo Intermedio º·ºº n· Nódulo rntermedio o.os n 

Punto 0.02 n· Punta 0.04 n· 
Base 0.42 n Base 0.00 n· 

CD4 Vellosidad Intermedio 0.32 n CD5 Vellosidad Intermedio 0.04 n· 
Punta 0.35 u Punta 0.02 n• 
Pulpa roja 0.23 n Pulpa roja 0.93 

Bazo Pulpa Bazo Pulpa 

blanca 0.00 n· blanca 0.75 n 

. AM. E~~ú~¡ i ;:,~9._lf~}{!j ~~;3; ~ero;¡:~ *~M}j ~~~~ 1%,~J~ri_tj,'. ~!'.~~~!;. )~)) 
Base 0.11 U Base O U• 

Nódulo rntermedio º·ºº n• Nódulo rntermedio 0.20 n 
Punta 0.36 n Punta o n• 
Base 0.13 u Base º·ºº u-

C[)25 Vellosidad rntermedio 0.75 n CD43 Vellosidad Intermedio º·ºº n· 
Punta 0.15 n Punta O.BB n 
Pulpa rojo 0.79 u Pulpa rojo o u-

Bazo Pulpo Bazo Pulpa n· n· 
blanca º·ºº blanco 0.04 

'"' rnchca diferencias s19n1f1cat1vas (pc0.05) entre ta cepa KlZ y Jo EOL 933, mortrando el e.fe.eta de. cado una 

en las diferentes regiones y el tipa de. anticuerpo monoclonal u1"ilizodo. La prueba e.stadfS"tica se realizó can el 

programa ~Stat1st1ca· 

..:in 1nd1c.an st los hnfoc1tos marcados disminuye.ron o aumentaron en eanttdod. 
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Cuadro 19.-T de student realizada paro los datos de las células plasmáticas marcados 

en los conejos sanos comparando con los conejos inoculados cori CST. la cepa K12 y EDL933 de 

Escherichia cofl: 

Es_t~~.fúra -. .:·~Regron ..,, .. ,,·t:S::r:J ""P•~ . -~.,,~k12'~·.~- .,~, ,,; 9~3-';r' ·,'P~." 

Base 0.878068 fl 0.025900 fl• 0.000536 fl• 

Nódulo rntermedio 0.007849 fl• 0.000059 fl• 

Punta 0.000053 fl - 0.002291 fl• º·ºººººº fl• 

Base 0.000053 fl - 0.000558 fl• º·ºººººº fl• 

Vellosidad rntermedio 0.445508 fl 0.022485 fl• 0.000006 fl• 

Punta 0.428925 fl 0.041657 fl• 0.000004 fl• 

Pulpa roja 0.205534 fl 0.210291 fl 0.000186 fl• 
Bazo 

Pulpa blanca 0.079525 fl 0.592002 fl 0.000061 fl• 

• rnd1ca d1ferenc1os s1gn1f1cct1vas (pcO 05) entre los cnunale.s sanos y los demds gr.Jpos en el 

conteo de células plasmáticas cncontrado-s por cado estructuro y sus regiones. La prueb::z. 

estadística se reaflzd con el programa statist1cc. 

Ulfl indican si los linfocitos marcados d1srn1nuyeron o aumentaron en cantidad. 

Cuadro 20.- T de stude.nT comparativo entre los cepas K12 y EDL 933 para las células 

plasmáticas. 

Base 0.000158 fl• 

Nódulo Intermedio 0.000135 fl• 

Punta 0.000000 fl• 

Base 0.000000 fl• 

Vellosidad rntermedio 0.000008 fl• 

Punto 0.000001 fl• 

Pulpa roja 0.000086 fl• 
Bazo 

Pulpo blanco 0.000002 o· 
• Indica d1fercnc1as s19n1f1cat1vas (pc0.05) entre la cepa K12 y la EDL 933, mostrando el efecto de. cedo uno en las 

d1fcrentc.s regiones en las células plasmáticas. La pruebo c.stodist1ca se reolu:ó con el programo stotistica. 

Utfl indican si los linfocitos morcados disminuyeron o aumentaron en ccnt1dad. 
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Fig 6.- Población de linfocitos marcados con CD4 
en los diferentes órganos de los conejos 

inoculados 

Nódulo Vellosidad 

~ 
Apéndice cecal 

Bazo 

mSANOS 

•EDL933 

DK12 

Los datos se obtuvieron del promedio de las células marcadas con el CD4 en los 

diferentes órganos de los conejos. 
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Fig 7.- Población de linfocitos marcados con CDS 
en los diferentes órganos de los conejos 

inoculados 

Nódulo Vellosidad 
'---v---' 
Apéndice cecal 

Bazo 

l!ISANOS 
•EDL933 
DK12 

Los datos se obtuvieron del promedio d~ las células marcadas con el C05 en los 

diferentes órganos de Jos conCJOS. 
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Fig 8.- Población de linfocitos marcados con 
CD25 en los diferentes órganos de los conejos 

inoculados 

Nódulo Vellosidad 
'---.---------' 

Apéndice cccul 

Bazo 

l!ISANOS 
•EDL933 
DK12 

Los datos se obtuvieron del promedio de las células marcadas con el CD25 en los 

diferentes órganos de los conejos. 
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Fig 9.- Población de linfocitos marcados con 
CD43 en los diferentes órganos de los ccnejos 

inoculados 

Nódulo Vellosidad 
'---v----' 

Apéndice cecal 

Bazo 

l!ISANOS 

•EDL933 
DK12 

Los datos !:e obtuvieron del promedio de los células morcados con el CD43 en los 

diferentes órganos de los conejos. 
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Fig. 1 O.- Población de linfocitos B en los 
diferentes órganos de los conejos inoculados 

Nódulo Vellosidad 

'---.-----' 
.r\.pcndict.: 1..·1..·i.:al 

BAZO 

DSANOS 
C3K12 
DEDL933 

Los datos se obtuvieron del promedio de las células marcadas con lo tmc1én de verde 

rápido- pironina "Y" en los diferentes órganos de los conCJOS. 
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Fig. 11.- Corte histológ1co del bazo de un conCJO sano con lo reacción de 1nmunoperoxidasa. en 

el cuál las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal CD43. 

F19_ 12.- Corte h1stológ1co del bazo de coneJo inoculado con CST con la reacción de 

mmunopcrox1daso. en el cuál las flechas 1nd1can las células marcadas con el anticuerpo 

monoclonal CD43 
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Fig. 13- Corte histológ1co del bazo de conejo maculado con Escherichia coli K12 con la reacción 

de inmunoperoxidasa, en el cuál las flechas md1can las células marcados con el anticuerpo 

monoclonal CD43. 

Fig. 14.- Corte h1stológ1co del bazo de coneJO inoculado con Escherichia coli EDL933 con la 

reacción de 1nmunoperox1dasa, en el cuál las flechas indican las células marcadas con el 

anticuerpo monoclonal CD43. 
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OI:SCUSI:ÓN 

Los resultados que se muestran en el cuadro 3 y 4 referentes o los pruebas de 

bioquímico y hematologfa en los conejos antes de la inoculación. son muy similores a los rangos 

establecidos en un experimento previo realizado por" Valdivia (1995); _e.n' nuestr:~ estudio sólo se 

confirmó la baja de GR. Hb y Hto después de la inoculación· de la ·cepa· EDL 933 (resultados no 

mostrados) para corroborar el efecto de la inoculación como lo m'uestrO Valdivio (2002). 

Durante la estandarización de lo Técnica de rnmunoperoxidasa el cOntrol de la humedad 

de la cámaro debe ser lo más preciso posible. yo que con demasiada ~umedod se condensa el 

aguo y puede interferir con la reacción y por otro. lado un poco humedad provocorto que el 

anticuerpo se secara resultando en folsos-positivo-s (Gyles. 1986; Stefan. 1998). 

Siguiendo la técnico convencional de - Gaete_ (1996) poro lo tinción de verde metil -

pironino •y•. no se !ogró uno visualización correcto de las células plasmáticos. debido o ·que el 

verde de metilo desp~ozaba ·º- IÓ pit-onina _de manera e~~ total. por lo cuál se de_c1di_ó probar la 

tinción con el colorante verde rápido a una concentración de 1:25 en alcohol 96°; consiguiendo 

con esto uno adecuada observación y contraste entre las células plasmáticos y. otros cél~las 

presentes en los tejidos, 

En lo reacción de inmunoperoxidoso se establecieron.en base a los datos-obtenidos por 

el analizador de imágenes (Imoge-Pro Plus} y el conteo manual. los rangos normales poro el 

apéndice cecal y el bozo con sus estructuras y regiones por cada tipo de. anticuerpo monoclonal 

( cuadros 5, 6 y 7). no se pudo realizar la comparación de los valores normales obtenidos por no 

haberse encontrado literatura que citara estos datos, yo que los diferentes autores 

(Weinstein y col..1994; Dasso y col .• 2000; Lonning y col., 2000) sólo mencionan que se han 

encontrado centros germinotivos de células B. mezclados con células T y éstas van aumentando 

con la edad del animal. además no se han reportado datos que sirvan de parámetros de 

referencia en conCJOS, por lo tanto, no tenemos referencias comparativos. con lo cuál. 

podemos decir que estos valores son de suma importancia por establecer los rangos normales 

para futuros 1nvcst1gac1oncs. 

'T
¡,• ("l~-~ -;.-,-¡,·\;( 
.ói::.lu \_,u_, 
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En estos mismos resultados para lo~ conejos. sanos (Cuadros 6 y 7) podemos observa!"' 

que la mayor población de linfocitos con mor.caje se encuentran en la_ p~rte basal del nódulo, 

donde destacan los linfocitos CD4. esto es lo contf".'~l"'io a lo observado. por.Dasso, y col (2000). 

donde menciono que o lo primera semana de edad de l~s coliCjos laS ·células_ PosiTivos con este 

marcador se encontraban en mayor cantidad -e:n I~ pu~;~ del Mód~lo._:·:~o~·~e;;~~-.S~ puede decir 

que tal vez al aumentar lo edad de los coneios y mod~~ar ·~¡ -~·p~·dic~ -c~C:'~·1 •. · 1a» a'cu~ulación de 

linfocitos T cambia de ser en lo punta a encontra'rse en la base.· Comportó~doSe .como un placa 

de Séller. Las placas de Peyer (PP) son granc:Íes·masas 1iri-foid-~-P-r:es~;·~- en .ra·s paredes 

intestinales. su epitelio contiene células especializad~s como son:_las. céiUta~:'.M·(~élulas con 

micropliegues) estos captan antígenos de la luz intestinal y son eficaces células.pr:esentodoras 

de antígeno, presentándolos a los linfocitos contenidos en: la pla~a •. se·· han_.._Obse~Vado dos 

agrupaciones de estas. PP ileales (se encuentran de manera predominanTe en el t1eOn} formando 

un solo agregado continuo de folículos linfoides. sus folículos linfoides se encuentran'separado:s 

por una vaina de tejido conectivo y sólo contienen linfocitos B. Lo otra agrupoción-_son los PP 

yeyunales que tienen folículos en formo piriforme. separados por uri · amP_lio Tejido 

interfoliculor y contienen hasta un 30~ .. de linfocitos T. Las PP ileales desaparecen conforme el 

animal va madurando. mientras que. las PP yeyunales persisten en Toda la -vida del animal 

(Tizord. 2000). 

De la misma forma en la base de la vellosidad se encontró la mayor cantidad de células 

positivas o los marcadores. estas van disminuyendo conforme avanzan hacia la luz del apéndice 

cecal; esto cambiaría al momento de presentarse un antígeno. yo que los linfocitos T tienden a 

dirigirse o la mucoso intestinal. lo que revela el uso de adhesinas (""directinas•) vasculares 

especializadas para determinar los patrones de migración de los linfocitos (Abbas. 2000; 

T1zord, 2000). En cuanto al bazo. la mayor cantidad de células con marcaje se encontraron en 

la pulpa blanca. principalmente con los anticuerpos monoclonales CD5. CD25 y CD43. los cuáles 

morcan subpoblociones de linfocitos B y linfocitos T; receptor de rL-2(células B y linfociTos T 

activados) y hnfoc1tos B activados. linfocitos T y NK respectivamente. Todo esto nos indica 

que lo organización de los linfocitos encontrada en nuestro estudio para el bazo es la mismo o 

lo reportada en lo literatura. donde se menciona que en la pulpa blanco se encuentran los 

.-------·-··-----
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linfocitos B y rodeándolos se localizan los linfocitos ·r. lo cuál es normal fisiológicamente. 

hablando en conejos sanos (Abbas. 2000;Tizard. 2000). 

En la observación al microscopio del apéndice cecal de los conejos teñido con IP. 

corroboramos lo existencia de una mezclo de linfoci1"os T y B. lo mayor cantidad de linfocitos 

encontrados son del tipo C04 y se acumularon en la base del nódulo linfoide; es1"o concuerda 

con lo descrito por Roitt (1989) para una placa de Peyer; así mismo se menciona que al principio 

el apéndice cecal se compor1"a como un órgano linfoide primario semejan1"e o la bolsa· de 

Fabricio en los aves. realizando la maduración de linfoci1"os B. yo que los folículos del apéndice 

y la distribución de los linfoci1"os presen1"es a IClS 6 semanas de nacidos es similar con lo 

morfología de la bolsa de Fabricio, sólo que el apéndice no involuciono. como esta: aunque la 

bolsa de Fabricio no se considero 1"otalmen1"e un órgano primario ya que· con1"iene una 

estructura donde se encuen1"ran linfoci'toS T. lo cuól es lógico que se encuen1"ren presentes ya 

que estos producen sus1"oncias que son necesarios paro lo proliferación y. activación de los 

linfocitos B. La bolsa de Fabricio es un órgano de maduración y diferenciación de las células 

del sistema productor de an1"icuerpos. los linfocitos. B prolifCran cO~ rapid~z. sin ~mb~rgó, del 

90 al 95'Yo mueren por apoptosis también d~:una'.m~n~r~ rápida (Tizard._·20_00) .. 

Lo concentración de linfocitos Ten el .apéndice. de lo~ animales de_dos.meses de edad 

se encuentran de manera difusa en el órga'!C?·_~o_ntr:"ar:ia;r:neilte_con.1~_ descri1"~~paro lo.bolsa de 

Fabricio. Conforme el apéndice va madurando.se incremento.en g~on co~1"ida·d lo población de. 

linfocitos T principolmen1"e los CD4 en todo el órgano •. lo e.ncontr"ado en este experimento 

concuerdo con los dotas obtenidos por Dasso y col. (2000); Weins1"ein (1994) menciono que 

conforme el conejo va madurando, el apéndice cecal cambia morfológicamente y en lo 

distribución celular hasta llegar a convertirse en un órgano linfoide secundario como lo es lo 

placo de Peyer; y dado que los animales en este estudio 1"enian dos meses de edad. lo 

encontrado es si mi lar o lo descrito por diversos au1"ores (Weinstein y col, 1994; Vajdy y col. 

1998). Además de es'to, Weinstein menciona que el apéndice cecal también es similor o lo placa 

de Peyer ileal de las ovejas. aunque estos van desapareciendo con la edad del animal; aunado o 

esto Tizord (2000) menciono que este tipo de placa sólo contiene linfocitos B. por lo cuál. es 
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más aparente lo similitud que tiene con PP yeyunoles (Pospisil y col. 1998: Lonning y col, 2000; 

Tizard. 2000). 

En los resultados de los cuadros 6 y 7. específicamente -para linfo~itos en el apéndice 

cecal. la mayor cantidad de células se refieren a linfocitos T coopel'."adores · (CD4), esto_ es 

congruente yo que este tipo de linfocito cumple una fuF1ción clave ~ el r·econocimi~to ·del 

antígeno poro el desarrollo de la respuesta -inmunológico;. , este··:~ linfocito> Tiene dos 
. . . . .· 

subpoblaciones de acuerdo a los citocinas que prod~cen, Thl' el-cuál secreta- IL_-2._-IFN-y y 

TNF-p durante las primeras horas que siguen o la· esti~ulacióM-" Pº".'. el ~ntígeno, actúan 

principalm.mte en lo activación de macrófagos; y· como_. células auxiliares ,-·paro· las 

inmunoreacciones mediadas por células. Los linfocitos Th2 secret~n de ma~'7ra ~aract~~rstico 
I:L- 4. IL-5. IL-10 e IL-13 varios días· después de· lo ·exposición ol antígeno y o la IL-1 

(secretada por macrófogos. células dendríticos Y algunos linfocitos}, además de que estimula I~ 

proliferación de linfocitos B y lo secreción de inmunoglobulinas (Roiit, 2000; .Abbcis, 2000, 

Tizard, 2000). 

Aunado a esto. suponemos que lo disminución de los CD4, involucran a los linfocitOs Thl 

y el marcador CD25 (linfocitos T activ~dos, células B y monocitos) los ~uóles juegan un papel 

importante en la activación de dichas células, puesto que al unirse Ja IL-2 con el receptor de 

esta. los células que lo tienen se activan para poder establecer y continuar lo respuesta 

inmunitario. Se encontró que la cantidad de células c:on marcaje de. CD25 es muy similar a la .de 

los linfocitos CD4, probablemente por su relación fisiológica: esta I:L-2 actúa entonces con el 

antígeno y con los linfocitos T paro inducir la respuesta de los linfocitos B. estos tres 

estímulos juntos hac.m que los linfocitos B comienc.m a dividirse. Este fenóm.mo por sí sólo no 

es capaz de inducir la producción de anticuerpos y para terminar el proceso de activación. los 

linfocitos B que responden (activos) deben ser activados por IL-4 e IL-5 procedentes de Jos 

hnfoc1tos Th2 (Tizard. 2000). 

Los valores obtenidos en los marcadores CD5 y CD43 son muy similores dando un grado 

de mayor confiabilidad o lo prueba. yo que ambos marcan todos los linfocit"os T y células S; por 

otro lodo lo menor cantidad de células encontradas ~ el apéndice cecal son referidas como 
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linfocitos T en general. células NK y células B activadas (CD43). aunque el rango es mucho más 

amplio que para los linfocitos CD4. debido a Jo mayor cantidad de células que marca. además 

de no poder diferenciar las células NK de los linfocitos para un mejor conteo de estos. y o 

pesar de esto la disminución en la marcación es muy importante al desarrollarse lo respuesta 

inmunológica (Abbas. 2000; Tizord. 2000). 

En cuanto o los valores normales de células plasmáticos encontradas por lo tinción de 

verde rópido-pironino Y. se observan en los cuadro 7 y 9 que de igual manero lo mayor cantidad 

de población linfocitaria se encu~ntro en los centros germinotivos del ba~o. lo cuál concuerdo 

con lo descriTo en la literatura (Tizard. 2000). Lo mayor cantidad de células plasmáticos 

(Cuadros 7 y 8) se encuentran en el nódulo y sigu~. una distribución similar o los linfocitos T 

que van de menor concentración en .la punta.·y .. moyor concentración en lo base. no así en la 

vellosidad en donde la distribución es .de' ~~~~~~-~-¡~~~~s~~-.E~ ~~~o esto. el nódulo es lo porción 

del apéndice cecal que juega un papef det~r~in~~Te: '~'-~1(1 :~~p-üesta inmune humoral contra 

procesos infecciosos v parece ser que ~1·pª·p~rd~· la··~·~·i.~~~id~·d es_11evar-1os linfocitos hacia 10 

luz del órgano (Tizard. 2000). 

<"'. ' 

En el conejo inoculado con·; Csy: 'no~:-·sé :~observó·_; ni~gún efecto estadísticamente 

significativo sobre el tipo de linfocitos en·-el ~~éndic~- ~ec~I i ~az_~ (cuadro 11). con lo reacción 

de inmunoperoxidoso y lo tinción poro células plasmáticas (cuadro 12). El único efecto 

observado fue en el marcador CD43 en lo pulpa blanca ·del bozo (cUadro 17). éste marco todos 

los linfocitos T. macrófagos. gronulocitos. células NK. plaquetas y·Fnfocitos B activados. por lo 

gran cantidad de células que se colorean en la. reacción de Inmunoperoxidasa. estos datos 

pueden ser debidos o que el CST contiene algunos componentes lo suficientemente antigénicos 

(caseína) capaces de provocar uno respuesta en el bozo. El conteo de células plasmáticas en el 

conejo inoculado con CST aumento en los dos órganos. donde se encontró diferencias 

estadísticamente significativos en lo punta del nódulo y lo base de lo vellosidad en comparación 

con los animales sanos (cuadro 19). esto pudo haberse suscitado porque al ser un medio rico. los 

bacterias de Jo floro normal lo aprovecharon y provocaron uno respuesto inmune de tipo 
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humoral, o bien el mismo CST provoco una respuesta inmune en base o sus componentes. Se 

puede decir que fue un verdadero conTrol negativo en e.sTe · experimento. lo cuál c.s muy 

importante paro tener un exp.~rim~tO m'ás fidedigno C~.bbos~· 2000; ~~ard. 200-0). 

· .. <.,.,:· ':.. - .· 

En los conej,;s.:inocuíddos con la;cepa_ EDL933, lo :Cuál ·provoca: una· disminución de 

linfocitos .,(Valdivia. 19.95.-··200?>~~ n.o l~g~6 :·reoliz.~r· la ce:mpar.C.Ción de .. es-ta disminución 

línfocitaria encontrada con los diferent~ an'ticuerpos monoclonales e.n r:tU~tro e.s'tudio. ya que 

no encontramos en la literO.tura nada específico. ·puest~ que JO mayoría de loS · aUtOres sólo 

mencionan una destrucción masiva de linfO~itos. destrucción de.~eutrÓfilos.~· ~-Ocr:ófa9os por 

medio del mecanismo de apoptosis (Watson y col. ·1996; Marcoto y col. :·2001).·: ErÍ los estudios 

realizados por Pérez y col. (1991) con ni~os se uTiliZó un solo marcador (CD_4) d~_' é:élulas T i9uaJ 

al del presente estudio pero para valorar. los linfocitos T circulantes ·al i9Ua(.q~~- ·~e_ ,~élulas B. 

habiéndose encontrado la depleción linfoide en cuanto o linfocitos T y el aumento. de célulo!'i B. 

en individuos infectados con /?. coli 0157:H7. 

Como se puede observar en el cuadro 17 y fig 6. ~on el anticuerpo monocl~nal C04 (~ 

cooperador) existieron diferencias significativas en todo el nódulo y la base de· la vellosidad 

del apéndice cecal en los conejos inoculados con las cepas K12 y EOL933; esto parece indicar 

que la endotoxino (LPS) de ambas cepas es la involucrada en la disminución de este tipo de 

linfocito, que siguiendo con el comportamiento inmunológico normal del organismo son los 

encargados de iniciar la respuesta inmune. tanto humoral como celular; sin embargo al realizar 

la T de student comparativa (cuadro 18) entre las cepas EDL933 y K12. se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en el intermedio y punta del nódulo. indicando que 

realmente en estas estructuras el daño es debido a la Stx o o otros factores auxiliares de 

virulencia presentes en lo EDL933 y no sólo al LPS (Abbas. 2000; Roiit. 2000). La distribución 

de los linfocitos encontrada en los animales sanos cambio en los animales inoculados con lo cepa 

de E. co/i EDL933, ya que este Tipo de linfocito (CD4) parece que emigro en la vellosidad de lo 

base a la punta. puesto que se encontraron mayor cantidad de células morcadas en el 

1ntermcd10 y en menor cantidad en lo punto. así mismo. en los .coneJOS inoculados con la cepo 

K12 también se incremento la can'tidad de células marcados en la punta de la vellosidad con 

este anticuerpo monoclonal en menor cantidad. que con la cepa EDL933: estos datos nos 
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indican que con la cepa K12 los linfocitos reaccionaron de manera fisiológica contra un 

antígeno. no así con la cepa EDL933 donde se puede observar el aumento de la llegada de los 

linfocitos hacia lo luz del órgano, :esto indica que pudiesen estar llegando linfocitos de otros 

órganos; en contraste en el nódulo las -.células. marcadas·. con lo cepo EDL933 tienen 

aparentemente la misma distribución que en los conejos sanos. y en los conejos inoculados con 

la cepa K12 se encontró un aumento en· 1a dist~i,bución d~ los linfocitos en el intermedio del 

nódulo: en este caso. se puede observar que el nódulo es la estructura linfoide donde no existió 

tanta pérdida de linfocitos. o bien. pudieron llegar IÍMfocitos de otros órganos adyacentes. 

Estos datos son de tomarse en cuenta. ~ado que este tipo de linfocitos (CD4) ayudan a la 

proliferación y diferenciación de los linfocitos B (Tizard. 2000). Pérez y col (1991) menciona 

que los linfocitos T circulantes disminuyen y al mismo tiempo los linfocitos B aumentan en la 

fase inicial del SUH y se va normalizando conforme 1'ranscurre la enfermedad. tal vez es~a­

boja de linfocitos T circulantes se deba a que estos se trasladan al intestino para ayudan en la 

respuesto inmune. 

Klapproth y col. (2000) mencionan que E._ co/i enteropaiógena pr!JdUC:e~-unci linfosti:rtina 

que inhibe la proliferación de linfocitos. asÍ-com·~-de _la-XL-2. XL~4 ~:·.~¡-,;-~;~-,~-~~,; ~~;n-~; ~to 
explica fa disminución de fas linfocitos CD4, ya que una sutJ:poblclci-dn d~:est~:~--- -~Tht).son los 

que producen la IL-2 y los Th2 producen la rL.~4 resporÍsobles, de :-:mulf.iplica.ción y 

diferenciación de linfocitos B (Abbas. 2000). 

En cuanto al anticuerpo monoclonal CD5 en el misma cuadro 17 y fig 7 podemos 

observar que existieron diferencias significativos para la cepo K12 y EDL 933 de éscherlclui::J 

co/i en la punto de la vellosidad corroborando la acción de la endotoxino (LPS); así mismo 

únicamente lo cepa EDL933 presento diferencio en lo base e intermedio de lo vellosidad y oqui 

podemos decir que Ja exotoxina (VT) que tiene esta cepa es lo que provoco esta diferencio. ya 

que se sugiere que esta desencadena una respuesto humoral y el anticuerpo monoclonal marca 

subpoblaciones de linfocitos B (Abbas. 2000; Tizord. 2000). 

La distribución de estos células marcados (CD5) no cambió en los conejos inoculados 

can la cepo EDL933. en lo vellosidad en comparación con los conejos sanas. sin embargo tanto 
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en el intermedio como en la punto de Ja vellosidad el marcaje se incremen1'ó; esto debido tal 

vez a lo llegada de otras células al tejido. En los conejos inoculados con la cepo K12 no se 

observó ningún cambio en Cuanto -a ,'.Ja--.-disiribución ·de ·(as células. en lo vellosidad. las 

poblaciones aumentaron ya qLie Ut'e.'.ont.icue".'·p'i',. rOon~CionaJ marco todos las células T y una 

subpoblación de linfocitos B. en ~~nej?~-:·:~!O -~~~d~~-d~be,:.~e a-Ja acción de linfocitos C04 del 

mismo nódulo. o bien. o lo ueg'~d~·d_~-~f~.s··c:1~:c?·t:os":6r9anos. 'en el nódulo lo distribución de los 

conejos inoculados cori la -C~pa EDl...933_, ~·~1

~b¡~">~ ~~~p·~ración con Jos animales sanos. donde. 

se vio disminuido el marccije'\~:M: .. -,~-,-b~~~,J~-~~;fe~~,·e;,-.~·an:,bio en los conejos inoculados con la 

cepa K12 el cambio fue en tod~ -,~· ~t~~-~~~~~. d~:~~~--~um~t~ y en la base del nódulo donde se 

incrementó la· población. l~ -di'~~·inu~~~~-_:en':~a~~~;~~~do _de estos poblaciones línfocitarias en 

este órgano parece indicar la·clcción ·del LPS)itds ciu~ de leí VT. puesto que esto endotoxina se 

encuentro ~ las dos cepos- ino~u.Ícid~\; en ,r~. d~~ ~~i obScr~ó un_o di~minución. 

Para el an'ticuerpo monoclonal C02_5· (m0~co ·los ·Jinfocitos T activados. células B) se 

observo lo acción de la endotoxina sólo en _la base_ c:'el nódulo del apéndice cecol. esto parece 

indicar que puede ser debido a que la endotoxina provoca una reacción de tipo celular y 

concordando con el cuadro 6 la mayor pa.r'te- ·de linfocitos T se encuentran en esta región (fig. 

8); la acción de la exotoxina se ve en el intermedio del nódulo. base y punta de lo vellosidad y 

fo pulpa blanca del bazo. de igual manera la baja de esta población se nota más en los conejos 

inoculados con la cepo EDL933. sin dejar a una ledo que también con la cepo K12 se 

disminuyeron pero en menor cantidad. En cuanto a la distribución de estos poblaciones 

(linfocitos T activados. células 8). en los conejos inoculados con Ja cepa K12. este marcador 

aumento en el intermedio del n6dulo y punta de la vellosidad. con la cepa EDL 933. no cambio. 

En el mismo cuadro 17 y fig. 9 con el anticuerpo monoclonal C043 (Linfocitos T. NK y 

células B activados) se observan diferencias significativos_, de.lo- acción de la cepo EDL933 

únicamente en la base del nódulo y intermedio de Jo vellosidad: en las demds regiones Tanto del 

apéndice cecal y el bazo Ja acción pudiera deberse a Jo endotoxina o algún otro factor de 

virulencia. El cuadro 18 conforma el imporTante papel de la exotoxina en el desarrollo de Jo 

enfermedad y Ja respuesta inmune. ya que existieron diferencias significativas entre lo cepa 

K12 y lo EDL933 con los anticuerpos monoclonales print:ipolmente CDS y CD43, donde es1a lo 
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mayor cantidad de diferencias debido o que estos marcan mayores poblaciones de linfocitos B 

encargados de lo inmunidad humoral (Abbas. 2000; Roiit. 2000). 

La distribución de estas poblaciones linfocit~rios J<;D43) con la-~~pa EDL§?~3 no cambio 

en el apéndice cecal. sin embargo en el bazo. s~· in~remen1"o':~I ~ar:-_caje .en l_o_s cent~os 

germinativos del mismo indicando una resp.ueS~a· ~e1·:·~.i~-.~~~~~.:::i~~~ne::é~~.1~~ ~eP~ K12 se ven 

incrementados las poblaciones en el in1"ermedio _de la''~~Ú~sidád.··~·~.¡.~ P~.d,.:ro·:·deb'erse como yo 

se ha mencionado a la migración hacici I~ luz. E~. ~~antO al :,.;'6d~·i~i', e~·~ '~ cep~ ·K12 "1a 
0

distribución 

de la población se incremento en la punta. de este,:~igL~-l~e~/~: .'~~o~f~r~;:ter'~,:Pór:-:·la llegada_ de 

células NK al tejido; contrariamente con la cep'a eDL933.~~~~t~··1a.PobiaCió~-·-en lo: base y 

disminuyó en intermedio y punta del nódulo. igualmente p_~di~~-~~:.~~.-d~~~~o ci ~lo._mi~-~adió;_ de los 

linfocitos (Abbas. 2000). 

. -~ '. 

En el cuadro 18 se observa que sin lugar a dudas· la exo1:oxina es Jo ·que se encuentro 

morcando la diferencio entre lo cepa K12 y lo EDL 933. ·_ya :qu~ ~¡,-·~1.~~~ad~o· ~7 . ._la~~c~pa K12 

afecto el nódulo y la vellosidad del apéndice cecal. mientras que-1~ ce~.er)(933 s~ .encontró 

que afecto tonto apéndice cecal como bazo. así mismo el cuod~o -.16-"CO,.:r_:~bo~~:'_~-:¡.-~ -~~-~i-Ón . 
.. ; : . ~··:~'::-:· ~~:.:.-.--~:::): .. '. 

En cuanto los células plasmáticas (cuadro 19) .. se observó un aumento 'de'éstas en los 
. '. ,-- .. 

conejos inoculados con la cepo Kl2 estadísticamente significativa ,en·:;;~~~i~-el~_nóc:!~lo-y lo 

vellosidad. de igual manero esto se observó en los animales inoc~l~do~·-·.c~~~-1~ :. ~~pa · EDL933 .. 

donde también el aumento se encontró en el bazo: en el primer coso el .ciUmento de estós 

células es lógico. puesto que estos células plasmáticos se ori9inan de li'1fo~itos B estimulados 

por el antígeno y como se vio en nuestro experimento en le apéndice cecal ~ay una cantidad 

considerable de éstos células; las cuáles son ovoides y tienen 8 a 9JM' de diámetro .. poseen un 

núcleo excéntrico redondo, con distribución desigual de la cromatina. Tienen abundante 

citoplasma rico en retículo endoplasmático rugoso. así como un aparato de Golgi grande. Lo 

secreción de 1nmunoglobulinas de coda célula tiene idéntica especificidad de unión al antígeno 

que el linfocito B progenitor (Tizord, 2000). 

í'ESlS CON 
Ffa.J_Lf·, DE OPJGEN 61 



En el segundo coso. como se opr•ecio en el cuadro 19. además del a.umento de células 

plasmáticas en al apéndice cecal. también se observó un aumenTo estadísticamente significativo 

en el bazo. debido a que éste órgano el principal lugar de las resP:uestas inmunitarias frente a 

ontíg_enos que viajan en la sangre. su estructuro contiene ar·t~riolas · p~queñ~s ·.que· están 

rodeadas por linfocitos. llamados vainas linfoides periarteriolares. estas se encuentran unidos 

a los folículos linfoides. algunos de los cuáles contienen centros· germinotivos. Las vainas 

contienen principalmente linfocitos T. siendo las dos terceras partes de linfocitos CD4 y uno 

tercero de CDS. los folículos y los centros germinales son zonas que contienen primordialmente 

células B. Cuando es encontrado un antígeno. las células T activados de los vainas linfoides 

migran hacia la zona marginal. mientras esto ocurre las células B migran en dirección opuesta 

encontrándose en la trayectoria. la interacción célula-célula es mayor y como ya se mencionó 

las células CD4 juegan un papel importante en lo activación y proliferación de éstas células. En 

el cuadro 20 se puede corroborar que la cepo EDL 933 provocó el mayor aumento· de células 

plasmáticas en el bozo y apéndice cecal de los conejos (Abbas. 2000). 
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CONCLUSIONES 

El efecto en la inoculación 'experimental de Escherlchla co/i EDL933 en el apéndice 

cecal de conejo. ocasionó disminución en el número ~e ~R, I~ co~centración .dE:: Hb, así como, la 

del Ht. 

En conejos sanos de. ~O. dfas. de e~ad, los linfocitos se. _distrib~eron en .el bazo y el 

apéndice cecal. de lo siguien1'e forr:na: 

•:• El CD4 se encuentra en ·10 base· del nódulo ·y- en ·1a v~llosidad en mayor proporción, 

disminuyendo hacia Jo punta de"J mismo.-. en J~·_.;,;llos-id~d la-_diStribución e.s fa misma que 

para el nódulo. En el bazo ha)r mós células._d_e_Ut~·t¡po en la Pulpo blanco. 

•:• El CD5 se enci.ientra en la pun.f.cis del nó~U_Jo en mO.y~r -cantidad y en la vellosidad éste 

se encuentra en la base de fo vellosidad. En el bazo.' lo mayor cantidad se encuentra en 

la pulpa blanca. 

·:· El marcaje con CD2~ se encontró ."en _rÍ1ayor 'c~t~dad en la _base.del nódulo y.de igual 

manera en la base de la vellósidad. E~ .. ~1 ·b~zo:-1a ... "1~y~r Carltidad se:~conti:-ó en la pulpa 

blanca. 
" '. 

•:• El CD43 se encuentra en may'or-:canti_dC.d en lci:_bcise. dei'nóduló y vellosidad.del apéndice 

cecal; en el bazo se ~cu~J~~? ~~.~~~.?_r-:_~-~-~-~!d-~_d -~~l".1.--p~1pc; .':>Ion~~~-. 
·-,:_'-

, ·' '· ... -, ,. 

nódulo y la base de' ID .vellosidO.d; :~on.)~,:·cepa. Kt2: en el "bazO.~también se disminuyó el 

marcaje. con la cepa EDL933. en e(~az~::~e-·'dism·i~~ó. ·10 cuál fue estadísticamente 

sign1f1cativo (p<0.05) en_ la pulpa rOjo-y suCedió lo contrario en la pulpa blanca. 
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El marcaje con el CD5 aumentó siendo estadís"ticamente significaTiva (p<0.05) en Ja 

base e intermedio de lo vellosidad con la cepa EDL933; en la punta de la vellosidad con las 

cepas 1<:12 y EDL933 se aumenTó. 

' ., 

Con la cepa EDL933 se aumentó significaTivameMTe C,J"0.05). el. m"arcoje d~f c625 en el 

intermedio del nódulo. punto de .fo vellos°id~d y l~-·j,u1Pa-b1~~ca d~i-.b~i~:·c~n ambas cepa~· se 

disminuyó lo cantidad de este morco.dar _e.1_11~·: b~~-~.-d~Í·~ó-~~.i~/·· ~ ':': :::.:;'.--
- ~--"/ 

.;.:. 

En los conejos irioculados con Ja- -cepa EOL93·3;:~c:,:;~,-e~tf?. ~~g~~fiCati-va·n:.~nt.~ (p~Q.05) el 

marcaje con el CD43 en ef intermedio de J~:ov·~ffo~·jdad·.;--~~:-;dís~·~~'.u):,d;~ ·rcl"°~ase d~J nódulo. 

al igual que en el bazo; con ambas cepa·~ _;,;.":d¡SMú_n~~---~-~--'..i~f.;~~-~~~io d~J·:ñódulo. base y 

punta de la vellosidad. así como en la pulp~ blonc:O. :;; 

Les células plasmáticas aumentaron sigriifÍcativa~ent~"(p"0.05):_~-on la inoculación de 

ambas cepos. en el apéndice cecal; En el bazo ~-U~~;.6 :-~¡~·~iÚc~ii~a~ei.te (pc0:05) sólo con 

fa cepa EDL933. con lo cepo 1<12 se increm~.~~. ~-1 f~~~J~. d~ ·~:~!u!~~~:p~a~n-;dticas. pero no 

de manero significativa. 

Se deberán realizar experimentos para· di~_cri~inar · ~ual~ s~n •-~~. tOct-or-es que están 

involucrados en la disminución de linfocitos y·~¡·,e:sta"·di~minU~ión-e.s por efecto directo o 

indirecto de Ja verotoxina o el LPS de la. cepa de is~he.rit::h1~ Co~i eMTer~hemorrágica. 
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APÉNDICE 

PREPARADO DE SOLUCIONES 

•:• El fijador de Zenker. se preparó con 5g de mercurio. 2.59 bicromaTo de potasio. 

19 de sulfato de sodio· facultativo. lOOml de agua destilada; antes de utilizarse 

se agregó ácido acé.f.ico glacial 5 mi de '·ª "solUción. la. fijación fue de 6-18 horas 
. . . -

y Transcurrido es'te tiempo se lavó con cigua. la muestra un tiempo al menos igual 

al de la fijación; cuando no se incluyer.0!'1 las muestras de inmedia'to después del 

lavado se colocaron en etanol al 70~. 

•:• Paroformaldehfdo. se pesaron 4g de paraformaldehfdo a los cuáles Se les agregó 

100 mi de: agua des'tilado a 60°C y se colÓcaron en uno platina en agitación y con 

calor hasta que se disolvió perfec'tamente bien el paraformaldehfdo (Goete. 

1996). 

•!• TBS. 0.05mol/L. de Tris/HCI y 0.15 mol/L de HCL 7.6.- se disolvieron en 1000-

ml de agua destilada 6.05g de trismo base y posteriormente se ajus'tó- el. pH a 

7.6 mezclando 8.76g de Na CI en la solución. 

·:· 0.6% de peroxido de hidrógeno en metanol al 80%;· P"."!~er~!~~·:reolizó úna 

dilución 1:10 del Hz02 par.:s obtenerlo al 3%. ya que viene ~l"'.3Ó%;·/después se 

hizo una dilución 1:5 a la anterior con metanol para obtenerla al.'0.6%· y el 

me.tanol como esta al lOO'Y ... que.da al 80%. 

•:• Suero de conejo normal a una dilución 1:5. por fo tanto se' 'tomaron 200 

microlitros de suero mós 800 microlitros de TBS y se obtuvo un volumen final 

de 1 mililitro (Se.rote.e). 

•:• Anticuerpo monoclonol a una dilución de. 1:200. se tomaron 100 microlitros de 

anticuerpo y 900 de TBS para tener una dilución 1:10. de esta se tomaron 100 

µI y 900 '-'' de TBS para tener 1:100 y fanalmente se realizó una dilución doble 

teniendo 1:200 (Se.rote.e). esro se realizó igual en la inmunoglobulina biotinilada 

(DAKO). 
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•!• El complejo (StrepTABComplex) se utilizó de acuerdo a la:: instrucciones del 

fabricante. Tomando una gota de c:ada reactivo y mezclóndolo en 5 mi de 

Tris/HCI con un pH de 7.6. Esta solución fue estable solo por 3 días. (DAKO) 

•!• Lo solución de Diominobenzidino se realizó con media postilla (69 

aproximadamente) diluida en 10 mi de Tris con 1 mi de HzOz al 3% (Si9ma). 
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