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INTRODUCCION
CARACTERESTICAS GENERALES.

El nombre de la bacteria Escheri::ﬁia coli (£ coli) proviene de su descubridor Theobald
Escherich, es un habitante normal de la mocrobieta intestinal de los animales, pudiendo llegar a
convertirse en uno de los mds importantes patégenos emergentes cuando las condiciones son
las adecuadas para su crecimiento. Las enfermedades mds comunes causadas por Escherichia
coli, son infecciones del tracto digestivo, del tracto urinario, septicemia, mastitis, sindrome
urémico hemorrdgico (SUH), enfermedad edematosa porcina, enfermedad edematosa bovina y
colitis hemorrdgica (CH), ademds de que su importancia también radica en la zoonosis, lo que
puede ocasionar SUH, CH, plrpura trombocitopénica trombdtica (PTT) (Schaechter y col,
1993: Salyers y col, 1994: Valdivia, 1995; Begue y col, 1998. Donohue-Rolfe y cal, 1999. Menge
y col, 1999, Blanco y col, 2000).

E. coli, es un bastdn corto, Gram negativo, forma cﬁlqnius lisas, circulares, convexas,
con bordes bien diferenciados, es anaerobid foculfotivé, crece -en el medio " diferencial
/selectivo como lo es el agar MacConkey: esta bacteria tiene las caracteristicas mostradas en
el cuadro 1. g

Cuadro 1.- Princiﬁuies caracteristicas de E.coli

Arginina " () Movilidad +)
Citrato- ' ) Ornitina ()
Catalasa +) . Fenilalanina -)
Glucosa {+) Sacarosa (€3]
. Gas . ) Ureasa )
H.s ) Indol )
Lisina ) Lactosa )
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La identificacién de las variedades patogénicas de le bacteria se puede realizar de
diferentes formas: Por cultive y aislamienta de la bacteria, pruebas bioguinicas, reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), serotipificacidn y separacién inmunomagnética utilizada en la
actualidod segin los estudios realizados por Blanco y col (2000). La serotipificacién es
evidenciando a los antigenos existentes en cada variedad de la bacteria, estos antigenos son:

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

Ag 0", este se refiere al lipopolisacarido (LPS) de la membrana celular,
Ag "H", se refiere a las proteinas del flagelo.
Ag "K", son los polisacdridos presentes en la cépsula.

Ag “F*“, proteinas de las fimbrias

FACTORES AUXILIARES DE VIRULENCIA

Se han demostrado una gran variedad de estructuras presentes en £ col/f en cuanto a

los factores de virulencia de la bacteria, como lo son la brana celular, cé |l ilis y sus
p p

productos de secrecidn en los que se incluyen las enterotoxinas, citotoxinas, hemolisinas y
aerobactinas, entre otras (Gyles y col, 1986),
"

La cdpsula es un p

drido que interviene en la colonizacién del intestino, contribuye
en la formacién de microcolonias que producen un dafio severo al epitelio intestinal, puede
evitar que la bacteria sea fagocitada y presentar pocos antigenos al sistema inmune del
hospedador: la membrana celular que es un lipopolisacdride (LPS), se ve implicada
principalmente en varedades de £ coli invasivas cuando los complejos de ataque formados por
la activacidn del complemento son depositados a gran distancia de la membrana citoplasmdtica
que va a destruir. El LPS estimula a los macréfagos y otras células que producen citocinas
causando graves dafios en el hospedere: lo induccidn del factor de necrosis tumoral (TNF) e
nterlucina 1 (IL-1) por el LPS provoce alteraciones que pueden ser visibies como la fiebre,
coagulacién intravascular disecminada y septicemial también interviene en la inhibicién

bactericida, ademds de inhiubir al complejo Cé6 del complemento (Gyles y col, 1986).

[P)
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Existen dos tipos de fimbrias: las fimbrias de tipo 1 se caracterizan porque la D-
manosa inhibe la hemoaglutinacién y se denominan antigenos F1, las fimbrias de tipo 2 no es
inhibida por la D-manosa, por ejemplo los antigenos fimbriales K88 y K99 que se denominan Fd

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

Las enterotoxinas vinculadas a la £ co/i son de dos tipos, 1:rmol=’lbllzs‘ LT y
termoestables (ST), en la primera su principal accién es estimular a la adenilciclasa en las
células del epitelio intestinal provocando una hipersecrecién de agua y electrolitos a la luz
intestinal; también aumenta la permeabilidad vascular y eleva los niveles del monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) en los tejidos, estos cambios de niveles del AMPc, después de la
exposicidn a la LT pueden ser utilizados para anclizar a esta toxina. El modo de accién de esta
toxina en el intestino es el mismo utilizado por la toxina del cdlera. La enterotoxina
termoestable (ST) tiene peso molecular bajo y es capaz de inducir diarreas, existen dos
subgrupos de la ST, STa o STL y STb o STII: La STa se caracteriza por ser solublc en
metanol y tener la habilidad de inducir la acumulacién de fluidos en el intestino del ratén que
recibidé la toxina via oral o intragdstrica. Este tipo de ST puede ser producida por & colf
enterotoxigénica (ETEC) de humano, bovino o parcino, STa provoca una rdpida elevacién de
guanasin monafosfato ciclico (6GMPc) en las células epiteliales del intestino, pero esta accidén es
répidamente contrarrestada si la STa es removida. La STb es producida por ciertas variedades
de ETEC porcina, usualmente se encuentra asociada con la enterotoxina STa, LT o STay LT es
insoluble en metanol e inactiva 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 funcién neutralizante de anticuerpos, provocando un incremento de prostaglandinas €,
(PGE>) en las células de lo mucosa intestinal tenizndo como resulrtade abundante diarrea (Gyles

y col, 1986)

La verotoxina (VT) o "Shiga like toxin” (SLT) o toxina semejante a Shiga, ha sido
asociada a la enfermedad del edema en cerdos, el nombre de verotoxina deriva de su afinidad
por destruir células Vero en un cultive y el nombre SLT es porque tiene una relacién antigénica

en cuanto a su funcidn con la toxina de Shigella dvsenteriae. estas toxinas VT son codificadas

W
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en el genoma bactertano por la lisogenizacion con bacteriéfagos, de los que se han estudiade
principaimente 2 tipos que son diferentes tanto morfolégicamente como genotipicamente, al
mediar 2 toxinas con diferencias antigénicas, estos dos fagos, al igual que sus toxinas se han
liamado VT1 (SLT I) ¥ VT2 (SLT II). Los fagos fueron extraidos de una cepa del serotipo
0157:H7 (EDL933) aisloada de un humano y nombrada como EDL933 y han sido introducidos en
una cepa de £ co/ide laboratorio deneminada K12 C600 con esto se obtuvieron la lisogenizadas
9337 y 933W productoras de VT1 y VT2 respectivamente. Cabe aclarar que la mayoria de las
cepas apatégenas fermentan el soerbitol, a excepcién de la EDL933 (O157:H7), por lo cudl es
fdcil su identificacién en la presentacidn de infecciones (Gyles y col, 1986; Valdivia, 1995;

Pérez, 2002).

Todas las Verotoxinas o “Shiga-like toxins® tienen subunidades de proteinas A-B,
siendo una A y cinco B, sus acciones principales son la inhibicién de la sintesis de proteinas
atacando a la subunidad 28s de! RNA ribosomal: provocan dafic al endotelio vascular, asi como
edema, hemorragias y trombosis, se sugiere que la sintesis de la toxina se auxilia de algunes
factores como la bilis, tripsina y agentes antimicrobianos que pudiesen estar presentes en el
intestino. Los diversos tipos de citotoxinas que produce la bacteria entre ellas las que dafian a
las células Vero (VT) son las que mds se han estudiado (Gyles y col, 1986: Richarson y col, 1992;

Valdivia, 1995).

E. coli produce diferentes tipos de toxinas como el factor citotéxico necrotizante
(CFN1 y CFNR2), éste provoca necrosis de la piel del conejo y células multinucleadas con
redondeamiento en cultivos de células HelLa, CHQO o Vero: estas cepas se han aislado de nifios y

bovinos (Valdivia, 1995),




CLASIFICACION

Las ccpas de £ col cousante de diarrea en humanos se han clasificado en base e sus
factores nuxiliares de virulencia en Patetipos de los cudles se derivan®

A) Enteropatégena (EPEC).- Se adhierc a las células mucosas del intestino delgade, hay
pérdida de las microvcilosidades y en ozasiones liegan a penetrar a las células, ia infeccidn por
este tipo de &£ colt provoca diarrea acuosa, habituaimente cutolimitada, pero puede ser
crénica. Las cepas se rdentifican mediante la tipificacidn del antigene O y en ocasiones ¢l
antigeno H. Este grupo sc ha subdividido de acuerdo al patrén de adherencia que presentan cn
cultros celulares Provoca el fenomeno dec “attachment and effacement” (A/E) dénde, se
"borran” las vellosidades del borde de cepillo, esto es debido al rearreglo de ia actina cuando
la bacteria sc¢ adhiere resultando una formacién como de pedestal de la microvellos:dad debajo

de la bacteria {Schaechter y col, 1993: Salyers y col, 1994: Begue y co!, 1998).

B) Enterotoxigénica (ETEC).- Es causa comiin de la “diarrea del vigjero” y diarrcaes en
lactantecs en paises “subdesarroliados”, la nfeccidn producida es similar a la del célera pero
generalmente estas diarreas no son tan severas. Algunas cepas producen exotoxina termoldbil
(LT) La LT produce cruce antigénico con la toxina de Wibrio cholerae. Otra toxinu que
producen ya sea sola o junto con la LT es la exotoxina termoestaoble (ST,): cxiste otra toxina
termoestable ST, la cudl estimula la secrecién de agua independientemenie de un nucledtido
ciclico Estas cepas no son invasivas, sin embargo su principal modo de atague son suc toxinos

(Schaechter y col, 1993; Salyers y col, 1994: Begue y col, 1998).

C) Enteroinvasiva (EIEC).- Produce una enfermedad muy parecide a la Shigelosis,
porque nvaden la mucosa intestinal de manera semejante y provocando disenteria, el
mecanismo de accién es produciendo proteinas de membranc externa que estdn relacionadas
cun la invasidn a la mucesa No fermentan la lactoesa y carecen de motihided (Schaechter y col,

1993 Salvers v col, 1994 Begue v col. 1998).

D) Enteroagregativa (EAggQEC).- Causa diarrea agude y crdnica en nifios de paises en

desarrotlo Tiene una capacidad dnica de adherirse a células Hep-2 en un patrén que se ha




denominade adherencia agregativa, no invaden células epitehales, produce una hemolisina y se
menciona que su adherencia sc debe a genes codificados en plasmidos (Schaechter y cof. 1993,

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

E) Enterohemorrdgica (EHEC).- Produce la llamada Verotoxina, ilamade asi por afectar
a las células de la linea Vero, que causa el sindrome urémico hemolitico (SUH), el cudl puede
llegar a producir insuficiencie renal aguda, anemia hemolitica microangiopdtica vy
trombocitoperia. Esta toxina tiene algunas propiedades parecidas a la toxina de Shigella
dysenteriae tipo 1, sin embargo las dos toxinas son antigénica y genéticamente distintas. El
serotipo mds comdn que produce la toxina es el 0157:H7, este no fermenta el sorbitol como las
demds £ coli. Provoca colitis hemorrdgica que puede prevenirse con la coccidn edecuada de la
carne de bovine. Es de importancia mencionar que este tipo de bacteria no produce minguna de
las toxinas LT mi ST, pero tiene otros factores de wvirulencia como et LPS. Provoca la lesién
Homada “attachment and effacement” (A/E) vista también en lus ccpas de EPEC (Schaechter y

col, 1993 Salyers y col, 1994; Begue y col, 1998).
MODO DE TRANSMISION DE EHEC

Sc sabe que el bovino es un reservorio de la cepa 0157:47 (EDL993), debido a que
frecuentemente se han reportado los aislamientos de la bacteria en leche, carne fresca,
ademds de encontrarse en el cerdo, aves, carnero, vegetales, agua y embutidos:
demostrdndose que algunas cepas aisladas de los bovinos producen las VTl y VT2 por lo que se
asocia lo enfermedod al consumo de la llamada comida rdpida siendo el principal factor
causante dc cohitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico. Aunque la enfermedad de
colinis hemorrdgica se menciona que ¢s autohimitante, no se saben los mecarnismos para tener un
control de csta Los cestudios realizados en los bovinos han demostrade la cxistencia de
rcceptores para la VT en el eprtelio gastrointestinal. pero ne se han encontrade en la
vascutatura por lo que se observa lo aparente resistencia del bovino a los efectos sistémicos
de la tosne (Salvers v <ol 1994; Begue v col, 1998; Menge v 2ol 1999, £laine y col. 2002).

La transmisién persona a persona por via fecal-oral también es muy importante en una

segunda fase, infectdndose frecuentemente los familiares (Blanco y col, 2000). Los animales




pequedios son mds sensibles a la infeccidn llegande a morir a cousa de las dierreas
sanguinolentas que presentan y en los seres humanos los niflos y ancianos son mds suscepT:bles

aumentando esto en el verano (Valdivia, 1995; Kenadu y col. 1999: Blanco y col, 2000).

Los animales se infectan con £ co/i debido al contacto con el excremento acumulado en
los corrales y el contacto con otros animales. Ei hacinamiento es otro de los factores de
transmisién de la enfermedad, asi como el agua y alimentos contaminados: muchos de ios
techones, perros, etc. se contagian por le misma madre (fig. 1). Se menciona una fuente

primaria para la infeccién como causante de zoonosis {Blanco y col, 2000).

Fig. 1.- Transmisién de £ co/ienterohemorrdgica (EHEC)

[Endin ]

Vias de rransmisidn de £ col entershemorrdgica. las flechas que corecter las diversas figuras (ndican la direccisn de

la contaminacion El principal reservorio es el ganade bovina, pera otros arimales como ol cordo o los mascatas (perro y

gato) pucden actuor de 05 A partir de estos animales. el ser humano puede infectarse directamente

mediante ohimentos ldcteos o cdrmcos o per la cortamiracisn cc vegetales Los humanos contamimados sueden

contaguar a olru, directamante o g trovés de la cortarmingaidn de ahmentos Tambuin la centaminacion fecal de las
szucs o la falta de mgiene en el procesamicnto inaustrial bueds Cap'cor fa protencia de csa bactera on los pesccaos

(Figura tomada de cienciahoy www)
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PATOGENIA

ta bacteria al ser ingerida en cantidades infectantes, lo que puede ser de menos de
100 bacterias, llega al intestine donde sus verotoxinas son liberadas v 1jadas a los receptores
ceclulares formados por glicolipidos (Gb3 o Gb4). Estas toxinas inh:ben la sintesis de protfeinas
al inactivar cataliticamente la subunitdad ribosomal 28s, inhibiendo el fector de eclongacidn, le
que lleva a la muerte celular: al llegar a la vasculatura las células endoteliales sintetizan el
factor de coagulacion VIII por lo que al estar de forma anormal provoca una trombocitopenia,
coagulacidén intravasculer local y una acumulactén de fibrina en el SNC. en tubo digestivo y
riAdn. Ademds sus fimbrias plasmidicas codificadas por el gen CDV419 unen a las bacterias al
intestino y por mcdie de unas proteinas en su membrana externa llamadas intiminas
{codificadas por el gen ecae) provocan lo que se denomina ¢l A/E. borrando las
microvellosidades intestinales (Schacchter y col, 1993: Begue y col, 1998: Blanco y col, 2000;
Pérez, 2002)

La EHEC es la mds comin en infecciones de nifios en paises desarrollados,
predominando la diarrea como sintoma; la diarrea puede considerarse que se produce en dos
partes, la primera sc realiza con la celonizacién del intestino que se produce de mencra
intensiva y la accién del LPS. Sec menciona que el pili de la bacteria juega un pape! esencial en la
colomzacidn y el fendmeno de A/E en la superficie del epitelic intestinal. Después de fa diarrea
le sigue una anemia hemolitica micreangiopdtica, trombocitepenia, disfuncién renal y en raras
ocasiones complicacioncs neurolégicas, principalmente en los adultos, rara vez se llego a
presentar en los mifios Los factores principales en la colomzacién incluyen la edad. ei pH
géstrice v la presencic en €l intestino de anticuerpos especificos. La microvasculatura renal
expresa grandes cantidades de Gb3, por lo que es altamente susceptible a las toxinas de £
<o/ El dafio al endotelio vascular es debido ¢ la circulacidn de las exotoxinas de la bacteria, las
endotexinas v citocinas que el huésped produce como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

¢ interfucina 1-0 (IL-1 D) los cudles juegan un pape! importante en la actwvacién de las
coiutas encotehaies por meaio de las toxinas Algunos estudios reportan que ¢l rceceptor Gb3
es muy sensible a la verotaxina 1, debido a ia activacion por el LPS o citocinas, aunque suele

haber una discusién en cuanto g esto, ya que autores como Van Setten (1997) en sus estudios
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realizados con el TNF-«, sugiere que es este el que lograe la mayar sensibilizacién en la
microvasculatura renal (Richardson y col, 1992: Brown y col, 1997: Stefany col, 1998; Konadu y
col, 1999).

Se sabe que estas verotoxinas provocan un decremento de linfocitos especialmente los
T, aunque también se afectan en menor grado los linfocitos B, en los cuales se estimula el
fendmeno de opoptosis (Marcato y col, 2001 Watson y col, 1996); .en contraste, cabe
mencionar que la toxina Stx no provoca muerte celular, pero impide el aumento de la actividad
metabdlica de estos, por lo cudl no hay una respuesta satisfactoria inmunoldgica debido a la
ausencia de Ig6 anti-Stx. Se cree que las variedades de £ co/i que provocan diarrea no causan
infecciones en el sistema urinario ni meningitis: en algunos estudios hechos en Espafia los
métodos empleados para la deteccidn de las cepas del serotipo ©O157:H7 utilizan los medios de
MacConkey-sorbitol con telurito y cefixima, no obstante se han encontrado cepas que no son
capaces de crecer en presencia de telurito y cefixima y cepas fermentadoras de sorbitol. Las
cepas fermentadoras de sorbitol pertenecen al serotipo O157:H7, para poder detectar el
resto de los serotipos se identifican la produccién de verotoxinas por técnicas fenotipicas
{citotoxicidad en células Vero y Hela), genotipicas (hibridacién, PCR) o inmunoldgicas como el

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

Se ha demostrado que el LPS de £ co/if productora de VT, aumenta el dafo sobre
células endoteliales en cultivo, ademds de que el efecto es aumentado por mediadores de la
inflamacién como el TFN - «, la IL - 1, o la linfetoxina TNF - B, se piensa que esto se debe a la

unidn mds especifica de la toxina a las células (Valdivia, 2002).
DESARROLLO DE MODELOS ANIMALES

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

becerros de 6 semanas de edad en la infeccidn por £ co/i, siendo estos inoculados con 5

diferentes variedades de la bacteria, los ar les fueron hospedados de manera individual con
el microchima controlado, teniendo un drenagje individual y limpiando el lugar una vez al dia. Sc

les realizé estudios en las heces para diagnosticarlos libres de diarrea viral bovina,
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coronavirus, rotavirus, £ coliy Cryptosporidium por el método de inmunofluorescencia. Al final
del experimento observaron que realmente no se desarrolla una patogenia en los becerros, por

lo cudl se descartaron como modelos animales.

Igualmente Donohue-Roife y col. (1999) desarrolloron un experimento con cerdos
nacidos via cesdrea, los cudles se mantuvieron en aislamiento de manera estéril mientras duré
el experimento. A las 24 horas de nacidos se les inoculd via oral £ coli 0157:H7 y se les aplicé
un antisuero demostrdndose que la oportuna aplicacién del mismo evita en gran medida las
lesiones provocadas por esta bacteria. Estos experimentos con cerdos son técnicamente

dificiles para los estudios de virulencia de las variedades de la bacteria.

Otro animal que se ha utilizado como modelo para investigacidn ha sido el bébuino, en
{os experimentos de Taylor y col. en 1999 utilizaron dos grupos, donde a un grupd les i“noculé
por medio de una infusidn intravenosa una dosis alta (2. Opg/Kg)“y’ al atrc‘)‘ ér‘dpose les
administré una dosis baja (0.05 a 0.2 pg/Kg): en los dos grupos se pruen?o hlpercalemua Y
colitis hemorrdgico en el grupo con la dosis alta, el grupe con la dusns bu_|c prﬁ:nté SUH. En
este estudio se observd la asociacién del dafio en el epitelio del tibule proxlmul y.en la mucosa

y submucosa del intestino delgado con la presencia del receptor Gb3 puro VTL

El conejo se ha utilizado en diferentes ensayos en los: que’ se: dete};tun ‘toxinas
producidas por los diferentes serotipos de £ co/i este modelo animal desufrulla un’ dafio
vascular inducido por la VT1 en el endotelio infectado por £ colf 0157:H7, estas lesiones son
similares ¢ la encontradas en rifiones y otros tejidos en humanos con el SUH, por lo cudl es muy
utilizado en el estudio de la patogéncesis de la enfermedad y como afecta a la inmunidad, ya que
se sabe de la deplecidn linfocitaria que provoca la bacteria en el bazo y otros érganos linfoides
como el apéndice cecat det conejo. Se ha sugerido que el apéndice cecal del conejo es un érgano
tinfocitario secundario. se han realizado estudios para conocer mejor la funcién de este drganoc
e¢n el coneyo y sc piensa que posiblemente su funcién es la de presentacién de aontigenos,
ademds de absorber los nutrientes y secretar sustancias. La mucosa presenta dos tipos de
epitelio, uno cilindrico con células caliciformes intercaladas en las proyecciones alargadas

“fungiformes” y otro cuboidal bajo, casi aplanado a nivel de las proyecciones cortas
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lanceoladas: se menciona que el primer tipo puede tener la funcién de absorber y sccretar
diversas sustancias mientras que el segundo tipo parece tener. una funcidn linfoide, teniendo

an :eétudiadé dlver'sos

células captadoras y presentadoras de antigenos. Esto’ lo =
investigadores denominando a las proyecciones cortas (Ioncecladas ) plramldules) como 'Doma
de linfocitos y a las proyecciones fungiformes como "Vello dades (Rucr'mrson Y col, 1992'
Salyers y col, 1994; Valdivia, 1995:; Pospisil y col, 1996: Lelovardy;:ol 200 Valduvua 2002).

ANTECEDENTES OE EHEC’

£ coli enterohemorrdgica tiene un serotipo mds frecuente ‘encontrado en. las
infecciones y es el O157:H7; el cudl tiene dos caracteristicas espcciales de patogenicidad, la
primera debido a la produccién de las citotoxinas y la segunda es un gen homdlogo al del EPEC.
por lo que se piensa que la adhesién a las células es mediado por reorganizacién de actina,
cstas dos variedades poseen un gen similar para intimina (gen eae), el cudl produce A/E: el gen
que codifica la toxina VT se encuentra en un bacteriéfago, temperado similar a la toxina de la
difteria (Salyers y col, 1994). La infeccidn por EHEC fue reconocida por primera vez en 1982
en E. U. en dos brotes de colitis hemorrdgica que afectaron a 47 personas que comieron en
diversos restaurantes de la misma cadena de comida rdpida, el serotipo encontrado fue cl
0157:H7 raramente aislado en ese tiempo, desde entonces ha provocado diversos brotes,
tanto en E.U., Canadd, Japén y el Reino Unido. En estos paises este serotipo es la cause
principal de diarres sanguinolenta y el segundo o tercer patégeno bacteriano mds
frecuentemente aislado de coprocultivos, después de Salmonellay Campylobacter (Blanco y col,
2000). En 1993 se presento un brote de diarreas en nifios de E.U. que habian consumido
hamburguesas, varios de estos nifios murieron, otros nifios presentaron SUH, el laboratorio
demostré la existencia de la EHEC O157:H7. El serotipo O157:H7 ha provocado en tos dltimas
afios brotes de colitis hemorrdgica en los paises anglosajones, en Japén y Espafia con fuertes
brotes de lo enfermedad principalmente en nifios y adultos: ademds de presentarse en algunos
paises desarrollados y subdesarrollados. La infeccisn por EHEC ha recibido diferentes
denominaciones en  ta  hteratura cientifica como £ colf verotoxigénicas, £. col

enterohcmorrdgica, £. cof/s productores de Shiga like toxins (SLT), y el serotipo O157:H7 es
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conocido popularmente como el bacile Q157 y la bacteria de las hamburguesas (Jacewicz y col,

1999; Blanco y col, 2000).

Diferentes variedades de £, co/, incluyendo la EPEC, ETEC y la EHEC estdn asociados a
la presentacidn de diarreas en perros, tanto cachorros como adultos, la importancia de esto es
la zoonosis que se puede atribuir a EPEC y EHEC, esta dltima ha sidoe aislada de perros sonos y
perros con diarrea, observdndose el fenémeno de A/E en el epitelio intestinal (Holland y col,
1999). En los bovines, £ co// provoca la lesién 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 la secrecién de ciertas proteinas pueden complican el

desarrollo de esta lesién (Baehler y col, 2000).
LESIONES PROVOCADAS POR Escherichia coli Enterohemorrdgica (0O157:H7)

En los experimentos realizados por Valdivia (1995), con conejos y la cepa EDL933
productora de VT1 y VT2 la mayoria de los animales del experimento presentaron diarrea de
los 2-4 dias, con signos de depresidn, emaciacidn y deshidratacidn severa, cianosis marcada en
las orejas, no se presenté variaciones de temperatura. Al estudio histopatolégico se encontré
infiltrado de células mononucleares abundantes y escasos polimorfonucleares, gran cantidad de
eritrocitos y zonas ulceradas en la mucosa del intestino grueso. Hube una disminucidn severa
de linfocitas e infiltrado linfocitario perivascular (linfocitos maduros) en la submucosa del
érgano, hemorragias y contenido hemorrdgico de manera general. El bazo presents pigmento

ocre en los macréfagos y disminuyo su tamafio.

En unc observacidn clinica realizada por Valdivia (1995). en bovinos lactantes y adultos,
los resultados fueron los siguientes:
Animales lactantes.- diarrea hemorrdgica con sangre completae, deshidratacién severa, algunos
presentaron pataleo, torticolis y muerte rdpida; a la necropsic se observo enteritis
hemorrdgica (en ileon y ciego), dlceras en abomaso, mtestino grueso y/o intestino delgade con
wnfiltrade polimorfonuciear y fibrina, edema subcutdneo y gdstrico, destruccién marcada de

vellosidades y fusién de algunas de ellas con infiltrado mononuclear, células de submucosa con
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pigmento de color ocre, la pulpa blanca del bazo presenté deplecién linfoide. En el aislamiento
bacteriolégico y pruebas bioquimicas se determiné la existencia de £ co/i causante de los
dafios, la identificacidn de cepas productoras de hemolisinas fueron de poca utilidad, ya que la
mayoria era no citotéxica sin encontrarse estos resultados en los adultos que estuvieron sanns
clinicamente. En cuanto a las verotoxinas la mayoria de las cepas fueron productoras de ésta,

tendiendo a ser mds frecuente en la sala de lactancia (Valdivia, 1995).

Otro investigador del tema es Brown y col. (1997), ellos inocularon 12 becerrcs con 5
diferentes variedades de £. co/i enterchemorrdgica per via oral por medio de leche, para
determinar las respuestas clinicas de estos animales y la magnitud de estas, ademds de los
sitios de localizacién de la bacteria en el tracto digestivo, y su segundo objetivo fue
desarrollar el modelo animal en la infeccién por £ coli Silo dos de los animales presentaron
diarrea sin causa aparente y se logré cultivar la bacteria solo por medios enriquecidos, otros
animales presentaron ligera pirexia, linfocitosis y neutrofilia no muy marcada. La bacteria
decrecié en forma dramdtica a los 14 dias post-inoculacién y después de los 20 dias solo podia
cultivarse £. col/i en un medio enriquecido. Los sitios de localizacién de la bacteria fueron
principalmente en rumen, omaso y reticulo. En cuanto a lesiones macroscépicas y microscdpicas
(principaimente A/E) no fueron observadas en ningin animal; por lo tanto se concluyd que en los
becerros no se presenta la enfermedad, ademds de que se sugiere que una buena alimentacidn

de los becerros hace que la bacteria sufra un decremento en su diseminacidn.

En cuanto al receptor Gb3, no se ha observado su incremento o su expresién debido a
citocinas inflamatorias o por el LPS en los pequefios vasos, se dice que. puede llegar o
incrementarse con la presencia de la VT 1 y la VT 2, sin embargo, se menciona que ambas
toxinas incrementan la expresién de este receptor, e incluso la' VT 2 es la éuc mds . lo

incrementa (Jacewicz y col, 1999).

Taylor y col. (1999) concluyeron que el dafio a las estructuras glomerulares y tubulares
del mfAdn pueden ocurrir iIndependientemente de la trombosis microangiopdtica, hay un especial

interés en que los mediadores de la inflamacidn se encontraron en gran medida en el rifién,
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Finalmente concluyeron que el modelo animal es vdlida utilizando una dosis baje de la cepa y

que puede ser utilizada en diversos estudios para conocer las variantes de este sindrome.

EXPERIMENTOS REAL.IZADOS PARA comam—m v NEUTRALIZAR LA
BACT'ERIA v sus TOXINAS :

Se han' realizado diversos estudios para lograr combatir a la bacteria, deﬁ-’rro de los
cuales se utilizan anticuerpos administrados pasivamente por medio de un antisuero para
detener o controlor los efectos de la toxina, donde, los cerdos son un modelo de estudio para
conocer en que tiempo se pudiese neutralizar la toxina: los signos que presentan estos animales
son ataxia, recumbencia, incoordinacién, y muerte, al estudio histopatoldgico se encontrd
lesiones en colon e ileon, ya que se desarrollé el fendmeno de A/E, algunas bacterias atacaron
directamente a la superficie apical de las células epiteliales perdiendo su citoplasma apical,
ademds de que lo vasculatura presentdé gran asentamiento de linfocitos. Este experimento
obtuvo como resultades que la mayor eficacia de este antisuero fuese al aplicarlo 24 horas
posterior a la exposicidn a la bacteria: en experimentos realizados con ratones y la Verotoxina
1 se concluyd que son los mismos dafios presentados en rifiones y otros tejidos como diarrea,
edema y hemorragias en la mucesa y submucosa de colon, ciego y la muerte que en las personas

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

Konadu y col. (1999) se han dedicado a investigar la subunidad B no téxica de la
Verotoxina 1 ya que esta puede inducir un anti-LPS y/o anticuerpos que logran neutralizar a la
toxing, pero no neutrolize a la Verotoxina 2; Esto lo descubrieron obteniendo un polisacdrido

O- especifico de dicha subunidad.

Microscépicamente se sabe que lo Stx1l provoca una accién altamente susceptible de
tipo citotéxica a las células B de los humanos, donde la mayoria proviene de Ig6 e IgA, donde
se tiene la teoria de que el problema radica en la falta de IgG onti-Stx, esta la revocé un
investigador. el cudl encontrd Igs onti-Stx 2. La importancia de esto es la deplecidn
linfocitaria encontrada en becerros infectados con & cofi, por lo que Menge (1999) mencions

que se debia a la estimulacién de la Stx hacia las células B provocando su apoptosis, mediada
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por el LPS: en cuanto a las células mononucleares sanguineas el efecte es disminuir la
activacién y proliferacién de estas células sin causar su muerte temendo todavia una actividad
del 50%. Este autor menciona que la apoptosis observada pudo ser inducida por sustancias

secretadas por la bacteria como el dcido butirico (Menge y col, 1999).

La técnica desarrollada por Cones y Kaplan en 1950 de inmunofluorescencia indirecta
fue la primera en describir la localizacién del antigeno en los tejidos utilizando la fluorescencia
por medio de anticuerpos, debido a que estos reaccionaban con muchos tipos de antigenos, era
inexacta, se utilizaron enzimas come la peroxidasa del rébano y la fosfatasa alcalina intestinal
de los becerros, ademds del desarrollo de la peroxidasa anti-peroxidasa y de la fosfatasa
alcalina anti-fosfatasa alcalina. Con la introduccidn de los anticuerpos monoclonales por Kohler
y Milstein en 1975 e! problema del reconocimiento de antigenos se resolvié en gran medidas
debido a que estos anticuerpos reconocen especificamente a un epitope. Ademds de esto, en la
actualidad se han desarrollado anticuerpos moncclonales para reconocer el antigeno flagelar
H7 de la £ co/, este lo desarrollaron He ef.al (1996) y mencionan que puede utilizarse solo o
combinado con un anticuerpo monoclonal especifico anti-O157, el cudl también desarrollaron

elios (Tizard, 2000).
ACTIVIDAD INMUNOLOGICA EN LOS ANIMALES

Le respuesta inmunoldgica varia segin el tipo de antigeno presente en el organismo,
respondiendo con diverses mecanismos establecidos: se ha denominado a la inmunidad comeo una

serie de eventos que otorgan proteccién frente a las enfermedades prir

ip ite de’ tipo
infecciosas, asi como a las introduccién de sustancias extrafias no infecciosas, con. la
neutrahizacién de sus productos y eliminacién de las lesiones que pudiesen provocar en los
tejidos. ol

Sec ha clasificado a la inmunidad en primer lugar en inmunidad innata y adaptativa;:la
primera también denominada natural o nativa esté constituida por mecanismos ‘existe‘nrcs

antes de que se desarrolle la infeccién, capaces de establecer una respuesta rdpida y

T ionar de la misma manera a infecciones repetidas. Sus componentes principales son las
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barreras fisicas y quimicas, como los son., epitelios y sustancias con propiedades
antimicrobianas como las ldgrimas: células fagociticas come los neutrdéfilos, macréfagos v
células citocidas naturales (NK); proteinas sanguineas donde se incluyen el sistema de
complemento y otros mediadores de la inflamacién y proteinas llamadas citoquinas, que regulan

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

La inmunidad adaptativa o especifica, se desarrolla como una respuesta a la infeccién,’
teniendo las caracteristicas de le especificidad y la memoria ante diversos antigenos: sus
componentes son los linfocitos y sus sustancias que realizan una szrne de’ eventos para’ ia
destruccién de los microorganismos. Este tipo de inmunidad se divide en’ humornl e lnmunldnd

celular,

4 La inmunidad humora!l se compone de particulas prescnfes en lc sungre denommudus
anticuerpos, los cudles son producidos dnicamente por los meocnfos B, estos reconocen
especificamente a antigenos microbianos, neutralizan su virulencia y realizan diversos
meconismos efectores para su destruccidn, tales como, la induccidn a la fagocitesis,
liberacién de mediadores inflamatorios.

+ Dentro de la inmunidad celular o inmunidad mediade por células, participan células
lHamadas Linfocitos T, que inducen la destruccién de los microorganismos que se
encuentran dentro de los fagocitos o de las 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 cudles son
activar a los macréfagos en las respuestas inmunitarias celulares y promover la
produccién de anticuerpos por las células B en las respuestas inmunitarias humorales:
estas funciones estdn mediadas por citoquinas. Los linfocitos T se dividen en células T
cooperadoras (CD4+), Th del ingles T-helper y citotéxicas (CD8+): los linfocitos Th
estdn dividides en Thl y Th2, los primeros secretan un conjunto especifico de
citoquinas como IFN-y, IL-2. TNF-p, donde su funcidn principal consiste en estimular
la defensa mediada por los fagocitas contra las infecciones, especialmente las debidas
a los microorganismos intracelulares; las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-

13. cuyas funciones principales consisten en estimular las reacciones inmunitarias
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mediadas por IGE y por eosinéfilos/mastocitos y regular negativamente las respuestas
de Thi (Roiit y col, 1988; Abbas y col, 2000).

La inmunidad adaptativa tiene ciertas cnrac?er‘fstlcns fundumenfules para deanrrollar la

respuesta ante los antigenos: estas curucterfstuccs son::

a) Especificidad, garantiza que mlcrourgamsmos dlsflnfos estlmulen respuestas

especificas. . ; T
b) Diversidad, permite al sistema inmuﬁitdrio‘raéponder a _unaA gran variedad de

microorganismos.

¢) Memoria, da lugar a respuestas aumentadas a expos cionés re,';zfidas al mismo

microorganismo.

d) Especializacién, genera rr.spuesfns 6pﬂmu para ln defensn frenfe a diferentes

tipos de microorganismos.

e) Autolimitacién, todas las respuesms nmunitarias normcles disminuyen de

intensidad con el tiempo después de la esnmula: n par el anflgeno devolviendo

csul de reposo, ‘proceso denominado

al sistema inmunitario a’ su esfada

homeostasis.

f) Ausencia de autorreactividad, impide la ‘ﬁrodu'c‘c‘ién"de lesiones del huésped

durante las respuestas a los microbr‘gnhismoé (Abbas y col, 2000).

Existe otra clasificacién de la inmunidad, la pdsivn y la aéﬁva: la primera se obtiene cuando
a un individuo se le transfiere suero o linfocitos de otro previamente inmunizado, como por
ejemplo en las vacunaciones. La inmunidad activa es cuando el individuo tiene contacto con un
antigeno y se desarrolla una respuesta ante este (Roiit y col, 1988; Abbas y col, 2000; Tizard,
2000).

Las citocinas o citoquinas o interleuquinas, son proteinas o glucoproteinas de bajo peso
molecular sintetizadas por diferentes tipos celulares, que actdan como mensajeros quimicos u
hermonales: sus funciones son reguladas de diferentes formas, como son mediante la
regulacién de la expresién de receptores, por antagonistas del receptor, unidén espacifica a

proteinas 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 antigeno y estimula la respuesta de la fase
aguda, la IL-2 activa las células T, B8,.NK y a los macréfagos e interviene al potencializar la
apoptosis en las células T, la IL-4 favorece el crecimiento y diferenciacidn de las células Th2 y
estimulacién de la produccién de IgE por las células B: la IL-5 estimula el crecimiento de las
células B y ayuda al crecimiento y la activacidn de los eosindfilos: la IL-6 promueve la
diferenciacién de las células B y la respuesta de la fase aguda por los hepatocitos para la
sintesis de proteinas; la IL-10 inhibe la funcién de las células Thl y suprime la funcién de los
macréfagos. La IL-12 es un coestimulante de las células Thl y activa las células NK, junto con
el antigeno, la IL-13 estimula el crecimiento de las células B y suprime la funcién de los

macréfagos (Roiit y col, 1988; Abbas y col, 2000; Pérez, 2002; Tizard, 2000).
RESPUESTA INMUNOLOGICA PROVOCADA POR Escherichia coli 0157:H7

Al principio de la infeccidn la primera en aparecer es la Ig6, que tiene las funciones de
opsonizacién, activacién del complemento, citotoxicidad medieada per células (NK, CD8)
dependiente de anticuerpos inmunidad neonatal, inmunidad pasiva e inhibicién: por
retroalimentacidn de las células B (Konadu y col, 1999 ,Abbas y col, 2000). :

Los neutrdfilos son los que sc presentan en mayor cantidad circulando en sangre,
teniendo una vida media de 5-6 horas: se piensa que el proceso de ingestidn y destruccién de la
bacteria intracelularmente hablando por los neutréfilos resulta en una aceleracién de la

apoptosis o muerte celular programada. Ahora se sabe que la oxidacién es un posibl

mecarmsmo de la apoptosis en este tipo de células, al igual que el peréxido de hidrégeno (H2032),
Watson er. a/ (1996) mencionan que la £. co/i induce la produccién de un producto oxigenado

que acelera la apoptosis en los neutréfilos.

En los estudios realizados por Pérez (2002). se observé que los conejos inoculados con
la cepa EDL933 disminuyé significativamente la respuesta de anticuerpos hacia una cepa de
Brucella abortus muerta, lo cudl no se observs con los conegjos inoculados con la cepa K12. Esto
sugiere un efecto sistémice de la toxina sobre algin tipo dc linfocito involucrados en la
respuesta inmunolégica, en el mismo estudio se observé la disminucién de la respuesta de los

conejos hacia la inoculacidén de la tuberculina igualmente en los conejos inoculados con la cepa
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EDL933, realizade mediante una prueba de inmunoreaccién. Se ha demostrado que el receptor
para las toxinas de la cepa EDL933 de Escherichia coli se localizan en las células inmaduras de
los centros germinales y en los linfocitos B activados productoras de Ig6: Karmali (1994) en
sus experimentos realizados no encontré receptor. para la Yoxéna en los linfocitos T, pre-T y
las 8 maduras, aunque otros autores en sus experimentos realizados "in vitro” encontraren que
la VT inhibe la proliferacién de linfocitos T y B, asi como, la disminucién de su reactividad

(Menge y col, 1999).

Se ha confirmado el efecto “supresor” de la respuesta inmune, tanto humoral como
celular, esto se relaciona directamente con la secrecién de IL en la respuesta, principalmente
de la IL.-10 producida por los macréfagos en respuesta a la estimulacidn por el LPS; esta TL-10

regula los linfocitos Th3, que a su vez inhiben la respuesta de los Thl y Th2, que estimulan la

activacidon de linfocitos T y B: también se iona la participacién de IL-8 e IL-1 secretadas
por células del epitelio intestinal después de que la inoculacién de la verotoxina, aunque al
principio estas IL aumentarian la respuesta inflamatoria local con un aumento de la secrecién
de IL-10 (Pérez, 2002: Valdivia, 2002). En los estudios realizados por Pérez (1991) ‘en
humanos, observaron la presencia de IFN circulante durante la fase aguda de! SHU, por lo cudl
sugieren que las alteraciones de los porcentajes de linfocitos Ty B circulantes pueden ser una
consecuencia de la produccién de IFN u otras IL. X

En el estudio realizado por Klapproth y col." (2000) con 'E.;‘checlthiq coli

enteropatégena, la cudl también produce el fendmeno de “attachment and effacement” como la

EDL933, se observé la produccién de una “toxina” denc:mi‘m:u:ki1 mfo'sf‘:itind; la cudl es

secretado por un pldsmido, esta linfostatina bloguea la activacién de'los’ linfocitos, ya que

nhibe la produccidén de IL-2, IL-4, IL-5 y IFS. Este nportamiento también se observé con la
cepa EDL933. :



JUSTIFICACION

tad tbd llad.

Y U .
como son EE.UU., Canadd. Japén, Reino-Unido, Escocia’y paises anglosajones,  dénde desde

El SUH es cada.vez mds. frecuente en varios paises desarr

1983 se han reportado brotes de la‘enfermedad y: de. colitis hzmdrrégi;u. asocidndase
principalmente al consumo de carne de bovino contaminada. Existen evidené;ius de alteraciones

sobre el sistema inmune de Ius‘personus y animales, asi como del efecto de.la-VT sobre los

linfocitos en experimentos “in vitro*. En la FES-C se cuenta con un 'modelo animal en conejos

citos

que reproduce las alteraciones del SUH, incluyendo la lesién sobre los lin

b ling

Por lo que para establecer mds la patogenia y poder. est

~“mejores medidas ‘de

prevencidn en el SUH y la Colitis hemorrdgica es importante determinar ‘el efecto que tienen

las toxinas sobre las células del sistema inmune.

HIPOTESIS

La presencia de Escherichia coli enfgrohemdrrégica'ch la'inoculacién éxpérimental en

conejos en el apéndice cecal, disminuye la pobluéidn linfocitaria existente en este 6r9unovy en

el bazo.

OBJETIVO GENERAL

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

por £ coli0157:H7 y la cepa K12 en el conejo.




OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar el rango de algunas’ de ‘Iné poblaciones de linfocitos presentes en el

apéndice cecal y el bazo de los conejos sanos. -

Evaluar ‘el efecto sobre las poblaciones linfocitarias . del ahéndice" cecal 'y el bazo
causado por la inoculacién experimental de & coff: l'<12'y Q157:H7 en: el apéndice ceca! del

conejo.




MATERIAL Y METODOS

Para. la reuhzu:lon de la. fuse expemme fnl se ufuhzaron 9 coneJcS de la raza Nueva
Zelanda de dos meses de edad.con uprox-mudnmenfe 1 5 Kg. de peso, provemenfes de'la QFOHJO
de cunicultura Tepospixca, Los amma|es se montuvteron en observacién por un periodo de sicte
dias y se procedié a la inoculacién de cepas de Eschemch/a coli, Todo esfo se realizd de la

siguiente manera:

Cuadro 2.- Diagrama experimental con las cepas de £ co/i

Inoculo Nim. de animales
K12 3
EDL933 3
Caldo soya tripticaseina (CST) 1
Controles 2

CEPAS UTILIZADAS

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este experimente fueron la EDL933’
(0157:H7) productora de Stx1, Stx2 y la cepa K12, rugosa, no productora de toxinas, negativa
a f-lactomasa y apatégena. Estas cepas de referencia fueron donadas por-la Unidad de

Investigacidn Multidisciplinaria en Salud Animal (FES-C).

La preparacién de los indculos se lievé a cabo sembrande una colonia de cada cepa en
5mi de caldo soya tripticaseina, dejdndola incubar toda la neche a 37°C, utilizando:1 ﬁ‘l o‘l‘ otro
dic por la mafiana para inocular a los conejos. Este inoculd contenia aproximadamente 5.x. 10%
uridades formadoras de colonas (U.F.C.) .Antes de la inoculacién en el conejo, los cultives

fueron sembrados y se les realizé una prueba de pureza (Valdivia, 1995).




Se tomaron muestras dz sangre a los coneJos antes y desp de la inocul

6n para

reahizar bioquimica y hematologia. De los anlmales lnoculadas con Ia cepa EDL 933 se tomd la

muestra un dia después de la unoculacudn al igual que alos coneJos con CSTy la cepa K12,

CIRUGEA"

Los animales fueron tranquilizados por vfa lnfrumusculur con O 2 ml/kg de peso vivo de

combelen (propionilpromazina 1%) y se les anest é de maneru ‘enerul con “ketamina en una

dosis de 40mg/kg, se rasurd la regién ubdomlnul des eI xifotdes stn Ia porc-én mgmnul se

lavé la zona y se procedid a colocar al animal en decub o dorsal sobre la mesa de cirugia. Para

la asepsia de la zona a incidir se utilizé cloruro de benzalcomo e ‘una dllucnén 1:100 y se

procedié siguiendo las técnicas convencionales en la preporucuén del pacnente.

d d

te 4 cm, t

La cirugia comenzé con una incisidn por linea media de apr
en cuenta la cicatriz umbilical, 2 cm debajo de esta se realizé la incisién y _una vez que se llegé
a la cavidad abdominal se localizé el apéndice cecal y se expusﬁrsabre gasas humedecidas con

te (el V,‘ o aislado fue irrigado

solucién sclina fisiolégica (SSF) a temperatura
durante la cirugiao con SSF estéril): se delimité el extremo finni del saco ciego considerdndose
un segmento de aproximadamente 4cm, localizandoe la irrigacién ‘arterial ‘ se ligo un tramo para
que en esa porcién se realizard un corte transversal, sierﬁpt¢, v“espetando la irrigacién. Sc

procedié a la sutura de lo porcién cecal mediante una ;utura‘ §m‘/ugi}\unte (Valdivia, 1995).

Se procedié a lavar varias veces la luz del apéndice cecal aislado con SSF estéril a
temperatura ambiente hasta que el saco quedé limpio v en ese momento se cambiaron los
campos y material de cirugia: se continudé con una sutura tipo invaginante con doble linea de
sutura (Cushing-Conell): un poco antes de terminar:la segunda linea se inoculé 1 ml del cultivo
bacteriano de las cepas K12 o EDL933, y al grupo control se inoculé con CST. Finalmente se
regresé el apéndice cecal a su posicién original y se procedid a cerrar la cavidad utilizando

catgut absorbible doble cero y polipropileno doble cero para piel. La linea de incisién se limpio

con cloruro de benzalconio y se le aplicé negasunt (. phos 3%, propoxur 2% y prontalbin

5%) (Valdivia, 1995; Pérez, 2002).
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OBTENCISN Y PREPARACIéN\DEvLAS MUEsfnas

Todos los canejos se mantuwzron en observacnén (5 -7 dms) hasta  presentar - los

primeros signos. A los ammales que muru ron se Ies rea S la necrops-a para’ obtener’ el

apéndice cecal y e! bozo, los cuales fueron f_] dos en pnraformaldehtdo al 4% y fijador de
Zenker. La eutanasia de los animales que despues de los 7 dias continuaron con vida, se llevé a
cabo con cloroforme y se obtuvieron muestras del apéndice cecal y el bazo. Después de 24 h
de fijacién, las muestras se incluyeron en parufirv\a' siguiendo los métodos convencionales. Las
muestras se cortaron en el micrétomo a un grosor de 5 micras (uc) y con las r;\uestras
previamente fijadas con paraformaldehido al 4% se realizé la tincién de inmunoperoxidasa y a
otras laminillas se les realizé la tincién con H-E. Las muestras fijodas en Zenker se tifieron con
verde rdpido-pironina “Y"” (Estrada, 1982; Gaete, 1996). ’ )

INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA
Estandarizacién de la prueba

Para la estandarizacién de la prueba se llevaron acabo cortes de apéndice cecal y bazo
fijados previamente en paraformaldehido obtenidos de animales inoculados en 'un trabajo
previo por Valdivia (1995) con la cepa EDL933 de Escherichia coli, ademds. se obtuvieron
tejidos de animales sanos, los cudles se fijaron de la misma manera y se cortaron a Suc. Se
realizaron diluciones de cada anticuerpo monoclonal (Serotec) los cudles fueron €DA4, el cudl
marca los linfocitos T cooperadores y los timocitos: el CD5 marca todos los linf.oci*raskTy enel
caso del conejo también marca 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 marca
todos los linfocitos T, timocitos, monocitos, macréfagos y linfocitos B activades, las diluciones
fueron 1:10, 1:100, 1:200, 1:400, 1:600, 1:800 y 1:1,000, para asi utilizarlos con la
inmunoglobulina biotinilade en las diluciones recomendadas por el fabricante (1:200 a 1:600)

(Estrada, 1982: Gaete, 1996: Abbas, 2000: Tizard, 2000)




Cada dilucién de los anticuerpos monoclonales fue probada con una dilucién de la
inmunoglobulina (Fig. 2): también se realizaron las pruebas a diferentes tiempos de incubacién
en cada paso. tomando en cuenta lo recomendado por:el fabricante y la evaluacién al

microscopio considerando la reaccién mds fuerte y el menor ruido de fondo. -

Fig. 2.- Método para la estandarizacién de ld prueba

cb 4 1:10 1:100 1:200 1:400

Ig biotinilad

anti-ratén @) @) @) o | (@)
1:200

Ig biotinilada

anti-ratén
1:400
Ig biotinilada

anti-ratén

1:600 l

o O o O | O [:.. . sreo
anti-ratén o —— j s/Ig blofmllada
1:800 :

Ig biotiniladaql

Ceda uno de los anticuerpos se estandarizaron de manera separada y siguiendo el mismo
esquema aumentando las diluciones hasta 1:1,000 de. los anticuerpo ‘monoclonales y con las

diluciones recomendadas por el fabricante para la Ig biotinilada.
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Una vezl que se obtuvieron y procesaron las rﬁuzstrqs, se realizaron cortes y la téenica
de inmunchistoquimica. Para ello se delimité ci:;dn mueﬁfr‘a y se colocaron en un bafio con
salucién buffer tris (TBS) con un pH de 7.6 para su rehidrafacién por 5 minutos. Para inhibir la
peroxidasa enddégena del tejido se incubaron en cdmara himeda a 37°C con peréxido de
hidrégeno (Hz02) al 0.6% en metanol al B0% durante 7 minutos colocando en cada corte una
gota del reactivo, pasado este tiempo se sacaron las laminillas de la cdmara y se lavaron 3
veces con TBS pH 7.6 a temperatura ambiente durante 5 minutos, posteriormente se
incubaron por 30 minutos en cdmara hdmeda a 37°C con suero normal de conejo a una dilucidn
1:5, decantando el resto del suero y se lavando para colocar en cada corte de muestra un
anticuerpo monoclonal (CD4, CD5, cD25 y €D43) diluido 1:200, el tiempo de incubacidn fue de 1
h. Se lavé el exceso con TBS y se procedid a colocar la Ig biotinilada diluida 1:200 en TBS y se
incubé por 1 h., transcurrido este paso se procedid a lavar de la forma acostumbrada y se
colocé sobre las muestras el reactivo StreptABComplex/HRP ya preparado con 1 h de
anticipacidon, incubdndose durante 45 min, seguido de esto se lavé y se ‘les colocd
diaminobenzidina (DAB) diluida, incubdndose por 20 min., finalmente se lavé con agua f!esfilnda
y se contrasté con hematoxilina de Harris (Hycel) por 15 segundos lavando el: exceso de
colorante con agua destilada y posteriormente con agua corriente, Hquq' es'f_o‘ se les colocé una
gota de medio de montaje (Sigma) para su observacién rdpida al micrbstopio y._ver si fue
suficiente el tiempo de contraste. Una vez obtenido esto, se les coloés una gota de etanol al
70°, 80, 90,96 y xilol por 30 segundos cada paso y se éoloco la 'jesinu sinté?ito (Sigma) y el
cubreobjetos (DAKO). ' : R

Las condiciones que se mantuvieron en esta técnica fueron la incubacién en cdmara

himeda a 37°C y los lavados con TBS e temperatura ambiente.

Pora la observacién en el microscopio los fejidos se dividieron en regiones de la

siguiente manera (Fig. 3):




Apéndice cecal
Vellosidad.- Base, intermedio y punta.

Nédulo.- Base, intermedio y punta.

Bazo

Puipa roja.

Pulpa blanca.

Se tomaron fotos de cade laminilla, determindndose el porcentaje de los linfocitos que
se encontraban marcades con la DAB pleando un an o,

de . imdgenes y el programa

estadistico “Statistica” para posteriormente realizar un promedio de estos.
TINCION VERDE RAPIDO PIRONINA “Y*
La tincién se realizé con 0.5% de Pironina, un buffer con pH de 4.8 y 0.5 % de verde

rdpide a una dilucién de 1:25 en alcohol de 96° La fijacién para esfar‘jécnicq es

preferentemente en fijador de Zenker, aunque se menciona que se puzden:u?ilizdr las

muestras fijadas en paraformaldehido. (Estrada, 1982)

Se utilizé verde rdpido por encontrarse en disposicién en lugar del verde de metilo,
realizéndose la estandarizacién del tiempo y dilucién del colorante, quedando un tiempo de 10
minutos éptimos y una dilucién de 1:25 en alcohol 96°. .

Después de la desparafinacién de las laminillas como se ha descrito, se enjuagaron con
agua destilada, la tincidn con pironina se llevé acabo por 30 minutos, posteriormente se
deshidraté unos segundos en acetona y se colocé sobre la laminilla alcohol metilico para quitar
el reste de acetona, después de este paso se les colocé verde rdpido por 10 minutos. se lavé
con alcohol 96°, 100°, xileno, dos pasos en cada uno de ellos, se dejd secar la laminilla durante
un dia o bien en la estufa de 60° por 1 hora y finalmente se colocé el cubreobjetos con un

medio neutral o resina natural (Estrada, 1982, Gaete, 1996).




Los resultados fueron de la siguiente mancra:

o Cromatina - verde azulado.

o Nucleolo - rojo.

o Citopl de células pl dticas - rojo brillante.
< Baséfilos - verde.

o Bacterias - rojo vivo.
TINCION H-E.

La tincidn se realizéd a cabo siguiendo métodos convencionales segtn Estrada, 1982 y
Guaete, 1996,




Fig. 3. - Corrte histoldgico del apéndice cecal tefido con H-E, en dondc las letras
indican los sitios de conteo de linfocitos en la vellosidad y los ntimeros en el nédulo. Tomada de

Valdivia, 2002.

VELLOSIDAD NODULO

1.- Punta AL Punta
2.- Intermedio B.- Intermedio
3.- Base C.- Base
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RESULTADOS

Cada grupo se inoculé en un solo dia, comenzanda con el inoculo de la cepa K12 y el CST,

después de la cirugia los conejos respondieron de manera favorable, el consumo de alimento y

agua se llevé acabo al siguiente dia en cantidad restringida y se fue  aumentando °

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

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

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

este grupo murié al tercer dia post-inoculacién, presentande diarrea severa,

BIOQUIMICA ¥ QUIMICA SANGUINEA

Cuadro 3.-Resultados de laboratorio de las pruebas de bioquimica y hematologia en los

conejos antes de la inoculacién.

| “wvaromres el "o
R (mm>X10%) 690 610 650 600
Hb  (g/d)) 1 115 1 1.2
Sed (mm/h) o S [+ Q
Ht (%) az 38 36 35 32 35 3s 39.2 | 403
VeMm (f1) 54 &2 55 58 55 49 60 58 67
HGM (pg) 0.16 19 17 16 19 15 19 18 19
lci-GMm (g/d1) 30 30.3 306 27.1 34.1 31.4 313 | 306 | 278
FB (mmY) 5200 | 5600 | 5000 | ecco | 5500 | 5800 | 6100 | 6400 | S200
L (% 25 29 20 23 25 20 26 29 27
M (%) 1 1 o o [e) o 1 o 1
N (%) 72 80 68 75 72 81 75 80 79
E_ (%) 3 2 3 1 1 2 3 3 1
B (%) o o o [ o o o o o
8d (%) 1 2 1 [} 1 1 1 2 1
S (%) 71 75 80 65 72 79 73 81 68
P (g/d!) 5 5.3 5 5 4 5.5 5.6 5 4.9
Ptas (miles/mm?) { 300 300 350 400 300 360 380 33 300
Ret (%) o Q o o) o o o o o
Abreviaturas - GR - glébules rojos. Hb - h. Sed nta. Ht - hematocrito, GB -

glébulos blances, L -

Iinfocitos, M.- monocitos, N - neutrdfilos. E.- eosinéfilos, 8 - baséfilos, Bd - baséfilos en banda, S.- segmentados, PP.~

proteinas plasmdaticas, Ptas.- ploquetas, Ret .- reticulocitos
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Cuadro 4.-Rangos normales de las pruebas de Bioquimica y Hematologia encontrados en los

conejos antes de la inoculacién.

GR  (x 10°/mmY)

Hb  (g/d1) 9.19 - 124 11 o7
Sed (mm/h) 0-55 1.9 22
Hr (%) 31.0-415 36.8 2.4
VGM (fl) 46-70 57.2 50
HGM (pg) 0-22 15.8 5.8
CHGM (g/dl) 26 - 35 30.3 1.9
68 (mm?®) 4800 - 6600 5620 449
% (%) 19 - 30 24.7 3.2
M (%) o-11 05 0.5
N (%) 66 - 83 75.8 4.3
E (%) 1-3 2.1 0.9
-3 (%) o o o
Bd (%) a-22 1.0 0.7
s (%) 63 - 83 73.4 53
PP (g/dl) 38-58 5 0.4
Pras (miles/mm?) 280-410 3023 - 102005
Ret (%) [« o} 0

~ Se utilizé el programa -Statistica® pora calcular l6s rangos normales -
en base a una distribucidn normal con +/- 2 desviaciones estdndar,
tomando en cuenta los datos del cuadro 3,

** X se refiere o la media y S indica la desviacidn estdndar.

TR con |
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Fig. 4.- Técnica quirdrgica para la inoculacidn de Escherichia coll en apéndice cecal de

conejo.

Los conejos inoculados con la cepa K12 se sacrificaron al séptimo dia con cloroformo, al

realizar la necropsia se encontré el aopéndice cecal aumentado de tamaiio., las paredes
adelgazadas con un contenide blance amarillento de consistencia cremosa, en comparacién con
los conejos sanos, el baze se encontrsd ligeramente mds pequefio. €l conejo inoculado con CST
se sacrificd al séptimo dia y al realizarse la necropsia el apéndice cecal y bazo se encontraron
sin cambios patoldgicos aparentes (SCPA), al igual que los demds érganos. Al realizarse la
necropsia de los animales inoculados con la cepa EDL933 se observé que el segmento del
apéndice cecal aislado se encontraba de menor tamafio y con una coloracién roja negruzca,
ademds de tener adherencias con el intestino delgadr;: el bazo presenté una disminucién de

tamafio, los demds érganos se encontraban SCPA.
ESTANDARIZACION DE LA REACCION DE INMUNOPEROXIDASA.

Al observar las laminillas de la estandarizacién de la tincién de Inmunoperoxidasa en el
microscopio y analizador de imdgenes, se determind que la dilucién éptima del anticuerpo
monoclonal fue de 1:200, al igual que de la inmunoglobulina, ya que se pudieron apreciar
fdcilmente los linfocitos marcados, ademds de presentar menor ruido de fondo: los tiempos de
incubacidn éptimos fueron de 5 min. en TBS, 7 min en H20; al 0.6% en metanol al 80%, 30 min
en suero normal de conejo, 1 h con cada anticuerpo monaclonal, 1 h con la Ig bistinilada, 45 min

con el complejo StrepABComplex/HRP, 20 min con el DAB y 15 seg. con la hematoxilina,
TESIS CON 32
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Los resultados encontrados en los conejos control de la reaccién de Inmunoperoxidasa
se muestran en los siguientes cuadros, considerando cada estructura y sus regiones, asi como,

el anticuerpo monoclonal utilizado:

Cuadro 5.~ Praporcién de linfocitos en el apéndice cecal y bazo de conejos control con los diferentes

anticuerpos monoclonales.

AR
60|46]56|62]|71]|59]46|54]64]|67]|54]64]|25|50]20]|53|62])20]41|26
Nédulo Intermedio |52]|49]E8]46]28]46]|44]159]145]|25f33]42]40}38]46]42]59]38}33}|46

unta 42]62[51|27[24]41{60]|55[29{23)26]54]42|47|36]21]|62]|39|58|37
Base 30]29132137|14{28|29131|37|17j43]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]18112{15)10|13|20]{16]18|1412]16]14)20]14|10]14] 9 |17]12

lPulpa roja 31[34]125[39|33]32]33|24[40]|39)29|40]20}21]| 31|28]39]18|25]|33
Pulpa blancao [28]|36|37]|35]25|32]|37{41]36|29)31|47]32]40]|41]29]47|36]38]46

Bazo

o EREE,

Estructurd | Région | o
Base 68]46]61)65]58]59154

INédulo Intermedio [26]|28(|39|27]|23|28]29]31]27]|26[31]|54]54|61]|39|35]|57]49]69]|42
jPunta 29135|23]|49]32]|31|30(25]|50|34149]49]5%|34] 41]44]|42]|54|38]33
Base 56|42(23}38B|64]|54[45[29)39]59]|57140|47{39]{38]|51|41]49|35][32
Vellosidad [Intermedio {27}28}46|34|20]21|27|45|26]25f20]18]20]17{19|19]|15[18}14] 11
[Punta 13|19|24120[17|16|26)20]24] 1939])17|27|24|20]31{14{24|20]|18
Pulpa roja 37|23[18|32|21]|38|23|21|38|16JaB8|24]|18[27]41{36]21]16|28]40
Baze Pulpa blanca |34|39|45]|27]36[29]|34|18| 21137Q60]|48|63|64|57]54]42]61|57|60
“* Los datos obtenidos son pramedio de los cinco campos abservades y analizad por regién, do el tipo de

anticuerpe monaclonat

W
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Cuadro 6.- Valores normales obtenidos con la prueba de inmunoperoxidasa en conejos sanos

de dos meses de edad mencionados en el cuadro 2.

Ndédulo Intermedio 20-65 45.19 | 11.16
Punta 15-70
Base 10-40
Vellosidad | Intermedio 8-30

“Se utilizé el programa Statistica para calcular los ranges normales en base a una distribucién narmal

2 - do en cuenta los datos del cuadro 2.

“*X se refiere a la media y S indica la desvincidn estdndar.

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN

42-72 § 59.39 6.65‘ 3‘4—76 55.26 12:03

Nédulo Intermedio 21-41 28.40| 4.27 25-75 49.09|12.14
Punta 20-54 33.79] 9.05 30-62 44.30| B.46

Base 15-70 44.89[13.30 28-60 42.90| 7.82

Vellosidad | Intermedio 16-50 29.90| 9.07 10-21 17.10 | 2.92
Punta 11-28 19.80) 3.99 10-42 23.40) 7.43

con +/-
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Cuadro 7.~ Valores normales obtenidos con la prueba de inmunoperoxidasa en conejos sanos
de dos meses de edad mencionados en el cuadro 2,

Pulpa roja 22-42 14-44 28.40 7.60
Pulpa
blanca 23-43 4.95 26-50 38.70 670
: 3 U TCDRBI(%)S I FTIUCDA3(%Y v

i . 'Rango®- - : s* I Rango® X' ) s*~
Pulpa roja —1z-az B.64 12-52 2990 | 10.81
Pulpa
blanca 14-48 32.00 8.29 38-68 56.59 6.93

“Se utilizé el programa Statistica para calcular los rangos normales en base a ura distribucidn normal con «/- 2

tdndar, en cuenta los datos del cuadro 4.
**X se refiere a la media y S indica ko desviacidn estdndar.

Cuadro 8.- Proporcién de células positivas a la tincién con verde rdpido - pironina "Y" en los
dos conejos sanos.

Estructur, = . o -
1]t11410j0(2(0{o0 .l é

Nédule Intermedio t1t0}2)1]211]10]112]0
Punta ojojlojojojojojojolo

Base ojojojolotojolololo

Vellosidad |Intermedio |Oflojolo|lolololof1]1
Punta 2lolojojojolof1]1}]2

Bazo Pulpa roja tj2ltji1j12j2fjojoiz2|1
Pulpablanca | 2{1]2|1]2[tf1(2]1]2

~ Los datos obtemdos son de los 10 campos obscrvados y onafizadas

de las célules positivas a la Tincién de verde répido-pironing “Y*
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tincién de verde rdpido - pironina “Y" en el apéndice cecal.

Extructure, %
—= 1.-10 1.90

Nédulo Intermedio 0-2 1.00 0.82
Punta 0-0 0.00 0.00

Base 0-0 0,00 0.00

Vellosidad Intermedio o-1 0.20 0.42
Punta 0-2 0.60 0.84

*Se utilizé el programa Statistica para calcular los rangos normales en base a una

distribucidn normal con 2 desviaciones estdndar, con los datos obtenidos del cuadro

Cuadro 9.~ Valores normales encontrados en los conejos sanos de células plasmdticas con la

*= X se refiere a la media, S indica la desviacidn esténdar,

Cuadro 10.- Valores normales encontrados en los conejos sanos de células plasmdticas con la

tincién de verde rdpido - pironina “Y*” en el bazo.

Organo .. Regién | g 3 o
Pulpa roja “o-2 120 675
Bazo Pulpa
blanca 1-2 1.50 0.53

*Se utilizé el programa Statistica pore calcular los rangos normales en base a una
distribucicn normal con 2 desviaciones estdndar, con los datos obtenides del cuadro

8
* *X s¢ refiere a la medic, S indica la desviacidn estdndar,
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Fig. 5.- Fotografia de un corte histolégico del apéndice cecal de un animal sano, tedida con
H-E, en la cual se indican en que estructura del érganoc se encuentran en mayor cantidad:los
diferentes tipos de anticuerpos monoclonales. En la figura se muestran las regiones donde se
encontraron la mayor cantidad de linfocitos, considerando el cuadro 3, la letra A indica los ~
CDA4&, la letra B indica linfocitos T ademds de linfocitos B en conejos; la letra € indica

receptores para IL-2 y la letra D indica todas las Ty B activados.
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Cuadro 11.- Proporcién de linfocitos en el apéndice cecal y bazo del conejo inoculado con

caldo soya tripticaseina (€CST), con los diferentes anticuerpos monoclonales.

ZESTRUCTURA REGION POSITIVOS* Xo S
Base s50] a6 ]61]s3l67]s54a) 85
INoduto i 43)] 44 J6514a7]12a]446) 146
Punta 4a1] 63 Jeo]zalo6fa28] 183
cp4 Base 25) 29 I32]13019]270} 51
23] 15 fealisf1el196] 62
Punta 13] 17 lis]23l11li6al a7
Pulpa roja [ 17 _J49)271231244] 159
Bazo
Pulpa blanca 21] 20 {33faz]or]l20a) 61
HesSTRUCTURA:|. - REGION - “POSITIVOS® x== | so=
Base a6] 64 J25)3ofoalanal 157
Nodulo 4a] s7 l3olaslsolaa2a} 100
Punta 2s5] 69 |3e]so]3z]s2al 174
cos Base asl 17 Ja3oliel27]274] 119
nt 214 1a Jisliofr7]isa] a0
Punta 11] 13 l1olislialice] 21
Pulpa roja 25) a7 t29l26)avfics] o2
Bazo —1

Pulpa blanca

30]39jas1384 10 2
TIVOS P Suind Se
€3]70]s521588 106

Nédulo intermedio 34130251276 44
Punta 33)4y 361356 65
cD2s Base 281331691470 172
i 3gl26] 354 18 4
[Punta 251271221218 47
iPulpa roja 321251151330 13 8
Bazo
Pulpa blanca 28)33}421312 77
_IREGION Y4+ TIVOS®:: . 3 B
Base 54l66]68] 580 87
{Nodulo Intermedio 3287315815612 162
[Punta 50132341412 83
CD43 Base 50)36J1at18a54 78
19[17(13(662 1 1067
Punta 201181121254 129
Bazo Pulpa roja 34]as]2sj3z2] 110

Pulpa btanca 255 J21113]30] 728 102.4
< Los datas obtemdos son de 105 cinco campos abservados y analizados por

region del ammal k con CST. el tipo de anticuerpe
monaclonal.

-+ X sc reficre a la media y S indica ka desviacién estdndar.
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Cuadro 12.- Proporcién de células positivas a la tincidn con verde rdpido ~ pironina "Y* en el

conejo inoculado con caldo soya tripticaseina.

POSTTIVOSSRI| X
ol1 >é 1 2 1 |1.20]0.84
Nédulo Intermedio 1joj1y1 2 |1.00]0.71
Punta 111 1]0 1 |0.80}045
Base ojJi]1r}11 1 |o.80)}0.45
Vellosidad | Intermedio 1]o|l1}o0] O |oa4ao]oss
Punta 2lo0]of1 2 11.00[1.00
gazo Pulpa roja 1{1]64f1 2 |2.20|2.17
Pulpa blanca 411|3]12 3 1240|134
= Los datos obtenidos son de los campos observados y analizados de las células

positivas a la tincién de verde rdpido-piranina "Y*.
** X se refiere o la media y S indica la desviacidn estdndar.




Cuadro 13.- Proporcién de linfocitos identificados en el apéndice y bazo de conejos

inoculados con la cepa de Ecolr K12 con los diferentes anticuerpos monoclonales.

Regién Positivos*(%) - x| s
17[20]z3[1a]11]1e]25]27[36]0]21]37[28] 15[ e |38.1| 5.9

Nédulo  [intermedio __|24129]38]|19]40)27132]a0]27]a3]27[3z[a2]6]as|z1.7 ] 86
17]14[16[25)23|19]12]19]|29]27|22]17]12]|23|25|20.3]| 6.7

Cba Base 12]|20][1a]22]12]17]22]20]26]19]10]23]16]22]12]18.4| 2 4
Veliosidad |intermedio | 18]19]20]10]13]23][17}28}16{18]18]19]20]23|28] 193] a8

Punta 12{15]13] o [21]19]16|15]16]|26]16]19]20]23l12} 16 8] a6

Bazo Puipa roja__|28|25]1a]18]22130]28]12]16]21133|20f18]24[37]23 7] 7 3

Pulpa blanca [76|45]59|32|331{72142153]31]39]77]141{52]39]|30]48.1116.3

\'

Estructura Regién U 'Positivos(%a) - coe el .
|Base 51136]48167]43|55]38]42]71]148]59]43}153]70{44]512}11.2

Noédulo Intermedio a2]|48]57[38]40]47{42]59{44{33]46]49]61[32[49[4a58] 86

Punta 65|48145]|59]38]61]44]49162]39]69]40]41163]139]50.8]11.1

cos Base 32}37]48}62136]130]38|41}67]41]139141}44{60]42]43 9110.9
Vellosidad Intermedio 13[16]34132]25117]19]3742]38]56]12]41]22]29]{288}12.7

Punta 31[24][18[13]34]133}127 15{a6§26.3]/ 92

Bazo Pulpa roja 15{28]33135]27119|25
Pulpa blanca l36[43]31]24{49]31]49

31421282 7.9
26]52]376J111.5

Estructura Reglén ST positives - T X]s
28119[16]21136]32121119[27[33[32]21(19]22139}25.7} 7.2

Noédulo 70]58]48}50]|69]65[51]145]56]77]|73]|61)39l56]66]58.9111.1
32]27126{45[30§34121}29]|49]37}135]29]34]46|32]33.7] 7.8

cb2s 19]11]23}16]26]20}13]26]12]31]23]18]26}21}29]|209] 6.2
Vellosidad intermedio 25130[34112J24(29(37129[17128§29133[36]24129{27.7]16.7

Punta 13]40{34118130}119]46]33]16]38]15]46]32]119}33]|288111.3

Bazo Pulpa roja 16|32]27]112]21]11]39]21]19]31]18]34132]17|20]23.4] 8.5

Pulpa blanca |37]45]59]42]62]39|49163]48170 24148.7111.9

Estructura Regién_ - : -Poslitivos*(%) L oo AIx1s
Base 20435|26{21{13|2g|32]38]22]19]22}38|21]17]16|246] 8.0

Noduto Intermedio 17]32]24]35122)19]32]24]35]|22]21]143]27}37]|47|239.1] 9.0

Punta 67]71]50]|63|64]67|33]|52}60]|73}74]79}53|23|4a3][58.1]15.9

cDa3 Pase 1jof2lof2]z2]a1]21{19]a12[2]4a [9[35]103]13.1
Vellosidad Intermedio 26]23]|40]30]21]121]29]42]37]131]23]56}41]26}19]31.0{10.3

Punta 6|l7]19}15]3}12]18]26]21] 96 ]9 ]24]39]4]|132}10.3

Bazo Pulpa roja 8 |11]39)15]| 6 t 9 {19]26]12]15] 2 |33§12]36|4 |15.1 100

Pulpa blanca [46]52[37{35[32|50|53]37141125{54{12]47{56(24{40.1|12.9

< Son los datos obtemdos dc los 15 campos observadas por rcgian de los conejos snocutados con la copa K12,
considerando el tipo de anticuerpo manoclonal

= X se reficre a la media v la 5 indica la desviacidn estdndar




Cuadro ‘14, - Proporcién de'células positives a la tincién con verde rdpido - pironina “Y* en los

conejos inoculados con la cepa de’ Escherichia coli K12.

Estructura N, . Positivas®(%) . X | s~
2|e 2|17|1{4l4] 6 |3]|1]|3]|0]1]|O] 3.20 2;57

No’dulq' Intermedio 514 2|3|71110) 6 |20 1)2]|3]1] 3.87 | 3.02
L T lPunta 3)5|114)1|8]|2]|2}4 j0]O{3]|2]1]|0] 240 | 2.20

N ; Base 2j1j1[1joj2[1f1]O|3[3]1{1|O|1]| 1.20 0.94
Veiloéidad o Intermedio 4fi1l2]1j114{2]|of 1 jOoj4a[O]1]|O|O]| 140 1.50
Punta 1113111)0)1)2)13] 5]11})14]2)1012]1) 167 1.40

Bazo Pulpa roja 7]2|2|5]|8]1|0o]1] 3 |1]2]|0)0|2]0| 2.27 | 2.52
Pulpa blanca 1|3]ojof1]|1]|3]{2y 3 |0O|3]4]|1})212]| 1.73 1.28

* Datos obtenides de los conteos de los 15 campos observados en las regiones de cada estructura de fos

conejos.

** X indica la media y la $ indica la desviacién estdndar.

Cuadro 15.- Proporcién de células positivas a la tincién con verde rdpido - pironina Y en los

conejos inoculados con la cepa de Escherichia coli EDLY33.

ftivos(%) -
2a[ 6 [31]11

Nédulo Intermedio 20)z24]21]8 20}25(13.80] 8.16
Punta
Base 1410|1917 1111217 }9.27 | 4.18

S5|913 |11
13] 2 |14}5 6|4 |15] 893 (| 4.28
6f1]|5]|8|t1j10(12]18]{10.80| 6.75

Vellosidad |Intermedio

7
6
18{11]15]6| 5 116|13| 11.00 | 4.55
2
4
9

jPunta

o| of w] v] o] ®f o]t
=
o

Pulpa roja 5 |14i28|12]18]| 6
Bozo

Pulpa blanca | 17|39 7 {13}120|34117|15]12|29]|9|8|20(10| 6 |17.07] 9.98

* Datos obtenidos de los conteos de los 1b campos observades en las regiones de coda estructura de los
conejos.

** X indica la media v la S indica la deswiacidn esténdar
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Cuadro 16.- Proporcidn de linfocitos en el apéndice y bazo de conejos inoculados con la cepa EDLS33

cen los diferentes anticuerpos monocionales.

et B Poslitivos X | S

21}16119%a3})33]110118] 15 14116121 118]133] 228 85

151331019114 121]110)130] 6 20)130]16115127}1 182 ] 86

12117129121 110) 5 11 i) 1611211012324 143 71

9 12123126141 5 6 1 3 4 l19]12701312814a5] 157 122

1421012135130 4 1 2 4 3 12j14)27131129] 1598 120

jPunta 26116121 f12]16 1220 6 J14a]12]14]3a)16)29]18]29]190] 77

Bazo PulEa o3 2111411331126 ) 6 11 3 3 13124127133 1391281 1958113

Pulpa blanca 12f16121319fj32]11} 7 5 [ 4 J23j17419 )21 2_5( 1591 83

Estructura ’ Repisn ; ; X | 5o
iBase 332531 )s8824120071127]1654]20]4a5]71921}a09]2a]388}178

Nédulo Intermedio 31148 ] 39 .&ﬁ' 36142149151 145]130135]42129]150) 405 73
Punta 43|50 3795237443158 14a9]41f30]37]s50]29]s53]39]<30] 82

cos |Base 353318127133 132121127123 20}19]|15)132]120f21]251 £S5
Vellosidad (ntermedio 25]20]10)17 1373212641210} 12f20]|16)12)21]i5]202) 89
Punta 19]1alislza 1921 )33f1s5]21 10192521016 ]2 196 55

Bazo Pulpa roja 29140121 120133141411 16}2683333]142)117332]127]285] 89
Pulga blanca 3514212704632 ]131]45)]41]127134121)133]30]49]53] 354 82

. .Estructura Rogién - "= " __ Positivoat(%) -~ o Xo= | 5o
35]43]618763a47] 3 2 4 5 3771270

Nodulo 32)43120129]311171 9 10115 2330111
33125 'ﬁ__ﬁ_g 31118113116 ]24 20€ 1163

co2s 39151132 ]14a6]|57] 4 S 1 2 1 43 | 51 2981211
Vellosidaa 3ai}s57]134)43]149] 1 2 3 6 114127133 2601177
Punta 35 ii_}_ﬂ' 261 6 4 9 5 7 12121 2151151

Bazo PulEa roja 37)25)131146]15813]1 9 5 4 1045127 2461148
Pulpa btanca 29]37]115]136143] S 3 4 8 2 }J30]31 2121140

Estructura _Regién . . R TN Positivos(% - ixwe | gew
Base 60 | 40 76152142139 175 | 80 ] 35145 5731169

Nodulo Intermedio 35133127 6 |24 130]28)33 5 21i3al3c)30)112f23]1246 a8
[Durlla 221734 )l1al15]2v118]30f18)15421 1191311180101 202 67

cpa3 Base 27143139 'zg 48129136 34251420434 |21135]129]151]1354 89
A intenmnrdio 14 7 7 16]120]1a] 8 5 18l20)1161 9 j23f12]125] 143 62
[Punta 8 3 11124151 9 3 1212v 11610 j12111 021150327 61

Bazo Pulpa roja 60853)4a0az]a2})ss EQ 3slasizelds]ls1]ar]ao)33laaz] 108
Pulpa blanca | 26 130 28|s54)15]25]32]21]a8]1a)26]31]27)151]1261303]11.9

~ Los dotos obtemdos son promedio de los campos abservados por regién de los amimales inoculados ceon la cepa
EDL933, considerando el tipo de anticuerpo monacional

** X indica ks media y la S la desviacién estdndar
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Cuadro '17.- T de student realizada comparando los datos de los conejos sanos y los

conejos inoculados con CST, la cepa K12 y EDL 933 de Escherichia coli.

Eatructura | Regién CST XY . EDLS33 T B
051 0.00 000 -
Nodulo 0.93 0.00 000
o.88 000 000 ~
1
D4 Base 0.72 oo 0.00
intermedio 0.61 0.66 0.50
Punta 045 012 0.24
Pulpa roja 014 000 000
Bazo [Fuparola
Pulpa blanca 017 0.00 001
Estructura Reglén csT K12 7 EDL933"
091 071 0.10
Nodulo 0 60 0.70 0.23 f
098 0 8s 0.09 o
cos Base 080 085 ©0.00 a-
Veliosidad  [intermedio 072 024 001 -
Punta 047 [sXs}] 0.00 hiind
Putpa roja 034 oss 095 u
Bazo
Pulpa blanca 095 050 078 U
Estructura Regién cst K12 LUEDLEIS Tl P - et
089 003 0.00 u-
Nodulo 074 018 000 | Lnd
070 045 098 =
co2s Base 0 80 006 000 U
Vellosidad  lintermedio O 44 0.54 0.50 U
Punta 040 0.73 0.02 n=
Pulpa ro)a 029 069 0.36 u
Bazo
Pulpa blanca 086 038 0.00 N
Estructura Regién csT [ # . i eoie3s e
Base 066 b 0.00 u-
Noédulo intermedio %4 y- 000 u-
Punta o 51 U 0.02 [
cDaa Base 057 [0 000 8-
Vellosidad  |intermedio c18 3 000 n-
Punta 071 4= 001 u-
Pulpa ropa 025 [ 0.00 u-
Bazo | — —
Pulpa blanca © 00 n U © .00 4~

* Indica diferencios significativas (p«005) entre los animales sanos y los demds grupos en el confeo de linfocitos
encontrados por cada estructura y sus regiones Lo prueba estadistica se realizd con el programa “Statistica™

411 sndican 5 102 infoci1tos marcados disminuyeren o aumentaron en cantidad.
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Cuadro 18.- Diferencias significativas entre los conejos inoculados con la cepa K12 y

EDL933 de Escherichia coli.

FRegien s P | AM JEstrectura EBL933 ] P
Base T CCE ™~
- Nédulo Intermedio| 0.00 =~ Nédulo Intermedio 0.08 n
» Punta 0.02 [l Punta 0.04 =
g Base 0.42 n Base Q.00 =
CD4. |-Vellosidad | Intermedio] 0.32 n €D5 | Vellosidad |Intermedio 0.04 o~
Punta 0.35 U Punta 0.02 -
Pulpa roja 0.23 n Pulpa roja 0.93 =
Bazo Pulpa Bazo Pulpa
blanca 0.00 n= blanca 0.75 i

AN

Nédulo Intermedio 0.00 n~ Ndédulo Intermedio
Punta 0.36 n Punta
Base 0.13 H Base
CD25] Vellosidad | Intermedio| 0.75 i | CD43| Vellosidad |Intermedio
Punta 0.15 o Punta
Pulpa roja 0.79 u Pulpa roja o] u=
Bazo Pulpa Bazo Pulpa
blanca 0.00 o= blanca 0.04 -

= Indica diferencias significativas (p<O.

05) entre la cepa K12 y la EDL 9.

3, mostrando el

efecto de cada una

en las diferentes regiones y el tipa de anticuerpo monoclonal utilizado. La prueba . estadistica se reclizé con el

pragrama “Statistica”

L/ indican si los infocitos marcados disminuyeron o aumentaran en cantdad.
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Cuadro 19.-T de student realizada para los dates de las células plasmdticas marcados
en los conejos sanos comparando con los conejos inoculados con CST, la cepa K12 y EDL933 de

Escherichia coli,

Reg! : > K12 ol B 3 R
Base 0.878068[ N 0.025900 ‘ﬂ" 0.000536 =
Nédulo Intermedio 1 = 0.007849 | i~ | 0.000059 | N~
! Punta 0.000053| N~ 0.002291 = 0.000000 =~
Base 0.000053| n = 0.000558 - 0.000000 =
vellosidad [Tntermedio 0.445508] N 0.022485 n=~ 0.000006 =
‘ Punta 0.428925] N 0.041657 i~ 0.000004 i~
Bazo Pulpa roja 0.205534| N 0.210291 \ 0.000186 =
Pulpa blanca |0.079525| 1 0.592002 n 0.000061 =~

= Indica diferencies significativas (p«0.05) entre los animales sanos y los demds grupos en el
conteo de células plasmdticas encontradas por cada estructura y sus regiones. Lo prueba
estadistica se realizd con el programa statistica.

UM indican si los linfoci marcados Y ] on en cantidad.

Cuadro 20.- T de student comparativa entre las cepas K12 y EDL 933 para las células

plasmdticas.

Base 0.000158
Nédulo Intermedio 0.000135 | N~

Punta 0.000000| N~

Base 0.000000| fi*

Vellosidad | Intermedio 0.coo008/ n=
Punta 0.000001 | N~

Pulpa roja 0.000086 | N~
Pulpa blenca | 0.000002) N~

Bazo

* Indica difercncias significativas (p0.05) entre la cepa K12 y la EDL 933, mostrando el efecto de cada una en las
diferentes regiones en los células pl iticas. La prueba di: se reahzé con el programa statistica.

UM indican si las ) marcados dismi on o nen
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Fig 6.- Poblacion de linfocitos marcados con CD4
en los diferentes organos de los conejos
inoculados
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BEDLI33
OoK12

Nédulo Vellosidad Bazo

Apéndice cecal

Los datos se obtuvieron del promedio de las células marcadas con el €D4 en los

diferentes érganos de los conejos.
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Fig 7.- Poblacion de linfocitos marcados con CD5
en los diferentes 6rganos de los conejos
inoculados
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Los datos se obtuvieron del promedio de las células marcadas con el €D5 en los

diferentes érganos de los conejos.
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Fig 8.- Poblacién de linfocitos marcados con
CD25 en los diferentes organos de los conejos
inoculados
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WEDLS33
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Apéndice cecal

Los datos se obtuvieron de! promedio de las células marcadas con el CD25 en los

diferentes érganos de los conejos.
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Fig 9.- Poblacion de linfocitos marcados con
CDA43 en los diferentes organos de los ccnejos
inoculados
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Apéndice cecal

Los datos se obtuvieron del promedio de las células marcadas con el €D43 cn los

diferentes érganos de los conejos.
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Fig. 10.- Poblacion de linfocitos B en los
diferentes organos de los conejos inoculados
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Los datos se cbtuvieron del promedio de las células marcadas con la tincidn de verde

rapido- piroruna “Y" en los diferentes organos de los conegos.
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Fig. 11.- Corte histolégico del bazo de un conejo sano con la reaccién de inmunoperoxidasa, en

el cudl las flechas indican las células marcadas con el anticucrpo monoclonal CD43.

Fig. 12.- Corte histoldgico del bazo de conejo inoculade con CST con la reaccién de
inmunoperoxidasa, en el cudl las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo

monoclonat CD43.
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Fig. 13- Corte histolégico del bazo de conejo inoculado con Escherichia coli K12 con la reaccién

de inmunoperoxidase, en el cudl las flechas indican las células marcadas cen el anticuerpo

monoclonal CD43.

Fig. 14.- Corte histolégico del bazo de conejo inoculadeo con Escherichia coli EDL933 con la

reaccign de inmunoperoxidasa, en el cudl las flechas indican las células marcadas cen el

anticuerpo monoclonal CD43.
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DISCUSION

‘Los resultades que se mucstran’ en el cuadro 3 y 4 ref:i'enfes a'las ‘pruebas- ‘de
bioquimica y hemnfolog!a en los :onejns antes de la moculacién snn rnuy similares a los rnngos

establecidos en un exp:rumenfo previo realizade por Valdmu (1995) en nuas?ro estudm sélo se

confirmé la baja de GR Hb y Hto después de la inoculacién de Iu c:pn EDL 933 (resuhodos no

mostrados) para corroborar el efecto de la inoculacién como Io muasfru Vald:wa (2002).

Durante la estandarizacidn de la técnica de Inrﬁuﬁope};oxiausa el control de la humedad
de la cdmara debe ser lo mds preciso poS|b|=, ya que con demasnnda humedod se condensa el
agua y puede mferferu‘ con la reaccién y por otro, lado un poco humedud provocaria que el
ivos (Gyles, 1986; Sfefnn. 1998).

anticuerpo se secara resultando en falsos-posi

Siguiendo la técnica convencional de- Gaete: (1996) para la tincién de verde metil -

ironina “Y*, no se logrd una visualizacién correcta de las icas, debid
P log P

a'que el

verde de metilo desplazaba a la pironina de manera casi total, por lo cudl se decidié probar la’
tincién con el colorante verde répido a una concentracién de 1:25 en u!ccholQS": consiguiendo’’
con esto uno adecuada observacién y contraste entre las células plasméffcas Vy-otr'as‘célﬁlus :

presentes en los tejidos. ' -y

En lo reaccién de inmunoperoxidasa se establecieron en base a los d&fbshb'ta‘n’ida's' por
el analizador de imdgenes (Image-Pro Pius) y el conteo manual, los rahgos normales. para el
apéndice cecal y el bazo con sus estructuras y regiones por cada tipo de anticuerpo mﬁnoclonnl
( cuadros 5, 6 y 7). no se pudo realizar la comparacién de los valores normales obtenidos por no
haberse encontrado literatura que citara estos datos, ya que los diferentes autores
{(Weinstein y col..1994. Dasso y col.,, 2000: Lanning y col., 2000) sélo mencionan que se han
encontrado centros germinativos de células B, mezcladas con células T y éstas van aumentando
con la edad del animal, ademds no se han reportado datos que sirvan de pardmetros de
referencia en conejos, por lo tanto, no tenemos referencias comparativas, con lo cudl,
podemos decir que estos valores son de suma importancio por establecer los rangos normales

para futuras investigaciones.
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En estos mismos resultados para los conejos sanos (Cuadros.6'y 7) podemos observar
que la mayor poblacién de linfocitos con mur’cqje‘sz encuentran en Ia purfe basal del nédulo,

donde destacan los linfocitos CD4, esto s lo contrario a Io ebservcdo por Dasso Y. ‘col (2000),

donde menciona que a la primera semana de edad de Ios coann- las ‘elulas posnf-vus con este

marcador se encontraban en mayor cunfldad en la punfo del nédulo. con besfo se puede decir

que tal vez al aumentar la edad de los cone_;os y a ocumulacnén de

linfocitos T cambia de ser en la punta a enconrrarse en'la buse comport ase como un plucu

de Séiler. Las placas de Peyer (PP) son grandes ‘masas nfoldes pru fes ‘en las paredes

intestinales, su epitelic contiene células especializadas como son las células M (célulns con

micropliegues) estas captan antigenos de la luz intestinal y son eflcaces células prcsentndoras

de antigeno, presentdndolos a los linfocitos contenidos en: la placa. Se hun 'bservado dos

agrupaciones de estas, PP ileales (se encuentran de manera predomlnan?c en el

n)_forrncmda .
un solo agregado continuo de foliculos linfoides, sus foliculos linfoides se encumtrnn‘sepur‘ndof
por una vaina de tejido conectivo y sélo contienen linfocitos B. La otra agrupac-kéyn "son las PP
yeyunales que tienen foliculos en forma  piriforme, separados. por un"amﬁliio fejido
interfolicular y contienen hasta un 30% de linfocitos T. Las PP ileales desaparecen conforme el
animal va madurendo, mientras que, las PP yeyunales persisten en toda la:vida del animal
(Tizard, 2000).

De la misma forma en la base de la vellosidad se encontré la mayor cantidad de células
positivas a los marcadores, estas van disminuyendo conforme avanzan hacia la luz del apéndice
cecal; esto cambiaria al momento de presentarse un antigeno, ya que los linfocitos T tienden a
dirigirse a la mucosa intestinal, lo que revela el uso de adhesinas (“directinas®) vasculares
especializadas para determinar los patrones de migracién de los linfocitos. (Abbas, 2000;
Tizard, 2000). En cuanto al bazo, la mayor cantidad de células con marcaje se encontraron en
la pulpa blanca, principalmente con fos anticuerpos monoclonales CD5, €D25 y €D43, los cudles
marcan subpoblaciones de linfocitos B y linfocitos T: receptor de IL-2(células B y linfocitos T
activados) y linfocitos B activados, linfocitos T y NK respectivamente. Todo esto nos indica
que la organizacién de los linfocitos encontrada en nuestro estudio para el bazo es lo misma a

la reporteda en la literatura, donde se menciona que en la pulpa blanca se encuentran los
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linfocitos B y rodedndolos se localizan los linfocitos I, lo cudl es normal fisioldgicamente

hablando en conejos sanas (Abbas, 2000;Tizard, 2000).

En la observacién al microscopio del apéndice cecal de los conejos tefiido con IP,
corroboramos la existencia de una mezcla de linfocites Ty B, la mayor cantidad de linfocitos
encontrados son del tipo CD4 y se acumularon en la base del nédulo linfoide:  esto concuerda
con lo descrito por Roitt (1989) para una placa de Peyer: asi mismo se menciona que al principio
el apéndice cecal se comporta como un érgano linfoide primario semejante a la b‘olsu' de

Fabricio en las aves, realizando la maduracién de linfocitos B, ya que los foliculos del apéndice

y la distribucién de los tinfocitos presentes a las 6 de nacidoses similar. con’la
morfologia de la bolsa de Fabricio, sélo que el apéndice no involucinnn,corﬁo esta; édnque la
bolsa de Fabricio no se considera totalmente un drgano primario ya que: contiene una
estructura donde se encuentran linfocitos T, lo cudl es légico que se encuentren presentes Yu :
que estos producen sustancias que son necesarias para la proliferncién y.activacién d: los
linfocitos B. La bolsa de Fabricio es un érgano de muduruclén R4 dlfarencluclon dz Ius células

del sistema productor de anticuerpos, los lmfocutos 8 proliferan con rapldz . sin emburgo, del -

90 al 95% mueren por apoptosis también de una munerﬂ rapldu (T'zar'd 2000)

La concentracidén de linfocitos T en e| apéndxce de los ummnles de dos me_ses de edad
se encuentran de manera difusa en el organo con‘l’rnrlnmenfe con; Io dcscrn’o pcro la bolsa de .
Fabricio. Conforme el apéndice va madurando se mcrementu en gr‘an cnntldad Ia poblumén de
linfocitos T principalmente los CD4 en todo el 6rgano, lo enconfrado en _este experimento
concuerda con los datos obtenidos por Dasso y col. (2000); Wemstem (1994) menciona que
conforme el conejo va madurando, el apéndice cecal cambic. morfolégicamente y en la
distribucién celular hasta llegar a convertirse en un drgano linfoide secundario como lo es la
placa de Peyer; y dado que los animales en este estudio tenian dos meses de edad, lo
encontrado es similar a lo descrito por diversos autores (Weinstein y col, 1994; Vajdy y col.
1998). Ademds de esto, Weinstein menciona que el apéndice cecal también es similar a la placa
de Peyer ileal de las ovejas, aunque estas van desapareciendo con la edad del animal: aunado a

esto Tizard (2000) menciona que este tipo de placa sélo contiene linfocites B, por lo cudl, es




mds aparente la similitud que tiene con PP yeyunales (Pospisil y col, 1998: Lonning y col, 2000:

Tizard, 2000).

En los resultados de los cuadros 6y 7, especfficamentb ‘para linfocitos en el apéndice
cecal, la mayor contidad de células se refieren.a llnfoc:fos T cooperndores (CD4) asfo es, ’

congruente ya que este tipo de linfocito cumple una funcaon clavc en'el reconucm\lenfo del

antigeno para el desarrollo de la respuesta mmunologica, : focufo ﬂcnz;dns,

subpoblaciones de acuerdo a las citocinas que producen Thlfz cudt szcrefa IL 2 ,IFN-y yi

TNF-B durante las primeras horas que siguen aila® s?cmulucién por el anﬂgenu. actuan o

principalmente en la activacién - de mncrdfcgos Y. como. células auxullcrc par'

diad,

inmunor iones i por célul Los linfocitos ThZ secrctun de munern carncterlsflcu I

IL- 4, IL-5, IL-10 e IL-13 varios dfas desp : dela’ 'r icidn al anﬂgeno y a [o IL-

(secretada por macréfages, células dendriticas y ulgunos linfocitos), ademds de que esﬁénula la
proliferacién de linfocitos B y la secrecidn de mmunoglobulmas (Roiit, 2000: Abbus 2000,
Tizard, 2000).

Aunado a esto, suponemos que la disminucién de los CD4, involucran a los lir{focifds Thl :
y el marcador €D25 (linfocitos T activados, células B 'y monocitos) los cudles juegan un papel‘
importante en la activacién de dichas células, puesto que al unirse la IL-2 con el receptor. de .
esta, las células que lo tienen se activan para poder establecer y continuar la- respuesta:

inmunitaria. Se encontrd que la cantidad de células con marcaje de CD25 es muy similar a la de

los linfocitos €D4, prebabl te por su relacién fisioldgica: esta IL-2 actla entonces con el
antigeno y con los linfocites T para inducir la respuesta de los linfocitos B, estos tres
estimulos juntos hacen que los linfocitos B comiencen a dividirse. Este fenédmeno por si sélo no -~
es capaz de inducir la produccién de anticuerpos y para terminar el proceso de activacién, los
linfocitos B que responden (activos) deben ser activados por IL-4 e IL-5 procedentes de los

linfocitos Th2 (Tizard, 2000).

Los valores obtenidos en los marcadores CDS y €D43 son muy similares dando un grado
de mayor confiabilidad a la prueba, ya que ambos marcan todos los linfocitos Ty células B: por

otro lado la menor contidad de células encontradas en el apéndice cecal son referidas como




linfocitaes T en general, células NK y células B activadas (CD43). aunque el rango es mucho mds
amplio que para los linfecites €D4, debido a la mayor cantidad de células que marca, ademds
de no poder: diferenciar las células NK de los linfocitos para un mejor contec de estos, y a
pesar de esto la disminucién en la marcacién es muy importante al desarrollarse la respuesta

inmunolégica (Abbas, 2000; Tizard, 2000).

En cuanto a los valores normales de células plasmdticas encontradas por la tincién de
verde rdpido-pironina Y, se observan en los cuadro 7 y 9 que de igual manera la mayor cantidad
de poblacién linfocitaria se encuentra en los centros germinativos del bazo, lo cudl concuerda
con lo descrito en la literatura (Tizard, 2000) La mayor cantidad - de células plasmdticas

(Cuadros 7 y 8) se encuentran en el nédulo Y uen una dlstrubumén similar a los linfocitos T

"‘aclén en la base, no asi en la

que van de menor concentracién en la punfa
estc, el nédulo es la porcién

ta_inmune humoral contra

‘llevar los linfocitos hacia la

En el conejo inoculado coniCST:
significativo sobre el tipo de Imfo:nos en el upénd ce cecnl Y bazo (cuodro 11), con la reaccidn
de inmunoperoxidasa y la tincién parn células plnsmcmcas (cuadro 12). El dnico efecto
observado fue en el marcador CD43 en la pulpa blcncn del buzu (cundro 17). éste marca todos

los linfocitos T, macréfagos. granulocitos, células NK, plaguetas y linfocitos B activados, por la

gran cantidad de células que se colorean en:lar ién de. Inmun peroxidi . estos datos
pueden ser debidos a que el CST contiene algunos cémponentu lo suficientcmente antigénicos
{caseina) capaces de provocar una respuesta en el bazo. El conteo de células plasmdticas en el

conejo inoculado con CST aumento en los dos drganos, donde se encontrd diferencias

estadisticamente significativas en la punta del nédulo y la base de la vellosidad en paracién
con los animales sanos (cuadro 19), esto pudo haberse suscitado porque al ser un medio rico, las

bacterias de la flora normal lo aprovecharon y provocaron una respuesta inmune de tipo
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humoral, o bien el mlsmo CSsT. pr‘ovoco una rspuesfn inmune en buse a sus componentes. Se

puede decir que fue ‘un verdadero- confrul nzga?lvo en este: GXPZ('IH’\G"IYD, lo cual es muy

‘m\pormnfe para fener- un exp rurnmfo més f-dedugno (Abbas '2000; T‘zurd 2000)

) En Ias cone_;os moculndos con l' pa EDL933 la cuél provoca ‘una’ dnsmmuclon de
linfocitos ., (Vold-vm, 1995, ZOOZ).

Imfocnarnu anconfrndn con los dlferenf

Iogré reahznr la comparac:cn de. es?a d-smmucvén

n?:cucrpos monoclonales en nuesfro 5tudro ya que

no encontramos en la Ilfera?uro nada espec u:o, pucsto que ‘la muyor!a de los autores séln

mencionan una destruccion masiva’ de lmfocn?os destruccién de. nzufréfl sy ma:réfogos por

Ics esfudlos

medio del mecanismo de apoptosis (Watson y col. 1996 Marcato y col.: 2001) E

realizados por Pérez y col. (1991) con nifios se utlllzé un solo mar'cador (< 4) d celulns T. |gual

al del presente estudio pero para valorar los lmfocutos T circulantes ol lgual que de células 8,

hobiéndose encontrado la deplecidn linfoide en cuan?o a lmfoc-fos Ty :I oummto de célula# B,

en individuos infectados con £ coli O157:H7."

Como se puede observar en el cuadro 17 y fig 6, con el armcuerpo manoclonul CD4 (43
cooperador) existieron diferencias S|gn|facuflvas en ?odo el nédulo Y lq bnse dc Ia vellos-dad
del apéndice cecal en los conejos inoculados con las cepas K12 y EDL933; esto parece indicor
que la endotoxina (LPS) de ambas cepas es la involucrada en la 'disminucién dé este tipo de
linfocito, que siguiendo con el comportamiento inmunolégico 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 estadisticamente significativas en el intermedio y punta del nddulo, indicando que
realmente en estas estructuras el dafio es debido a la Stx o a otros factores auxiliores de
virulencia presentes en la EDL933 y no sélo af LPS (Abbas, 2000: Roiit, 2000) La distribucién

de los linfocitos encontrada en los animales sanos bio en los animales ir lados con la cepa

de & coli EDL9I33, ya que este tipo de linfocito (CD4) parece que emigro en la vellosidad de la
base a la punta, puesto que se encontraron mayor cantidad de células marcadas en el
intermedio y en menor cantidad en la punta, asi mismo, en los conejos inoculados con la cepa
K12 también se incremento la cantidad de células marcadas 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 Iinft;cifos r'éaccionaroh de: manera fisioldgica contra un
antigeno, no asi con la cepa EDL933 donde se puedz observar el numanfo de la lleguda de los
linfocitos hacia la luz del érgano, esto indica que pudue_w_n 5fm- llegando’ linfocitos de otros
érganos: - en . contraste..en el nédulo’: las - células. ,marcha’s .con la_cepa . EDL933 tienen
aparentemente la misma distribucién que en'los éonéjiis sc;nos ‘y cri los conejos inoculados con
la cepa K12 se encontré un aumento en ‘la”dist bucnan de los Imfocntns en el intermedio del
nédulo: en este caso, se puede obsu'var que el nédulo es la estructura linfoide donde no existié
tanta pérdida’ de linfocitos, o bien, pudleron l|egur linfocitos de otros drganos adyncentes
Estos datos son de tomarse en cuenfo dado que este tipo de linfocitos (€D4) ayudan a la
proliferacidn y diferenciacién de los Imfocttos 8 (T'-zard 2000). Pérez y col (1991) mencwnu
que los linfocitos T circulantes dnsmmuyen y al mismo_ tiempo los linfocitos 8 oumeman enla
fase inicial del SUH y se va normalizando ‘conforjrne Transcurre la enfermgdad, tal vez esta

baja de linfocitos T circulantes se deba a que estos se trasladan al intestino para ayudan en la

respuesta inmune.

explica la disminucién de los linfocitos CD4, yo que um sub

que producen la IL-2 'y los. Th2 producen :la IL-4 r'esp

diferenciacién de linfocitos B (Abbas, 2000).

En cuanto al anticuerpo monoclonal €D5 en’ el mismo  cuadro 17 y fig 7 podemos
observar que existieron diferencias significativas para la cepa K12y EDL 933 de Escherichia
coli en la punta de la vellosidad corroborandoe la accién de la endotoxina (LPS): asi mismo
dnicamente la cepa EDL933 presento diferencia en la base e intermedio de la vellosidad y aqui
podemos decir que la exotoxina (VT) que tiene esta cepa es la que provoca esta diferencia, ya
que se sugiere que esta desencadena una respuesta humoral y el anticuerpo monoclonal marca

subpoblaciones de linfocitos B (Abbas, 2000; Tizard, 2000).

Lo distribucién de estas células marcadas (CDS) no cambié en los conejos inoculados

con la cepa EDL933, en la vellosidad en comparacién con los conejos sanos, sin embargo tanto
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en el intermedio como en la punta de la vellos-dad el marcaje se increments; esto debido tal

vez a la llegada de otras células al te_udo. En les conejos inoculados con la cepa K12 no se
élul en la lNlosidad, las

observd ningin cambio en cuanfo ‘aiila drstr- u:nﬁn de las

de la VT, puesto que esta endotoxina se

encuentra en las dos cepas lnoculadcs y en'las dos s bservé uqd disminucidn.

Para el anticuerpo monbcional cD25" fmércé‘los 'linfo?ifos T ac}ivndos, células B) se
observa la accién de la endotoxina sélo enfja bgﬁ‘e,'del nédulo del apéndice cecal, esto parece
indicar que puede ser debido a qu‘e‘ fa: mduto*iﬁé provoca una r;eaccién de tipe celulur y
concordando con el cuadro 6 ia rﬁnyor j;ér:fé:ae iinfocifds T se eﬁcugnfran en esta regién (fig.
8): la accién de la exotoxina se ve en el intermedio del nédulo, base y punta de la vellosidad y
fa pulpa blanca del bazo, de igual manera la baja de esta poblacién se nota mds en los cenejos
inoculados con la cepa EDL933,- sin'dejar a una ledo que también con la cepa K12 se
disminuyeron pero en menor -cantidad.” En“'cuanto "a la distribucidn de estas poblacionés
(linfocitos T activados, células B). en los conejos inoculados con la cepa KIZ,'ﬁfe'murcadnr

aumento en el intermedio del nédulo y punta de la vellosidad, con la cepa EDL 933, no cambio.

En el mismo cuadro 17 y fig. 9 con el anticuerpo monoclonal CD43 (Linfocitos T, NK y

células B activadas) se observan diferencias significutivas_;&e;(d' accién de la cepa EDL933
ellosidad: en las demds regiones tanto del

dnicamente en la base del nddulo y intermedio de ta
apéndice cecal y el bazo la accién pudiera. deberse a la endotoxina ¢ algin otro factor de

virulencia. El cuadro 18 conforma el importante papel de la exotoxina en el desarrolle de la
enfermedad y la respuesta inmune, ya que existieron diferencias significativas entre la cepa

K12 y la EDL933 con los anticuerpos monoclonales principalmente €CD5 y €D43, donde esta la
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mayor cantidad de diferencias debido a que estos mqrcm{ mayores pobluciunes’de linfocitos B

encargados de la inmunidad humoral (Abbas, 2000; Roaiit, 2000).

La distribucién de estas pobla:uones Imfocnurms (CD43) con Ia cepa EDL933 no cambio

en el apéndice cecal, sin embargo en el bazoAse

germinatives del mismo indicando una respuzst del

incrementadas las poblaciones en el intermedio de la

se ha mencionado a la migracién hacia la tuz: En cuant

vellosidad, de igual manera esto se observé en los animales moculado s.con la cepc EDL933

donde también el gumento se encontrd en el bazo: en el pnmer caso e aumento de estds

células es légico, puesto que estas células plasmdticas se orlgman de Ilnfocn?os B eshrnulados

por el antigeno y como se vio en nuestro experimento en le opéndlce cer.al hay una cantidad

considerable de éstas célul las cudles son ides.y tienen 8 a.9um. de dlamefro poseen un

nicleo excéntrico redondo, con distribucién desigual de In cromnhno. Tienen abundante
citoplasma rico en reticule endoplasmdtico rugoso, asi como un aparato de Golgi grande. La
secrecién de inmunoglobulinas de cada célula tiene idéntica especificidad de unién al antigeno

que el infocito B progenitor (Tizard, 2000).
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En el segundo caso, como se aprecia en el cuadro 19, ademds del qﬁmen?o de células
plasmdticas en al apéndice cecal, también se observé un aumento estadisticamente significativo
en el Buzo, debido a que éste érgano el principal lugar de las kspué_sfué inmunitarias frente a
antigenos que viajan en la sangre, su estructura confiene m-ﬂ_’.riolué' pequedfas’ que’ estdn
rodeadas por linfocitos, llamados vainas linfoides periarfzrl;olures. estas ;e 'e'ncuantlran unidas
a los faliculos linfoides, algunos de los cudles contienen centros’ 'gzrmianivos. Las vuiﬁas
contienen principalmente linfocitos T, siendo las dos terceras partes de linfocitos CD4 .y una i
tercera de CD8, los foliculos y los centros germinales son zonas qué contienen prinﬁordialrﬁen?e
células B. Cuando es encontrado un antigeno, las células T activadas de las vainas linfoides
migran hacia la zona marginal, mientras esto ocurre las células B migran en direccién opuesta
encontrdndose en la trayectoria, la interaccién célula-célula es mayor y como ya se mencioné
las células €D4 juegan un papel importante en la activacién y proliferacidn de éstas células. En
el cuadro 20 se puede corroborar que ia cepa EDL 933 provocé el mayor aumento de células

plasmdticas en el bazo y apéndice cecal de los conejos (Abbas, 2000).




concLstdNes

El efecto en la |noculacmn experlrnental de. Escher/ch/a coli EDL933 en el apéndice

cecal de conejo, ocasmno d-sm-nucuon en el numerc de GR Ia concenfraclan de Hb asl como, Iu

del Ht,

apéndice :ccul de la S|gu-ente form

En conejos’ sanos de 60 dfus dz edad lus Ilnfoc: os se dasfrnbuyeron en el bozo y el

El CD4 ‘se encuenfra en la basz del nédulo ) gp’iu vellosidad ‘en,mayor proporcién,y

dusmmuyendo huciu la pun?a del en Ic| que
para el nédulo, En el bazo hay rncs célulus dc este tlpo en la pulpa blunca.
El CD5 se encuentra en'la punfus dcl nédulu cn rnayar cantidad y ‘en‘la vellosndud éste -

se encuentra en la basc de la vellosadud En ‘bazo la mayor cantidad se ¢ncucn1ru en

la pulpa blanca.
El marcaje con €D25 se enconfro en mayor cunf ad en la base. del nédulo Y de igual

manera en la base de la vellcsudud En’el azo'la’ mayor canﬂdad se: encontro en Ia pulpu

blanca.

idad del &

marcaje, con ' la cepn EDL933 en zl bazo s disrmnuyo ‘lo cunl fue esfadl’sncamente

significativo (p<0.05) en la pulpa ro_gu y sucedlo lo contrario en la pulpa blanca.




E! marcaje con el. €D5 auments siendo esfadisﬁcamenfe significativa (p<0.05) en la
base e intermedio de la vellosidad ¢on la cepa EDL933: enla punfa de la vellosudad con las

cepas K12 y EDL933 se aumentd.

arcaje del CDZS en el

rwamenfe ® ;
azo. con iy;vib&s i:ejms’se

Con'la cepa EDL933 sc uumcnfé sngm
intermedio del nodulo, punta de 1a vellusndud y la pulpa

disminuyd la cantidad de este mnrcador en la base dg

ca wame}) e;(ﬁ;‘b.os)"»e'
base del nsdulo,

En los conejos inoculades con larrcépva' EDL933 aum,

marcaje con el CD43 en el mfermedlo de ia vgllo dad.y s dlsmmuyé en l
. termedio del nédulo, bnse Y

con aimbas cepas se- dis

al igual que en el bazo;
punta de la vellosidad, asi como en la pulpa blanca

,on la lnoculacuon de

cunvamente (p<0 05) sdlo con

Las células plasmdticas aumentaron sugm

ambas cepas, en el apéndice cecal; En el bazo aumenfo signif
ia cepa EDL933, con la cepa K12 se mcrern:nta ‘el marca_]z de células plusmnﬂcas, pero no

de manera significativa,

Se deberdn realizar =xp=rimentos‘pu’rra’ crlmmcr cuales son’ Ics fncfor'es que estdn -

involucrados en la disminucién de.linfocitos y s Vestu d n‘l_,ucnin u por efecto directo o

indirecto de la verotoxina o el LPS de la cepa de’ Escher/c/"a ca/l enferohemorroglca
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APENDICE

PREPARADO DE SOLuconEs W

E! fljador de Zenker se preparo con 59 de mercurlo, 2.5g9 bicromato de potasio,
1g de sulfuto de sodlc faculfaflvo 100m| de ugua dasﬂladu, antes de utilizarse
se ogrego acudn acéflco glacml 5 rnI ‘de Iu :olucmn la flJacnon fue de 6-18 horas

Yy frunscurrldo esTe ﬂempo se lavé con ngun Iu muzsfra un tiempo al menos igual

al de la fijacién; cuando no se mcluye n Ias muasfrus de inmediate después del

lavado se colocaron en etanol al 70°
Paraformaldehido, se pesaron 4g de purafcrmaldehido a los cudles se les agregd
100 m! de agua destilado a 60°C y se colocaron en una platina en agitacién y con
calor hasta que se disolvié pzrfectnmenfe bien . el paraformaldehido (Gaete,
1996). i - :

TBS, 0.05mol/L de Tris/HCl y 0.15 mol/L de HCL 7.6.- se disolvieron en 1000"
ml de agua destilada 6.05g de trisma base y pos?er-ormante se QJUSYé el pH ‘a

7.6 mezclando 8.76g de Na Cl en la solucién.

0.6% de peroxndo de hidrégenc en metanol al 80%;"

hizo una dilucién 1:5 a la anterior con metancl para ob?enerla 6'/.y el
metanol como esta al 100%, queda al 80%. : ; o
Suero de conejo normal a una dilucién 1:5, por lo: ténfnr se’tomaren 200
microlitros de suero mds 800 microlitros de TBS y se obtuvo un volumen final
de 1 mililitro (Serotec).

Anticuerpo monoclonal a una dilucién de 1:200, se tomaron 100 microlitros de
anticuerpo y 900 de TBS para tener una dilucién 1:10, de esta se tomaren 100
ul y 900 ul de TBS para tener 1:100 y finalmente se realizé una dilucién doble
teniendo 1:200 (Serotec), esto se realizé igual en la inmunoglobulina biotinilada

(DAKO).

TTRETS CON
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= El complejo (StrcpfABComplex)bsz utilizé de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, tomando una gota de: cada reactivo 'y mezcldndalo en 5 ml de
Tris/HC| con un pH de 7.6. Esta solucién fue ‘f:stoblé solo por 3 dias. (DAKO)

< La solucién de Diaminobenzidina 'se" realizé . con .. media :vpvas’f’villq (6g

aproximadamente) diluida en 10 rﬁl de Tris con 1 ml de Hgdz al 3%» (Sigmn).
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