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RESUMEN

Escherichia coli es un agente patdgeno muy importante tanto en humanos como en animales, el patotipo de
E. coli enterohemorragica, ademas de ser el causante de colitis hemorragica en humanos, enfermedad de los
edemas y colibacilosis en porcinos y Alabama rot en perros, es causante de una enfermedad en humanos que
puede llegar a ser mortal denominada sindrome Urémico Hemolitico.

Torres ?

cred dos mutantes de E coli 86-24 por medio de la insercion de un transposén en diferentes partes
de su genoma, dando como resultado una cepa deficiente en la enzima lisina descarboxilasa (P9C12D4) por
poseer el transposon insertado en el gen cadA, y otra cepa deficiente en la produccion de fimbrias enroscadas
también llamadas curli (P9C8D1), por poseer el transposon insertado en el gen csgD. Ambas cepas, aunque
deficientes en diferentes elementos, resultan ser hiperadherentes en células Hela, cascarilla de semillas,

racimos de alfalfa y células CaCo-2.

En este trabajo se busco el caracterizar la patologia clinica, lesiones a la necropsia, histopatologia, y
hemograma de dos cepas mutantes creadas por Torres ¥ POC12D4, P9C8D1 y su cepa silvestre 8624, en el
modelo de inoculacién en apéndice cecal de conejo utilizado por Valdivia ”, buscando encontrar un aumento
el la intensidad de lesiones por parte de las cepas mutantes ya que son hiperadherentes y no poseen represion

de sus genes de virulencia.

Al finalizar el experimento, se pudo presenciar un aumento de la intensidad de las lesiones por parte de las
cepas mutantes tal y como se habia hipotetizado. En el caso de la cepa P9C12D4, este aumento fue muy
severo en comparacion a la cepa silvestre 8624, teniendo un aumento marcado en las lesiones a nivel
glomerular, una disminucion del tamafio de los foliculos linfoides de la submucosa del apéndice cecal y de la
pulpa blanca en el caso de el bazo; hablando de las alteraciones en el hemograma, se pudo observar, a
diferencia de los individuos inoculado con otras cepas, una monocitosis muy marcada, llegando asi, a crear la
hipotesis de que el nivel de lesiones encontradas es, en parte, proporcional al aumento de monocitos en
sangre. Asi mismo, a diferencia de las cepas de referencia, 8624 y P9C8BI1 tuvieron una virulencia
moderadamente mayor; como en el caso de P9C12D4, se pudo encontrar un aumento de monocitos en estas
cepas, pero asi también de neutréfilos, por lo que se sugiere que, en menor grado que la monocitosis, pero
también la neutrofilia, es un parametro que puede ir ligado en cierta medida con la intensidad de las lesiones
encontradas, al menos utilizando el modelo de inoculacion en el apéndice cecal de conejos, pero mas estudios

se deberan de realizar al respecto para puntualizar los hallazgos aqui encontrados.



INTRODUCCION

BREVE HISTORIA

Escherichia coli fue descubierta en 1885 por el Dr Theodor Escherich durante su investigacion
sobre bacterias en las deposiciones de nifios. Desde su descubrimiento, E. coli ha sido el caballo de
batalla de los bacteridlogos. Esto es en gran parte porque es facil de cultivar, manipular y
caracterizar; consiguientemente, el organismo ha sido muy utilizado en genética microbiana para
clonar el material genético de otros microorganismos como parte de procedimientos para aprender

. : 1
mas acerca de los mecanismos para su control. (19)

La industria alimentaria también reconoce la importancia del organismo y desde los primeros afios
de la década de 1900 ha sido utilizado como indicador de contaminacion fecal en el agua y la leche.
En la actualidad, la inclusién de este organismo en muchas especificaciones de los productos

. . ., . . e, . . 1
alimentarios también reconoce su valor como indicador del estado higiénico de los alimentos. !”

El Dr Escherich, en 1885, descubri6 esta bacteria, pero su nombre original no fue el actual, en ese
entonces, el género fue denominado Bacterium y la bacteria se le nombr6 Bacterium coli commune y
no fue sino hasta 1964 que Wilson y Miles, en su obra Principles of Bacteriology and Immunity
renombraron a este género con el nombre de Escherichia en honor a su descubridor, y se le asign6 la

especie coli ya que el colon es el habitat principal de esta bacteria. '

Para el afio de 1987 ya se conocian otras cuatro especies de Escherichias (blatta, fergussonii,

bermannii y vulneris). '”

Actualmente, ademas de ser utilizada ampliamente en bacteriologia, se considera también a E. coli
como un agente etiologico de diversos cuadros clinicos tanto gastrointestinales como
extraintestinales, tanto en animales como en el ser humano, en ocasiones, estas infecciones pueden
llegar a ser fatales, razén por la cual se han desarrollado numerosas investigaciones para dilucidar

exhaustivamente el comportamiento de este microorganismo. %9
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TAXONOMIA

El termino genérico Bacterium fue utilizado por el Dr Escherich para describir el amplio grupo de
bacilos no esporulados Gram negativos que se encuentran en el tracto intestinal del hombre y de los
animales, en las plantas y en la tierra, y que llevan una existencia saprofitica, comensal o

pa‘[(')gena.(1 0

El genero Escherichia fue descrito en 1964 como organismos mdviles o inmdviles que se ajustan a
la definicion de Enterobacteriaceae: Bacilos asporogenos Gram negativos, con frecuencia moviles,
con flagelos peritricos, facilmente cultivables en medios ordinarios de laboratorio, aerdbicos 'y
facultativamente anaerdbicos, todas las especies fermentan la glucosa con formaciéon de 4cido o de
acido y gas, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, todos reducen de nitritos a nitratos, oxidasa
negativos, catalasa positivos, tipicamente pardsitos intestinales del hombre y de los animales,
ainque algunas veces se pueden encontrar libres o en otras partes del organismo y presentan las

caracteristicas bioquimicas especificas (Tabla 1).

Tabla 1
Caracteristicas bioquimicas de E. coli
Prueba Porcentaje de positividad en la reaccion
Produccion de indol 98
Rojo de metilo 99
Voges-Proskauer 0
Citratode Simmons 1
Sulfuro de Hidrogeno 1
Hidroélisis de Urea 1
Fenilalanina desaminasa 0
Lisina descarboxilasa 90
Arginina dihidrolasa 17
Ornitina descarboxilasa 65
Motilidad(36°C) 95
Hidrolisis de gelatina (22°C) 0
Fermentacion de sacarosa 50
Fermentacion de manitol 98
Fermentacion de dulcitol 60
Fermentacion de adonitol 5
Fermentacion de sorbitol 94
Fermentacion de arabinosa 99
Fermentacion de rafinosa 50
Fermentacion de ramnosa 80
Fermentacion de xilosa 95
Fermentacion de melibiosa 75
Brooks,2005
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Las enterobacterias poseen una estructura antigénica compleja, se han clasificado mas de 150
antigenos somadticos O (lipopolisacaridos) termoestables, mas de 100 antigenos K (cépsulares)
termolabiles y mas de 50 antigenos H (flagelares). 'V (Fig 1)

Figura 1
Antigenos de las Enterobacteriaceae

Flagelos (H)

Cadenas laterales
de
lipopolisacarido

)

Céapsula (K)

Modificado de Brooks,2005 y Bell, 2005

El genero Escherichia fue admitido en la familia Enterobacteriaceae en 1984, describiendo las
caracteristicas del biotipo principal de E. coli y para 1987 el genero Escherichia ya contenia cinco
especies: E. blattae (aislado del intestino posterior de la cucaracha Blatta orientalis), E. fergussonii,
E. bermannii y E. vulneris. Desde el punto de vista bioquimico todas estas especies son distintas a £

coli. 19

En base a la homologia del DNA, E. coli y cuatro especies del genero Shigella deberian de ser

consideradas una especie tnica. "% (fig. 2)
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Figura 2
Parentesco del DNA de E. coli y de algunos otros géneros de las Enterobacteriaceae
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Los numeros representan el porcentaje aproximado del parentesco (Bell,2000)

Las infecciones causadas por Escherichia coli estan divididas en dos grandes grupos: infecciones

intestinales y extraintestinales. ®*

Las infecciones extraintestinales son especialmente infecciones abdominales (peritonitis),
infecciones de heridas, meningitis neonatal, bacteriemias e infecciones urinarias (cistitis pielonefritis

y prostatitis). ®*

Las infecciones intestinales, son divididas en seis patotipos: Enteropatogena (EPEC),

Enterotoxigénica (ETEC), Enterohemorragica (EHEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enteroagregativa
(EAEC) v, la recientemente descrita, Difusamente Adherente (ECDA). %10
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VIRULENCIA
Ademas de los factores de virulencia y adherencia comunes a todas las enterobacterias, las E. coli
causantes de infecciones poseen otros medios para crear dafio, algunos de estos elementos de

patogenicidad se mencionan a continuacion:

Capsula.- Ciertas cepas de E. coli que causan diarrea en becerros y cerdos, producen abundante
lipopolisacarido que puede ayudar en la colonizacion del intestino. Estudios sobre mutantes
espontaneos no generadores de este polisacarido sugieren que el material capsular contribuye a la
formacion de microcolonias que se unen al epitelio intestinal. La capsula en cepas invasivas, puede
servir como un elemento antifagocitico. Dentro de las cepas que causan septicemia en humanos, se
tiene una gran prevalencia de la presencia de la cépsula de tipo K1, atin mas, las cepas que poseen

. . . 1
K1, son mas virulentas en modelos animales que las cepas negativas a este elemento. (10)

Membrana celular.- El lipopolisacarido (LPS) de la membrana celular estd involucrado en la
virulencia, particularmente en las cepas invasivas de E coli. E1 LPS es el mayor constituyente de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas. La mayoria de las actividades bioldgicas de la
molécula de LPS se lleva a cabo en el componente del lipido A, pero la cadena externa que
constituye al antigeno O, es también un factor importante en la interaccion con el hospedero. El
LPS estimula a los macréfagos y a otras células a producir un gran rango de citocinas y causar
profundos cambios en el hospedero. La induccion del factor de necrosis tumoral (TNF) y la
interleucina I (IL-I) por el LPS pueden ser los causales de algunas de las alteraciones que son
observadas en el Sindrome Urémico Hemolitico. Asi la fiebre y la coagulacion intravascular
diseminada son muy prominentes dentro de la sintomatologia de la enfermedad septicémica debida a

E coli. 1

Las proteinas de la membrana externa pueden contribuir a la virulencia. TraT es una lipoproteina de
la membrana externa especifica de ciertos plasmidos de tipo F; le confiere resistencia a la accion

bactericida del suero. 1

pilis.- Los pilis o fimbrias, son delgados filamentos proteinaceos que se proyectan desde la

superficie de la bacteria y les confieren propiedades de adherencia a los organismos.

14



Tipo 1.- La mayoria de las E coli, sean patogénas o no, poseen pili Tipo I, el cual es
relativamente largo (2 um) y lleva a cabo la adherencia en superficies diversas, incluyendo
las células sanguineas de Tipo A de humano y cuyo. Este pili aparentemente no es un factor
de virulencia en las enfermedades entéricas, pero parece contribuir a la virulencia de los

patogenos de tracto urinario.'*”

K88 (F4).- El pili K88 fue el primer pili de £ coli descubierto. Cepas de ETEC de porcinos
que poseen el pili K88 son capaces de adherirse eficientemente a la mucosa intestinal de
lechones, asi manteniendo poblaciones muy elevadas en el intestino. El pili K88 promueve la
colonizacién particularmente en la parte anterior del intestino delgado de lechones.
Receptores especificos para la union de este pili se encuentran en el epitelio intestinal, los
lechones carentes de estos receptores son resistentes a las enfermedades causadas por K88
pero son susceptibles a infecciones por ETEC con otras adhesinas. El gen del receptor K88

. T . . . 10.1
es dominante e individuos homocigotos recesivos son resistentes. %'

K99 (F5).- El pili K99 es similar en estructura y funcion al pili K88 pero es encontrado en
ETEC de porcinos, ovinos y bovinos. * '? Tipicamente, el pili K99 se encuentra en ETEC
con capsulas muy abundantes de los serogrupos 8, 9, 20 64 y 101. Al igual que en K88 Ila
produccion de K99 estd mediada por un plasmido y por temperatura y la adherencia se da
con células intestinales de animales jovenes. La cantidad de K99 producida por cepas del
grupo O101 es considerablemente mayor a la de otras cepas pertenecientes a otros

serogrupos O. (14.10)

987P (F6).- Este pili estd determinado por un plasmido, se encuentra en las ETEC de bovinos
y porcinos de los grupos O9 20, 101, y 141 los cuales son asociados con diarrea de neonatos.
Se ha reportado que un locus de 9 genes adyacente al gen que codifica para la toxina
termoestable codifica las proteinas necesarias para la sintesis y expresion de éste pili.

Algunas cepas de ETEC porcina son capaces de expresar tanto este pili como el K88. %%

F41.- Ademas del pili K99, el K41 frecuentemente se encuentra en cepas de ETEC bovinas y

porcinas de los serogrupos O9 y 101. F41 también se encuentra en cepas ETEC de bovinos y
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porcinos carentes de K99, K88 y 987p; éste parece ser el responsable de la colonizacion del

intestino de cerdos, corderos y becerros. %

» Antigenos del factor de colonizacion I y II.- Son los mejor caracterizados de muchas de las
adhesinas que promueven la colonizacion en cepas de ETEC en humanos. Estos pilis
mediados por plasmidos son antigénicamente diferentes entre ellos y entre los pilis que

.y . 10
promueven la adhesion en otras especies. ”

= Vir.- Ha sido identificado en un pequefio nimero de cepas de E coli que causan septicemia
en becerros y corderos. Estas cepas poseen el plasmido vir que codifica para una toxina y
para un antigeno fimbrial de superficie. La toxina es letal para animales de experimentacion,

pero no existe informacion acerca de la significancia de la fimbria. '

» Curli.- Una de las cepas problema de este trabajo se generd con una insercion de un
transposon en el gen csg el cual codifica para la produccion de estas fimbrias. Algunas cepas
de E coli recuperadas de cepas de vacas mastiticas producen esta fimbria delgada y
enroscada la cual es capaz de unirse a la fibronectina. Se ha planteado que este pili juega un
papel muy importante en la adherencia de la bacteria a las células epiteliales de la glandula
mamaria, pero la evidencia actualmente existente ain no ha podido comprobar este
planteamiento. Las fimbrias enroscadas también han sido asociadas a ciertos aislamientos
patogénicos en aves. (10.12.13) paton reporta en 1998 que las cepas de EHEC O157 H7 no

poseen esta fimbrias “”

M

, aunque el aislamiento por Tarr de la cepa 8624 O157 H7 si posee

dichos elementos.

Enterotoxinas

= Toxina Termolabil (LTs).- Las cepas enterotoxigénicas de E coli han sido caracterizadas
para humano, bovino y porcino. Solo las cepas de ETEC de humano y porcino, tienen la
capacidad de producir LT. La accién basica de esta toxina es estimular la adenilato ciclasa
del epitelio intestinal. Los elevados niveles de AMP ciclico dan como resultado una

hipersecrecion de electrolitos y agua."
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Toxina Termoestable.- Esta toxina posee dos principales variantes, ST I y ST II. ST I, esta
caracterizada por inducir la acumulacion de liquido en el intestino de ratones lactantes que
han sido inoculados por via oral con dicha toxina. Este es el unico tipo que generalmente
producen las cepas ETEC pertenecientes a bovinos, por el otro lado, ST II es producida por

algunas cepas de ETEC porcina. (10)

Verotoxinas (Toxinas de Shiga).- Konovalchuck, en 1977, observo que las cepas de E coli
aisladas de heces humanas provenientes de casos de diarrea, producian una toxina similar a
la producida por un tipo de Shigella dysenteriae (Tipo 1) denominada toxina de Shiga (Stx),
la que resultaba citopatica para las células Vero (células de riién de mono verde africano).
Posteriormente esta toxina recibi¢ diferentes nombres, tales como Toxina Shiga-Like, SLTx
0 Verotoxina. En 1978 Koster y col. propusieron que una toxina circulante fuese la causa de
la colitis, hemdlisis e insuficiencia renal presente en nifios con Sindrome Urémico

Hemolitico (SUH)."?

Las toxinas de Shiga producidas por Shigella dysenteriae tipo 1 y E.coli comprenden una
familia de multi-subunidades, genética y estructuralmente relacionadas. Las toxinas
parecidas a Shiga se clasifican de acuerdo a la similitud antigénica con Stx. Aquellas cuya
actividad citotoxica es neutralizada por antisuero para Stx son llamadas como Stx-1, en tanto
que las que no son neutralizadas con este antisuero son denominadas Stx-2. Existen también
subtipos de Stx-2, similares antigénicamente hablando, pero con marcadas diferencias en su

actividad biologica, reactividad serolégica y union al receptor. '

Las Stx se unen a las células blanco a través de un glicolipido neutro, globotriacilceramida
(Gb3) y globotetraocilceramida (Gb4) y producen una inhibicién de la sintesis proteica en las
células blanco a través de la actividad de una glicosidasa-N especifica de las subunidades A
de la toxina que actian en un sitio adyacente a la adenina 4324 en el componente 28S del
rRNA de los ribosomas eucariontes. Las células de los epitelios del glomérulo humano son
sensibles a los efectos citotoxicos de Stx, en especial cuando la exposicion al TNFa
incrementa en la superficie celular la expresion de Gb3 ya que éste act@ia en la unién e
internalizacion de la toxina por endocitosis. La composicion de dcidos grasos y la longitud de
la cadena de fosfolipidos de la Gb pueden jugar un rol importante en la distribucion

intracelular y en los efectos biologicos de la toxina. '
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Las dosis subletales de Stx pueden también alterar la produccién de mediadores vasoactivos
provenientes del endotelio, tales como la endotelina y oxido nitrico los cuales a su vez
pueden contribuir a cambios microvasculares tales como la colitis hemorragica y el SUH.
Ademas, las células que han sido afectadas de manera no letal presentan una alta
susceptibilidad al ataque de polimorfonucleares activados. Las células mesangiales, las
células epiteliales de los tibulos renales, los monocitos y las lineas celulares derivadas de los

monocitos, son también susceptibles a los efectos toxicos de la Stx. !?

» Hemolisina.- La alfa hemolisina es producida por ciertos serogrupos de E coli causantes de
diarrea y enfermedad de los edemas en porcinos. La presencia de hemolisina en aislamientos
de infecciones extraintestinales en humanos es también bastante comin. Se ha sugerido que
el rol de la hemolisina en la presentacion de infecciones extraintestinales es de elevar los

niveles de hierro circulante en el huésped. !?

» Factor Citotoxico Necrotizante.- Una toxina proteica producida por un pequeiio numero de
cepas altamente virulentas de £ coli O78:K80 que son septicémicas para becerros y corderos,
fue originalmente llamada toxina vir y demostrada como letal para ratones, pollos y
becerros. Recientemente, la toxina vir, se ha demostrado como un miembro de la familia de
toxinas llamadas factor necrotizante citotoxico (CNF) siendo renombrada esta toxina como
CNF2. Ademas de CNF2, existe CNF1 la cual es una toxina aislada frecuentemente de
infecciones extraintestinales en humanos. Ambos tipos de CNF inducen una multinucleacion
de las c¢lulas Hela, y causan necrosis a la piel del conejo. CNF1 ha sido reportada como
asociada a la alfa hemolisina codificada cromosdmicamente en cepas de E coli recuperadas

de perros con diarrea. '

SINDROME UREMICO HEMOLITICO (SUH)

El SUH es un cuadro caracterizado por la combinacion de insuficiencia renal aguda (IRA),

trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica. ¢3¢

Afecta tanto a nifios como a adultos y estd causado, en la mayoria de los casos, por cepas de

Escherichia coli verotoxigénica (VTEC) siendo la mas frecuente la del serotipo O157:H7 atinque
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otros serotipos han cobrado importancia en los ultimos afios, como el serotipo O:111 en

Europa.(35 36)

La patogénesis del SUH es compleja, y la enfermedad se atribuye en especial al efecto citotoxico
por inhibicion de la sintesis proteica que producen las toxinas de Shiga (Stx) ®¥. Luego de ingresar
la toxina a la circulacion, se une al receptor Gb3 (Globotracilceramida) de las células endoteliales
(principalmente en el rifion) lo que provoca inicialmente entrada de liquido a la célula y
posteriormente la liberacion de citocinas inflamatorias, anticuerpos anticitoplasmaticos de los
neutrofilos, factor de necrosis tumoral e interleucinas. *¥ En los vasos sanguineos se produce
ulceracion endotelial con depodsito de fibrina, las plaquetas se activan y adhieren a dicho sitio
generando trombosis y alteracion de la funcidon del organo blanco. Principalmente se afectan
intestino, rifion y sistema nervioso central. ©” Se observa caida del filtrado glomerular debido a la
microtrombosis, llevando a la retenciéon de urea, creatinina, acido urico y fosfatos. Debido al
consumo de plaquetas se produce trombocitopenia, con aparicion de hemorragias espontaneas. La
interaccion endotelial-plaquetaria y el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares agrava ain
mas el dafio endotelial. Se produce anemia hemolitica debido a la destruccion de los glébulos rojos

en la sangre al circular por los vasos dafiados. ©*

En la infancia tipicamente es precedido por un cuadro de dolor abdominal y diarrea acuosa y/o
sanguinolenta con un promedio de 6 dias de evolucion previos al diagnéstico. ***” Pueden asociarse
vomitos y fiebre. ®® Posteriormente el paciente se vuelve més irritable, presenta palidez, petequias y
purpuras. Evoluciona a la oliguria o anuria y, si fuera tratado con exceso de liquidos, puede
presentar un cuadro de sobrecarga hidrica acompaniado de edema, aumento de peso, hipertension y
congestion pulmonar. **** Las manifestaciones neurologicas incluyen convulsiones, ataxia, letargia
y coma. El aparato gastrointestinal puede sufrir infartos, intususcepcion, perforacion, prolapso
rectal, apendicitis o hepatomegalia. ®* ** % La triada clinica fundamental del SUH consiste en
insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica microangiopatica y trombocitopenia. Constituye la
principal causa de insuficiencia renal aguda y la segunda causa de insuficiencia renal cronica y de

transplante renal en nifios de Argentina. ©°
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ANTECEDENTES

En el 2003, Torres y col. (2), se dieron a la tarea de buscar y caracterizar, todos los elementos
involucrados en la adherencia de E.coli O157:H7 a cultivos de células epiteliales. Esto fue realizado
mediante la insercion del transposon (Tnp) EZ::TN <R6Kyori/KAN-2> (EPIBIO™) en diferentes
regiones del genoma de E. coli y después seleccionando a las colonias de cepas mutantes que
poseyeran caracteristicas diferenciales de adherencia a células HelLa en comparacion con la cepa
silvestre 8624, la cual fue aislada por primera vez por Tarr y col. en un brote de colitis hemorragica

con varias presentaciones de SUH en Washington ")

. De estas cepas mutantes se obtuvieron, entre
otros, los mutantes P9C12D4, con la insercion del transposén Tnp en el gen cad después del
nucleodtido 1642 de 2190, inhibiendo la produccion de la enzima lisina descarboxilasa I (LDI); ésta
cepa es hiperadherente en células Hela y Caco-2. También se obtuvo la cepa mutante P9C8B1, ésta
posee el transposon (Tnp) insertado en el locus csgD después del nucleotido 67 de 651 del gen csg,

inhibiendo la codificacion para formar fimbrias enroscadas y posee una capacidad ligeramente

menor de crear biofilms en medio minimo de glucosa que la cepa 8624. @

En ese mismo trabajo ¥, Torres encontrd que al realizar mutaciones en el gen csgD, encargado,
entre otras funciones, de regular la produccion de curlina y fimbrias enroscadas, lograba obtener una
mayor adherencia de esta cepa a cultivos celulares HeLLa y Caco-2, obteniendo algo muy similar a la
insercion del Tnp en el gen cadA, el cual codifica para la lisina descarboxilasa y se ha sugerido que,
ademads de eso, es un gen “antivirulencia” que regula la actividad de virulencia de las bacterias en
situaciones normales por medio de la descarboxilacion de la lisina hacia cadaverina aparentemente

. [ ., . . . . 2.1
inhibiendo la expresion de ciertos genes putativos de virulencia. (.19)

Se realizd otro trabajo concerniente a estos dos genes y sus propiedades de hiperadherencia al
momento de ser inhibidos, el cual, fue llevado a cabo por Torres y Jeter en 2005 ?°, en dicho
estudio, se investigd la capacidad hiperadherente de estas cepas en diferentes superficies tales como
racimos de alfalfa, cascarilla de semillas, placas estériles de PVC y cultivos celulares, encontrando
que el mutante en csgD fue hiperadherente en los racimos de alfalfa, semillas y cultivos celulares,
pero no fue capaz de formar biofilms en placas de PVC, por otro lado, la cepa P9C12D4 fue
hiperadherente en todas estas superficies y ademas si fue capaz de formar biofilms estables en placas

de PVC.
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Se han desarrollado estudios en relacién a la funcion del gen cad4; Patrice Moureau en 2006 “V
reporta que la actividad del gen cadA no es solo como un gen regulador de la lisina descarboxilasa,
sino también de como la actividad de esta enzima ayuda a la bacteria a sobrevivir el pH del
estomago y las condiciones adversas encontradas a lo largo del recorrido por donde pasa la bacteria,
favoreciendo asi la colonizacidn del intestino grueso. Por otro lado se ha encontrado que el gen cadA
en Shigella flexneri inhibe la produccion de dos enterotoxinas y que la presencia de la cadaverina,
uno de los productos de la actividad de la lisina descarboxilasa (codificada en el gen en cuestion)
causa una atenuacion de la virulencia de esta bacteria *?. Se ha especulado que este gen puede ser

responsable de la modulacion de la actividad de virulencia de E. coli. *?

Con lo que concierne al gen csgD, gen que codifica para la activacion de la transcripcion del operon
csgBA, el cual a su vez codifica para la produccion de las subunidades de las fimbrias enroscadas de

. . . . . . 23,22,25,2
E. coli, ha sido sujeto de numerosas investigaciones. **2%2%26)

Primeramente es conveniente subrayar una de las caracteristicas especificas de las colonias de E.
coli deficientes en la expresion de fimbrias enroscadas (también denominadas curli), éstas, tienen la
capacidad de fijar la tincion Rojo de Congo, por lo que en un cultivo con este colorante, una colonia
capaz de expresar curli formara colonias de color rojo y por el contrario, una cepa que no exprese
estas fimbrias formara colonias de color blanco. ®? Utilizando esta caracteristica diferencial de estas
colonias, Torres @, pudo seleccionar a la cepa que recibio la insercion del transposén en el gen csgD
denominandola P9C8B1.

(40)

Paton ™, menciond en 1998 que el serotipo O157:H7 era un serotipo que de forma natural no

producia este tipo de fimbrias; por el contrario, en el trabajo de Torres

se utilizo la cepa 8624, una
O157:H7 que si expresa curli; tal el es el caso que asi se pudo diferenciar el mutante de la cepa que

la origino.

Las fimbrias enroscadas ademas de su funcion de formacion de biofilms, son capaces de internalizar
a una bacteria a células eucaridticas, logrando hacer invasiva inclusive a la cepa K12 en el caso de

insertarle ese gen. @1
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HIPOTESIS

1. Ambas cepas mutantes, P9C12D4 y P9C8B1, de Escherichia coli alteradas a favor de una
hiperadherencia, podran causar lesiones mas severas a nivel histologico, clinico y

hematolédgico en el modelo de inoculacion en el apéndice cecal de conejo.
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OBJETIVOS
Objetivos Generales
1. Evaluar, a nivel macroscopico, microscopico y seroldgico, las alteraciones provocadas en

conejos inoculados en el apéndice cecal con cepas de Escherichia coli O157:H7
Objetivos Particulares
1. Evaluar las alteraciones clinicas que se originan al inocular en el apéndice cecal de conejos

cepas de Escherichia coli 8624, P9C12D4 y P9C8B1

2. Evaluar las lesiones en el apéndice cecal, rifiones y bazo provocadas al inocular las cepas de

Escherichia coli 8624, P9C12D4 y P9C8B1

3. Evaluar las alteraciones en el hemograma, urea y creatinina sérica provocadas al inocular en

el apéndice cecal del conejo las cepas de Escherichia coli 8624, P9C12D4 y P9C8B1

23



MATERIALES Y METODOS
1.- Seleccion y Manejo de Conejos

Se utilizaron 21 conejos de raza Nueva Zelanda, el criterio de seleccion de estos conejos fue al azar,
simplemente que tuvieran un peso aproximado de 1.8 Kg y estuvieran aparentemente libres de
enfermedades. Dichos conejos se obtuvieron del mddulo de cunicultura de la FES Cuautitlan y
fueron dietados de cualquier alimento solido 24 horas antes de someterlos al procedimiento

quirtrgico de inoculacion.

Después de haberles realizado la técnica quirtrgica, se les alojo en jaulas convencionales en el
bioterio, prestado por el Laboratorio de Diagnostico Veterinario (DIVET). En dicho alojamiento, se

les proporciond alimento y agua fresca ad libitum.
2.- Inoculos Utilizados

Las cepas de Escherichia coli que se utilizaron en este trabajo fueron esencialmente divididas en

dos: cepas de referencia y cepas problema.

Las cepas problema fueron obtenidas de la Universidad de Texas, donadas amablemente por el Phd

Alfredo Torres. Dichas cepas son:

e 8624.- Cepa obtenida de un brote en Washington aislada por Tarr en 1989, esta cepa es
resistente a la estreptomicina. M.

¢ P9C12D4.- Mutante isogénico de la cepa 8624 creado por Torres y Kaper en marzo del 2003.
Esta cepa posee el transposon (Tnp) EZ::TN <R6Kyori/KAN-2> (EPIBIO™) (resistente a
kanamicina 50 ug/mL y estreptomicina 100ug/mL) insertado en el gen cadA después del
nucleotido 1642 de 2190, inhibiendo la produccion de la enzima Lisina Descarboxilasa I (LDI).
Esta cepa es hiperadherente en células Hela y Caco-2 y posee una capacidad ligeramente menor
de crear biofilms en medio minimo de glucosa que la cepa 8624. .

* PI9CS8BI1.- Mutante isogénico de la cepa 8624 creado por Torres y Kapper en marzo del 2003 la
cual posee el transposoén (Tnp) EZ:TN <R6Kyori/KAN-2>  (EPIBIO™) (resistente a

kanamicina 50 ug/mL y de estreptomicina 100ug/mL) insertado en el locus csgD después del

nucleodtido 67 de 651 del gen Csg, inhibiendo la codificacion para formar fimbrias enroscadas.
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Las cepas empleadas como referencia fueron proporcionadas amablemente por el Dr Guillermo

Valdivia; Estas cepas fueron:

* EDL933.- Cepa donada por el Dr. José Luis Puente del instituto de Biotecnologia de la UNAM,
y aislada por primera vez en el CDC, Atlanta, por A. D. O'Brien. Esta cepa posee un genotipo
EHEC clasico O157:H7 Stx1+, Stx2+ y eaet+.*”) A lo largo del trabajo se le denominard como

IBT por su origen en el Instituto de Bio Tecnologia

* EDL933 A-Ler.- Cepa donada también por el Dr. Jos¢ Luis Puente del IBT y creada en
Noviembre del 2000 por Simon J. Elliot y col. Es una cepa EDL933 con una delecion no polar
del gen ler, el cual es un regulador de la cascada de los promotores LEE2, LEE3 y LEE4
pertenecientes a la isla de patogenicidad de EHEC. Por tal motivo evita la expresion de las

lesiones caracteristicas A/E. ©

* K12 C600.- cepa rugosa donada por el Dr Carlos Eslava de la Facultad de Medicina de la

UNAM, no posee LEE ni factores de virulencia.

*  933W.- Cepa rugosa donada por Dr. Carlos Eslava de la FM UNAM, es una cepa K12 C600

lisogenizada con el fago 933W, el cual codifica para la produccién de Stx2. ©"

El disefio experimental empleado fue el siguiente: El nimero de animales necesario se determino en

D en los cuales el 100% de los animales trabajados e

base a los trabajos previos de Valdivia ¢
inoculados bajo las mismas condiciones de este experimento reaccionan en forma idéntica de
acuerdo al in6culo empleado. Ademas, cualquier animal que hubiese muerto por la cirugia en si, se

elimind, respetando la numeracidn cronolédgica asignada.

Cabe mencionar que todos los animales utilizados en este trabajo fueron manejados y tratados en

condiciones humanitarias de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999 y a las normas internacionales.
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Tabla 1

Caracteristicas del inoculo y niimero de animales utilizados.

Inéculo Caracteristicas Numero
de
animales
lCST estéril Cgld(? soya tripticaseina (Beckton 3
Dickinson)
K12 C600 [Apatdgena, cepa rugosa 2
1933W K12 + stx2 2

EDL933 (IBT) -0157H7, StXl‘f" StXZ—i—, eae+’ curli 2

EDL933 O157:H7 con gen Ler 3
|A-Ler eliminado incapacitado para
expresar el fenotipo EAE

O157:H7, stx1+, stx2+, eaet, 3
curli+
Cepa mutante con el transposon 3
P9C8B1 Tnp insertado en el gen csgD

8624

Cepa mutante con el transposon 4
P9C12D4 Tnp insertado en el gen cadA

El in6culo se prepard 18 h antes de su uso inoculando en 3 ml de caldo soya tripticaseina (CST)
(Bioxon™) una asada, a partir de un tubo de agar soya tripticaseina (AST) (Bioxon" ) sembrado
con la bacteria correspondiente (sin sembrar nada en el caso del inoculo de CST estéril) para

después ser incubado en estufa bacterioldgica a 37 °C.

3.- Técnica Quiridrgica de Inoculacion

La técnica quirtirgica fue realizada segiin lo mencioné Valdivia en 1995 7

Se realiz¢ la tricotomia de toda la region abdominal del conejo y se le tomd una muestra de sangre

por puncién yugular.

Se procedi6 a tranquilizar al animal con 0.08 mg de propionil promacina (0.14 ml de combelen®)
ademads de aplicar 0.044 mg de sulfato de atropina (0.08 ml de Atropina Sulfato 2%) y un poco
después se aplicaron 0.26 mg de ketamina (0.48 ml de Anesket®). El protocolo de medicacion

completo llevado a cabo a lo largo de todas las cirugias es indicado en la Tabla 3.
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Tabla 2

Protocolo de anestesia utilizado

. Dosis por Kg. Induccion Mantenimiento
Medicamento
ml mg ml mg ml mg
Combelen 0,14 0,08
Anesket 0,48 0,26 0,65 | 65 | 0,33 33,33
Atropina Sulfato 2% 0,08 0,04

Tras observar la entrada del paciente al primer plano de anestesia (aproximadamente 5 minutos), se
procedio a colocarle en decubito dorsal y realizar la antisepsia del area de intervencion con cloruro
de benzalconio 1:100 tiempo durante el cual el paciente se fue profundizando hasta el plano III de

anestesia.

Una vez alcanzado el plano III quirtrgico se procedi6 a realizar la técnica:

PRIMER TIEMPO: Incisién de la piel por la linea mediana ventral aproximadamente 2 cm. debajo
del esternon abarcando piel y linea alba. Una vez en cavidad se procedi6 a localizar el apéndice
cecal el cual (la mayoria de las veces) se encontrd en la regién hipocondriaca derecha dorsal al
ciego. Una vez ubicada la estructura, ésta se expuso sobre gasas mojadas en Solucion Salina

Fisiolégica Estéril (SSFE).

SEGUNDO TIEMPO: Se seleccion6 un segmento de 5 cm aproximadamente en el cual fuese facil
ligar la vasculatura local del 6rgano y que fuese lo suficiente proximal al ciego para permitir una
facil manipulacion del saco ciego (fig 3-a). Se procedié a ligar con doble nudo de cirujano de vicryl
3-0 la vasculatura local a lo largo de una porcion de 2 o 3 cm de largo, lo suficiente para crear una

holgadura comoda entre el apéndice cecal y su vasculatura principal (fig 3-b)

TERCER TIEMPO: Una vez ligada la vasculatura local del o6rgano se pinzo6 la regién que habia
quedado sin irrigacion con dos pinzas rectas de Kelly una junto a la otra (fig 3-c) y se realiz6 un

corte entre ambas pinzas (fig 3-d).

CUARTO TIEMPO: Una vez realizado el corte se procedid a cerrar el extremo proximal al ciego
por medio de una sutura de jareta proseguida de una sutura de Connel-Cushing con monocryl 3-0 de

la forma descrita por Valdivia en 1995. 7 (fig 3-¢)
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QUINTO TIEMPO: Se prosigui6 a abrir la pinza del lado distal al ciego en donde cuidadosamente
se instild6 SSFE por medio de una jeringa de 60 ml unida a una sonda de alimentacion infantil,
recuperando el liquido en un pequefio frasco estéril, tomando todas las medidas necesarias para
evitar el derrame del liquido hacia las visceras o la cavidad. Este procedimiento se repitié hasta que

el liquido que se recuperaba dejo de ser turbio.

SEXTO TIEMPO: Una vez lavado el segmento ciego, se prosiguid a realizar una sutura de jareta
proseguida con Connel-Cushing del mismo modo que se indica en el cuarto tiempo, con excepcion
de que al momento de cerrar la jareta, antes de apretarla, se aplicd con una jeringa insulinica 1 ml
del inoculo correspondiente (fig 3-f), cambiando inmediatamente los campos quirirgicos por unos

nuevos, asi como los guantes del cirujano y el instrumental.

SEPTIMO TIEMPO: Ya que ambos mufiones fueron cerrados, y se comprobd la hermeticidad de

ellos, se tomaron los cabos libres de las suturas de ambos mufiones y se anudaron entre ellos.

OCTAVO TIEMPO: Se procedio6 a regresar la viscera a su posicion natural para proseguir a cerrar
la pared abdominal con surgete continuo anclado de monocryl 2-0 y de la piel con puntos en “U” de
nylon 3-0. Finalmente se aplico Negasunt (coumaphos 3%, propoxur 2% y prontalbin 5%) como

cicatrizante.

TIEMPOS SEPTICOS: Los tiempos cuarto, quinto y sexto, son considerados tiempos sépticos por
tal motivo se tomaron todas las medidas correspondientes como toques de cloruro de benzalconio
1:100 a la mucosa intestinal expuesta, y cambio de equipo de cirugia después de acabados los

tiempos sépticos.
Asimismo para mejorar la calidad del procedimiento se procuré en todo momento manejar

delicadamente las visceras, manteniéndolas hidratadas con SSFE constantemente y depositandolas

siempre sobre gasas hidratadas.
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Representacion grafica de la técnica quirirgica utilizada

A) Aspecto del apéndice cecal.

B) Ligadura de ramificaciones que irrigan una
zona del apéndice cecal.

C) Corte de los vasos ligados.

D) Pinzar con dos pinzas de Nelly el segmento
isquémico.

E) Cierre del segmento proximal del apéndice
cecal.

F) Cierre del saco ciego formado adicionando el
inéculo en cuestion.

Figura 3

YY
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4.- Obtencion de Muestras

Durante los 7 dias que prosiguieron a la intervencion quirtrgica se obtuvieron muestras de sangre
por medio de puncién yugular o intracardiaca, estas muestras fueron dos: una, para realizar
cuantificacion de urea y creatinina séricas (3 ml) en un tubo con gel activador de coagulo, y la otra,

para biometria hematica (3 ml) en un tubo con EDTA.

Al séptimo dia a los conejos que no murieron se les realiz6 eutanasia humanitaria por medio de
desnucamiento y desangrado para posteriormente hacerles la necropsia, en la cual, se obtuvieron
muestras de bazo, rifidén y apéndice cecal; fijando las muestras en paraformaldehido al 4% para su
procesamiento con tincion H-E, asimismo, se tomaron muestras de heces para buscar sangre oculta.
Cabe mencionar que los pacientes que fallecieron antes de los siete dias, se les realiz6 la necropsia y

la toma de muestras de 6rganos de la misma manera al momento de la deteccion de su muerte.

5.- Procesamiento de Muestras

QUIMICA SANGUINEA: La sangre sin anticoagulante obtenida de los conejos se remitio al

Laboratorio de Diagnostico Veterinario (DIVET) para cuantificar creatinina y urea sérica.

BIOMETRIA HEMATICA: La sangre con EDTA obtenida de los conejos se envid al Laboratorio
de Diagnostico Veterinario (DIVET) en donde se cuantificaron los siguientes valores: Eritrocitos
(GR), Hemoglobina (Hb), Hematocrito (Hto), Leucocitos (GB), Linfocitos (L), Monocitos (M),
Neutréfilos (N), Neutrofilos en Banda (Bd), Neutrofilos Segmentados (S), Eosinofilos (E) 'y
Basofilos (B).

HISTOPATOLOGIA: Las muestras de bazo, rifidon y apéndice cecal fueron procesadas con la

tincion H-E de rutina por el M. en C. German Garrido del laboratorio de citologia de la FESC.
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6.- Elaboracion de Rangos Normales.

Para poder comparar los datos que se obtuvieron, se tomaron como rangos normales los resultados
de las muestras de sangre obtenidas prequirirgicamente; ya procesadas estas muestras iniciales se
tomaron las medias de cada uno de los elementos a analizar y se tom6 como rango maximo la suma
de la media y una desviacion estandar de los elementos de todos los individuos y como minimo la

resta de este mismo numero.

7.- Histopatologia

Al momento de la necropsia se tomaron muestras de rifidn, bazo y apéndice cecal para ser fijadas
inmediatamente en paraformaldehido. La revision de las laminillas, se realizoé ocultando los nombres
de las laminillas y dandole una puntuacion a cada uno de los elementos evaluados de la siguiente
manera: el numero 0, sin cambios patologicos aparentes; 1, leve; 2, moderado y 3, severo. Se
realiz6 una evaluacion de los cortes de estos organos, prestando especial atencion a lo anteriormente

descrito en la literatura

» Rifion.- Atrofia glomerular, eventos vasculares (congestion) y siderosis:

= Apéndice Cecal.- Necrosis epitelial, atrofia de foliculo linfoide en mucosa y atrofia de
foliculo linfoide en submucosa.

» Bazo.- disminucion de la pulpa blanca, de la pulpa roja, hemosiderina y congestion del

organo.
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RESULTADOS

La nomenclatura que se utilizo para los diferentes individuos fue la siguiente “numero de cirugia +
tipo de inoculo”, los individuos que fallecieron durante la cirugia o inmediatamente después, fueron

eliminados del experimento, respetando la numeracion consecutiva. (tabla 4).

Tabla 1
Individuos utilizados
INOCULO INDIVIDUOS

CST 4,7,10
K12 30, 37
933W 29, 39, 40
IBT 20, 38
A-LER 26, 36
8624 5,6, 13
P9C12D4 9,17, 34
P9C8B1 12,15, 19, 35

1.- Lesiones a la necropsia y cuadro clinico

El cuadro clinico observado durante los dias post-inoculacidn, asi como lo encontrado al momento

de realizar la necropsia es resumido en la tabla 5.

Tabla 2
Signos clinicos y lesiones a la necropsia.
Conejo Inoculo Diarrea Sangrﬁ oculta en Ascitis Hipoplqsia C_onge;tién Contenido del apéndice
eces esplénica intestinal cecal
4 CST - - - - - Purulento
7 CST - - - - - Purulento
10 CST - - - - - Purulento
30 K12 ++ - - ++ - Purulento
37 K12 + - - - - Purulento
29 933W +++ + - - Hemorragico
39 933W +++ + - + - Hemorragico
40 933W +++ + - - - Hemorragico
20 IBT +++ + + ++ ++ Hemorragico
38 IBT +++ + - ++ + Hemorragico
26 A-LER ++ + + ++ + Hemorragico
36 A-LER ++ - ++ + Hemorragico
5 8624 ++ + - ++ - Hemorragico
6 8624 ++ + - ++ + Hemorragico
13 8624 ++ + - ++ ++ Hemorragico
9 P9C12D4 +++ + - ++ ++ Hemorragico
17 P9C12D4 +++ + - ++ ++ Hemorragico
34 P9C12D4 +++ + - ++ ++ Hemorragico
12 P9C8B1 +++ + - ++ + Hemorragico
15 PI9C8B1 ++ + + ++ - Hemorragico
19 PI9C8B1 +++ + - ++ - Hemorragico
35 P9C8B1 ++ + - ++ + Hemorragico

Clave: - ausente; + leve; ++ moderada; +++ severa
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Figura 4.- Izquierda, charola manchada con diarrea de uno de los conejos; derecha, tren posterior manchado por
diarrea

La diarrea, en la mayoria de los casos, aunque con severidad variable, poseia caracteristicas
similares; color amarillento, presencia de moco, pastosa y los individuos presentaban todo el tren
posterior manchado (fig 4); asimismo, en todos los casos con excepcion de los CST, K12 y el

individuo 36 A-Ler, dieron un resultado positivo a la prueba de sangre oculta en heces.

Figura 5.- Intestinos presentando inflamacién clasica por una
cepa agresiva (8624)

Hubo tres individuos que presentaron una ascitis marcada al momento de la necropsia, 15 P9C8BI1,

26 A-Ler y el 20 IBT (fig 5).

También al momento de la exploracion post-mortem, se pudo encontrar una de las caracteristicas

clasicas de la inoculaciéon de STEC en este modelo reportadas por Valdivia A.G en 1995; una
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hipoplasia esplénica en la que el 6rgano se adelgaza de forma muy marcada y toma un color cobrizo

(fig 6).

Figura 6.- Bazo disminuido de tamafio con
un color cobrizo caracteristico

Hubo una congestion intestinal de intensidad variable en todos los individuos inoculados con IBT,

A-Ler y P9C12DA4.

Finalmente, el apéndice cecal (A.C) de los conejos inoculados con CST y K12, poseian un aspecto
blanquecino en el exterior, y al abrirlos, fue expulsado un contenido de color blanco y consistencia
grumosa. El apéndice del resto de los individuos (933W, IBT, 8624, A-Ler, P9C12D4 y P9C8B1)
presentaba un aspecto rojizo oscuro en el exterior y al abrirlo, el contenido era de tipo grumoso de

un color achocolatado y la mucosa presentaba zonas muy intensas de congestion y hemorragia (fig

7).

Figura 7.- Apéndice cecal expuesto, encontrando un
contenido grumoso sanguinolento
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3- Hematologia

Después de la cuantificacion de los pardmetros anteriormente escritos, se extrajeron los valores

basales de todos los individuos en sus diferentes parametros, se les obtuvo su desviacion estandar,

ese valor le fue sumado a la media del parametro para obtener el rango méaximo de dicho parametro

y se le restd ese mismo valor para obtener el rango minimo, obteniendo los siguientes valores de

referencia:

Tabla 9

Rangos normales de BH, CS y US obtenidos para los individuos utilizados

MIN MAX UNIDADES MIN MAX UNIDADES
Eritrocitos 5,12 6,27 millones/mm3 - - -
Hemoglobina 7,7 9,5 g/dl - - -
Hematocrito 25,6 31,9 % - - -
Volumen Globular Medio 50 50,87719298 fl - - -
Hemoglobina Globular Media 15,0390625 | 15,15151515 pg - - -
Concentracién Media de
Hemoglobina Globular 30,078125 | 29,78056426 g/dl - - -
Leucocitos 6,24 9,21 miles/mm3 - - -
Linfocitos 35 74 % 2.184 | 6.8154 | (Miles/mm3)
Monocitos 0 2 % 0 0.1842 | (Miles/mm3)
Neutrdfilos 24 59 % 1.4976 | 5.4339 | (Miles/mm3)
Eosinofilos 0 3 % 0 0.2763 | (Miles/mm3)
Basofilos 0 1 % 0 0.0921 | (Miles/mm3)
N. en Banda 0 3 % 0 0.2763 | (Miles/mm3)
N. Segmentados 23 57 % 2.184 | 6.8154 | (Miles/mm3)
Urea 22 32,3 mg/d| - - -
Creatinina 0,3 0,73 mg/d| - - -

Min: Valor obtenido de la diferencia entre la media del parametro de las muestras obtenidas preqirurgicamente

de todos los conejos y la desviacion estindar de dicha media

Max: Valor obtenido de misma forma que “Min” solo que la desviacion estandar se le sumo a la media

44




0193[[e} [ewlue [3 anbaod vwo) 3s ou exsonuI €Y 14,
JUU/SOUO[TUI :SOYDONLIY

v8 | 99 | ¥99 | 69 | 69 8T, 88, 19806d GE
4 9'8 9/ 19806d GT
8S'v 9LV 681 8L'G €59 80°L 86'G 19806d 6T
6'G 8'S 69 G/ G/ G/ L9 19806d 2T
& 16V 16V 'S 'S 69 69 ¥d2T06d V€
& v6'S €L'S €L'S 9'G ¥A2T06d LT
& T 2L 69 298 €1
& | 95 | 19 | 8 G/ L '8 298 9
& 6L 8 298 G
28, | 8v | s | 19 | 19 ST'9 ST'9 YATV 9€
4 v1'9 26'9 AAT-V 92
& | v9 | ev8 | 6L 6L 6EL 141 T2
4 19'8 L9 19102
€G Z'S g G'S L0'9 vE'9 20°. MEEG OF
8y GL'Y L'y 8y 16’1 €59 €9'L MEEB 6E
€q 2'S g g'S L0'9 vE'9 20°L MEEB 62
1.9 959 1T°. 02'9 8G9 67'G 19'L e
V.9 68'9 6€°9 G6'G ¥8'9 89 ¥8'9 0z
4 Z'. 2L 69 69 LSO 0T
4 | ¥9 19 T°0T 10T 99 LSO /
& 69 T. el Z'. LSO ¥
L 9 G % € 4 T onpIAIpU|
rela

sope[noour sofauod sof ud vIgnam )sod serp so[ Ip 03.1e[ O] € BPLIU0I SO}ID0.1ILI IP pepnue)

Ol Blqe L



9¥

selp

ONININ OON VY
ONIXVIN OONVH =
(4%

MEEE —+——
H1aq—e—
19 —*—
T9806d —
¥acTo6d
V298 ——

1SO —¢—

cwiw/sauoj|iw

18992 d21pudde [3 ud eddd eped uod sopemdour sofaU0d SO IP SOIDOIILII AP BIPIA]

p1 eangiy




Ly

0199][e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exsonuI €Y 14

T VT V1T 61T | 6TI S'eT 92T 19806d GE
& 2'GT VT 19806d ST
L6 S'6 T'6 60T L'1T 2zt 92T 19806d 6T
S'TT 60T 12T S'ET T VT T 19806d 2T
9g'8 9e'8 6'8 6'8 62T 6'2T | ¥A2TO6d V€
& V1T T'ET TET Z€T | ¥AZTO6d LT
Z'eT ZEeT 92T 298 €1
& €6 T Tv1 €T zeT TvT 298 9
& 62T v'ET 298 §
6T 'L 90T T0T | TOT €07 €01 ATV 9€
& €11 6'ST ¥ATV 92
T'GT 2ST | vt 9T 6'GT 1491 Te
& Z'aT 62T 14102
L'6 S'6 v'6 0T eTT 60T L2t MEEB OF
'8 2’8 €8 '8 9'8 L'0T 62T MEEB 6E
L'6 S'6 v'6 0T £TT 60T L'2T MEEB 62
v1'2T 06'TT S.eT 0C'TT S6'TT 0T 0T 08'€T I 12
16°CT 0CE€T scer 6ETT OT'E€T OT'E€T OT'ET [45; |}
& L'ET L'ET 62T 62T LSD 0T
4’ €TT 26T 261 SzT LSD /
& €6 TT L2T L2t LSD v
L 9 S v € Z T onpiAIpu|
relq

sope[naout sofouod sof ud vIgnar 3sod SeIp SO[ Ip 03.1e[ O] B BPrIU0d BUIqO[30WAY IP pepnue))

1T e[qeL

Ip/3 :eurqo[dowdy



4

seip

ONININ OONVH

ONIXVIN OONVH =

[4%]
MEEE —+——
Hd—e—
1l —%—
Td806d — ¢
¥acto6d
298 —a—

1SO——

Ip/B

18232 3d1pudde [P ud eddd eped uod sopemaour sofouod sof Ip vurqo[3owdy Ip BIPIIAI

S eandig




(014

0199][e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exsonuI €Y 14

eor | 9eg 9'€e 18 | T8¢ 8'/€ L2y 19806d S€
& 8'8Y 6'EY 19806d ST
67 L've 9'GZ 682 v'€E Z'LE L'TE 19806d 6T
L'vE 9'vE L'8€ Z'St EEY EEY L'GE 19806d 2T
& €8¢ €8¢ 8'8¢ 8'8¢ 8¢ 8¢ ¥A2T06d ¥€
& v'TE L'0€ L0€ ZTT | ¥AZT06d /T
A4 vy v 7298 €1
& [ zoe L'GE T'2€ GE 8'LE T'2€ 298 9
& ey 9'ey 7298 G
TOr | 6¢ce G'TE vve | ve Sve Gve AATV 9F
& eve 8'8€ AATV 92
& e 6vy | 62 62 8Ty 191 T2
& €y '9E 19102
0€ 62 682 0€ L'Z€ EvE ey MEEB OF
9z g9z 12 12 82 ¥'GE vy MEEB 6€
0€ 62 682 0€ L'Z€ EvE €Y MEEB 62
GG5'9€ 96°GE v6 L€ €9°€€ GT'9€ 0T'T€ 0z’ TV iDL T2
2V 6€ 10V 6E°LE IS 00°0% 00°0% 00°0% i 02
& v v Ty Ty LSO 0T
& T'Z€ G'9¢ 829 829 S0v LSO /
& 9'GE T'/€ 9'8€ 8'9€ LSO ¥
L 9 g % € Z T onpIAIpU|
reld

sope[naout sofouod sof ud vIgnar )sod serp sof Ip 03.1e[ O] B OPIUIQO 0ILII0IBUWIH

I e[qeL

% :0JLID0JRWAH



0§

seip

OWININ O9ONVH
ONIXYIN OONVH  —
CIA——
MEEE —+—
431-d—e—
lal—*—
19806d — < —

¥dc106d
¥298 —&—

1SO——

12992 dd1pudde 9 ud vdad eped uod sopendour sofouod SO IP 0ILIIOIBWIY IP BIPIIA[

9] eangiy




0199[[e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exysonur ey 14
LUUI/SOUO[[IUI S03[D0INd]

9¢ | 88T | 88T | /ST | /g 26T v€'9 19806d S€
& v'e Z'. 19806d ST
4 6TT L0'S €T'e G0'S G¥'S €V'9 19806d 6T
7’6 GTT 90T 8'8 TET TET TET 19806d 2T
& 90'8 90'8 Ll Ll g9 G'9 ¥A2T06d ¥€
& 60'8 61T 61T Sy ¥A2T06d 1
& 6'S 12T T/ 298 €T
& | 96T | TET | 8711 8TT 4 8TT 298 9
& 8/, S'TT 298 G
88 | 16 | /89 | €9 | €29 vZ'S vZ'G AATV 9E
& 9z'/ 209 AATV 92
4 | 166 | S6S | GS6 GS'6 9’6 141 12
& S0'¢ 18'Y 14102
L8 2’6 66 1T 8'CT 90°L 9'8 MEEB OF
z¢€ 4 L'y Z'S /9SG Ve 88'9 MEEB 6€
L8 2’6 66 T 8'CT 90°L 9'8 MEEB 62
¥G'S 'S 0L'S 80'S 0S'S 6LV 0Z'9 i 12
89'Y €S'Y 6T'S 9E'¥ 157 0S'€ 2S'S I 02
& 92T 9ZT 8T 8T LSO 0T
& | v0T ETT LT LT Z€ LSO /
& G Sy v LT LSO ¥
L 9 g % € Z T onpIAIpU|
reld

sope[ndout sofouod sof ud evIgnar )sod SeIp SO[ Ip 031e[ O] B BPIUIIQO SOI0INIJ[ P pepnue)

£l e[qeL



49

Selp

OWININ O9ONVY
ONIXYIN OONVH  —
CIA——
MEEE —+—
431-d—e—
lal—*—
1d806d —
¥dcT1O6d
V¢o8 —®—

1SO——

cwwy/saiw

18992 921pudde [3 ud eddd eped uod sopemdoul s0[aU0d SO[ IP SOII0INJ AP BIPIAI

L1 eangig




£¢

0193[[e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exsonuI €Y 14

JUU/SOIU :S0)0JUIY

9,9 | 9109 | 9109 | SS5€C | SS€¢ 2.0 28Sv'T | 19806d S€
& 90€°0 ¥20'€ | 19806d ST
9€'9 €e'8 1802 | 8/8T GEGE LT T0Sv | T9806d 6T
9TE'T 19T 2€E'T 990'T 899°€ 899'€ 8G€'Z | 19806d 2T
9ETS¥ | 9SIS¥ | 88EE 88€°E G0L°€E G0.°€ | ¥AZTO6d vE
& T/EST 808°E 808°E GT'€ | ¥AZTO6d LT
& 928°0 G09°0 82T 298 €T
& | 96T | 292 | 8T71 LL'T 2652 8T'T 298 9
& 266’1 GL'S 298 G
vO'L | TSSS | 9T/9v | 9298'€ | 9298'€ | 96ETV¥ | 96ET¥ | WATVOE
& vev.'T | 9v6EY | dATV 92
& | 228v'z | 1Sv'e | v8ST 785’ G602 14172
& GZZ6'0 | Zvv6'E 14102
680t 90°'G 9€€’9 GT'L 2Lv'6 9ET'v 22€2 MEEB OF
62 2L'€ T/EY 89't ¥912'S | 9TTZ’E€ | 26.L°S MEEB 6€
6801 90°G 9€€’9 qT'L 2Lv'6 9eC'¥ 22e'C MEEB 62
88'€ GL'E R4 29°€ €L°€ 18T 6S'¥ i 12
19°€ /€€ a8'Y 2S¢ €2°€ 19'T 98'Y I 02
& 19'S 19'G 18 18 LSO 0T
& | veze 69T /€8 /€8 8 ISD /
& 9¢ L0C 9T 96€'S LSO ¥
L 9 g % € Z T onpIAIpU|
rela

sope[ndout sofouod sof ud evIgnam 3sod seIp So[ Ip 031g[ O] B BPIudlqo SOIOJUI] P pepnuL)

vl Blqe L



rs

ONWININ O9ONVY
ONIXYIN OONVY  —
CIA——
MEE6 —
q431-a—e—
lal—*—
19806d —
¥dc106d
Vc98 —®—

1SO——

selp

cwwy/sajiw

18992 921pudde [3 ud eddd eped uod sopemdoul so[aU0d SO[ IP SOIDOJUI] AP BIPIAI

9] eangiy




%9

0199[[e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exysonur ey 14

JWUW/SIIW :SOIDOUOTA]

¥0'T 82T'T | 82TT | €IWT | €T 8920 ¥08€'0 | T9806d SE
& ¥€0°0 0 19806d ST
96°0 vT.°0 | 2v0€0 | 9G/€0 | €0E0 0 2/G2°0 | 19806d 6T
600 GTTO 0 880°0 870'T 870'T 0 19806d 2T
& 9080 908°0 T€2°0 1€2°0 6€°0 6€'0 | ¥A2TO6d V€
& 182.°0 | 2S6°0 256°0 0 ¥A2T06d LT
& 6500 220 0 298 €T
& 26€0 | 0 | o0 8TT'0 2eL'0 0 298 9
& 6€°0 GTTO0 298 G
8250 T600 | SEVE'0 | €2900 | €2900 | ¥2S00 | ¥2S00 | WATVOE
& 28050 | 80vZ0 | WATVIZ
| 28TT0 | 6ITO0 | €50 €150 9600 14172
& 280°0 0 19102
192°0 89¢€°0 G670 LL°0 9620 | 2TPTO | Z2.TO MEEB OF
82T°0 9T'0 T7T°0 92°0 GE8Z'0 | 70920 | 9/ETO MEEB 6
192°0 89€°0 G670 ) 9620 | 2TPT0 | 2.TO MEEB 62
90°0 80°0 90°0 200 S0'0 0T'0 00°0 (45 %4
92°0 920 120 60°0 12°0 Zro 00°0 I 02
& 9G.°0 9G/°0 0 0 LSO 0T
| ¥0T0 €IT0 0 0 oT ISD /
& Gv'0 G220 00 ¥82°0 LSO ¥
L 9 G v € Z T onpIAIpU|
reld

sope[noour sofauod sof ud vIdnam 3sod seip sof Ip 031L[ O] B EPIUI}(O SOIIOUOW P pepruL)

SI BlqeL



9¢

OWININ O9ONVH
ONIXYIN OONVY  —
CIA—
MEE6 —+—
g431-a—e—
lal—*—
1d806d —
¥dc1o6d
vc98 —=—

1SO——

selp

cwiw/sajiw

18992 921pudde [3 ud ddd eped uod sopemdoul so[aU0d SO[ IP SOIDOUOW AP BIPIA!

L1 eangig




LS

0199[[e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exysonur ey 14

JUIW/SI[TUI :SO[OUISOT]

o

o

198206d SE

8

o

19806d ST

19806d 61

19806d 1

O|O|O0|d|O

¥AZTO6d vE

o000

o000

O|0|0|0|0|O

¥AdZ1O6d LT

LLT0

445

7298 €T

9€C’0

9€C’0

7298 9

STT0

7298 §

| €290°0 | €290°0

dAT-V 9€

dAT-V 9¢

| 0

_ 0

1491 T¢

i
S .

1491 0¢

0

72820

MEEG O

¢S0°0

MEEBL 6€

o|0|o

0

¥282°0

MEEG6 62

00°0

000

00°0

000

A TC

00°0

00°0

00°0

o
o|o

000

(45§04

0

8T 0

LSD 0T

¥0T°0

9220

o
o|lo|©|Oojo|o

LSO /

T0

Sv0°0

LSO v

© b

1%

ONpIAIPU]
reiq

sope[nooul sofouod sof ud evIgnar 3sod seIp so[ Ip 03.1e[ O] B SOPIUII(O SO[LJOUISOd IP pepnue))

91 Blqe L



8¢

OWININ O9ONVY
ONIXYIN OONVYH  —

CIA—
MEE6 —+—

d31-d—e—

19—

1d806d —
¥dcT1O6d

¥298 —&—

1SO——

selp

S0°0

TO

ST0

¢0

G20

€0

S€'0

¥0

1 40]

cwiwy/sajiw

18992 321pudde [3 ud eddd eped uod sopemdour sofau0d SO[ IP SO[LFOUISOd AP BIPIIAI

81 eangiy




0199[[e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exysonur ey 14
JUUI/SI[IU (EPUEB( UD SO[LO.MIN

/9999Z0T'0| 9ST'0O | 8€E0'0 | ¥00T'0 |E€E€EEEL80'0| GLLGT'0 | 86.0'0 | TE8D6d SE
0 Z6T'0 0 19806d ST
& 890'0 0 19806d 6T
21’0 862’0 | ¥TOT'0 | 2SZT'0 0 60T'0 0 19806d 2T
& 2T9T'0 | 219T0 0 0 G90°0 G90'0 | ¥A2TO6d vE
& G070 0 0 0 ¥d2TO6d LT
0 €9€'0 1,00 298 €T
& | ¥800 | © 0 0 0 0 298 9
& 0 GTT'0 298 G
4 |0 /890'0 | T9er'0 | T9EV'O ¥2S0'0 | ¥2S0'0 | MATVOE
& ZSvT'0 0 AATV 92
& Z8TT'0 61T'0 | 0 0 0 14172
& 0 0 14102
0 0 0 0 ¥20T'0 0 0 MEEB OF
0 0 /%00 0 0 vEV0'0 0 MEEB 6€
0 0 0 0 0 0 0 MEEB 62
000 000 000 000 000 000 00°0 i Te
000 000 00'0 000 000 00'0 00°0 i 02
& 0 0 8T'0 8T'0 LSO 0T
& 21€'0 922'0 S0 750 ¥9°0 LSO /
& 0 60'0 0 ZrT'o LSO ¥
L 9 g % € Z T onpIAIpU|
rela

sope[noout sofouod sof ud evIgnam 3sod seIp So[ Ip 031e[ O] B SOPIUII(O BpPUB( U SO[LJOIINAU IP pepnue)

LT BlqeL




09

OWININ O9ONVY
ONIXYIN OONVY  —

CN—
MEE6 —+—

d31-a—e—
la9l—*—
1d806d —

¥dc1o6d
vc98 —=—

1SO——

seip

S0°0

TO

ST'0

¢0

G20

€0

GE0

0

Sv'0

S0

cuwiw/sa|iw

18992 d21pudde [3 ud eddd eped uod sope[ndour sofdu0d SO[ Ip EPUEL( UI SO[LJOIINIU IP BIPIAI

61 eangiy




19

0199][e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exsonuI €Y 14

CUIUI/SI[IW :SOPBIUIWSIS SO[LJOIININ

OGT'0T |EEEEET06'L|EEEEVEB.L'9]29990T22'9]29999880°L| S/2S¥' L | #0008'S | T98D6d SE
2€6'TT 89T'ST | ¥T0S¥ | TE8D6d ST
& ¥26'C 9/Tv | 19806d 6T
9G¥ 819°C €95¥°0 2T1S.°0 212’1 /6G°€ | 8T/9T | T9806d ZT
& 26.G°C 26.S°C 180t 1801 ve'C ve'Z | ¥AZTO6d vE
& €02¥'S s s GE'T | ¥AZTI06d /T
& 6LL'Y 69.°0T 609'S 298 €T
& | 2/09T | 6¥e0T 80T 9/9'6 9/9'8 80T 298 9
& 8T¥'C S0v'S 298 G
4 | 8sv'e | 298L1 /908'T | /9081 95660 | 95660 | ATV 9E
& Zv98y | 9v8eT | ATV IZ
& | vI6T'E 1922 | €68V €6E' Y ¥0/2'C 14172
& GS¥0'T | 85980 14102
Ge'v 2LLE 690°€ 80°€ 870°C 7007’ Z 90T'9 MEEB OF
82T°0 210 600 802°0 T0.T°0 9¥28'0 | 95280 MEEB 6€
GeE'Y 2LLE 690°€ 80°€ 2.0°€ ¥00v'Z 90T'9 MEEB 62
TL'T 8L'T 19T SP'T 2LT 28'T 19T iDL T2
GT'T GE'T 2Tt GL'0 /0T 7T 99°0 i 02
& /79 v/1°9 5’6 ¥5'6 LSO 0T
& | 9599 992’6 608'T 608'T vv1'e ISD /
& GO'T 10C 9e°C €6S'T LSO ¥
L 9 g % € Z T onpiAIpu|
reld

sope[nooul sofauod sof ud vIdnam 3sod seIp so[ Ip 031L[ O] B SOPIUIIQO SOPBIUIWSGIS SO[IJO.13NAU IP pepnue))

81 Blqe L



29

OWININ OONVY
ONIXYW OONVH  —
CIA—
MEEE —+—
431-d—e—
lgl—*—
1d806d —
¥dc1o6d
Vc98 —=—

1S ——

selp

cwiw/sa|iw

12992 dd1pudde 9 ud edad eped uod sopemndoul sofouod SO IP SOPLIUIWSFIS UI SO[IJOIINIU AP BIPIA

0T eangiy




£9

0199][e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exsonuI €Y 14

Geze | Loz L02 G'IE G'1E G'LE 8'EV 19806d GE
& 6 . 19806d ST
6vT TST G G 0€ 92 vZ 19806d 6T
G/. G'TS Lyl S've V'Y V'Y g0y 19806d 2T
v v 268 268 S0y G0y | ¥A2TO6d Y€
& €0T 9. 9. L€ ¥d2T06d LT
L'vE 18 9 298 €T
& | V.S T1S 9'vS 9'vS 9'vS 9'vS 298 9
& Z'STT 11T 298 G
9 | S Sy Ve Ve Ve SvE VATV 9E
29 6S o AAT-V 92
& '0€ 66 Y4 Ge 8T 19112
4 eetT 8¢ 141 02
0S 0L 66 LL o G8 08 MEEB O
0S 0L 09 08 08 1S 9T MEEB 6E
0S 0L 66 LL o G8 08 MEEB 62
82'Ge 99°€C vZ'TE 96'€C 0T’ €2 0Z'¥1 00°2€ 45 ¥4
¥9'vE 8L'VE LL'EE 0E'TE 00'GE 00°€E 00°.€ 02
4 LY1T LTl 02T 02T LSD 0T
4 G'09 eTv v'v€ v'v€ v'vE LSO /
& T°10T 99 6'0E Z€EL LSO ¥
L 9 G v € Z T onpIAIpu|
rela

sopenooul sofauod sof ud vI3nam 3sod seIp o[ Ip 03.1L[ O] & BPIUI}(O BI.IN P pepnue)

61 Blqe L

[p/Sw :edan



r9

OWININ OONVH
ONIXYIN OONVH  —
CIA——
MEE6 —+—
431-d—e—
19l —*—
19806d — < —

¥dc106d
¥298 — & —

1SO——

selp

0¢

oy

09

08

00T

0ct

Ip/Bw

18992 921pudde [3 ud eddd eped uod sope[ndoul sofau0d SO[ UI BILIYS BIIN IP BIPIA]

1T eandig




s9

0199][e} [ewiue [9 onb.aod vwo) 3s ou exsonuI €Y 14

[p/Sw :euIun eI

6T L0 L0 QT QT TT €T 198206d SE
& 6°¢ T 19806d ST
6T Ge’¢ c0T 4" €60 .60 6T'T 19806d 61
60 80 ¥'0 T0 L0 L0 90 19806d 1
& 11 TT A" cT T T ¥AZTO6d vE
& o6v'T 90 90 60 ¥AdZ1O6d LT
VT T V'l 7298 €T
& 80 [4 TT TT TT TT 7298 9
& T 8T 7298 §
AN TT L0 97 97T 97T 90 dJAT-V o¢
LT 80T ¢T dAT-V 9¢
€LC 60 €co €co 90 1491 T¢
& €8¢ 4" 1491 0¢
80 T ITT A’ ¥8°0 T0 90T MEEG O
T TT A" 9¢€'T 9€T LT'T 6T MEEBL 6€
80 T 1TT ¢l ¥8°0 TO0 90T MEEG6 62
90T STt 00T €80 70'T 121 /80 A TC
99°0 ¢90 ¥,.°0 190 ¢90 av'0 8.°0 (45§04
& 80 80 14 L4 LSO 0T
680 80 T T T LSO /
& 6T &4 91 L0 LSO ¥
L 9 5 14 € # T OonpIAIpu|
red

sope[ndout sofouod sof ud vIgnar )sod serp sof Ip 03.1e[ O] & BPIUIIQO BUIUNEII) 3P pepnue)

0C Blqe L



99

OWININ O9ONVY
ONIXYIN OONVH =
CIA——
MEEE —
431-a—e—
19l —*%—
1d806d —
7dc106d

¥298 —®—

1SO——

selp

Ip/Bw

18992 d21pudde [3 ud eddd eped uod sope[mdoul so[aU0I SO[ UI BILIYS BUIUIIII) IP BIPIA]

7T eandyy




DISCUSION

Lesiones a la necropsia y cuadro clinico

En el tiempo postoperatorio el cual fue de 7 dias, los conejos fueron alojados en el bioterio del
laboratorio DIVET y se observo que hubo diferencias muy marcadas entre todas las cepas, pero asi
tambien, entre individuos de la misma cepa se encontraron, en ocasiones, algunas discrepancias,

situacion asi mismo similar en la necropsia de estos animales.

Con lo que respecta a diarrea, los conejos inoculados con Caldo soya tripticaseina estéril no
presentaron diarrea alguna, con excepcion del primer dia en el que, mas que diarrea, se observo una
disminucién en la consistencia de las heces, esto probablemente debido al manipuleo de los
intestinos durante la cirugia lo cual pudo haber provocado una enteritis iatrogénica de forma muy
leve, la cual resolvi6 a las 24 horas, recuperando la consistencia y forma normal de las heces del
conejo. Esta situacion ha sido reportada por varios autores en el caso de apendicetomias en seres
humanos *”. En el caso de los individuos inoculados con la cepa K12 C600, si presentaron una
diarrea que oscilaba entre leve a moderada, la cual no presentaba sangre oculta y en la necropsia no
se encontro ascitis, ni congestion intestinal; interesantemente, se pudo observar en el animal 30 K12,
una moderada hipoplasia esplénica al momento de la necropsia, lo cual lo describe Valdivia en su
trabajo de investigacion de 1995  pero en cepas productoras de verotoxinas, esto, segiin lo explica,
debido a una agresion hacia los centros germinales de linfocitos en este 6rgano. Esta discrepancia
puede tener diversos origenes, primero, el 6rgano se veia disminuido de tamafio, mas no presentaba
ese color rojo intenso (cobrizo) que se ha reportado anteriormente, entonces se puede adjudicar a
otro tipo de problemas, muy diferentes a la afeccion de la toxina, tal vez, simplemente, debido a una
condicién innata del animal, lo cual, no es posible ni confirmar ni negar ya que no se observo el
estado del bazo antes de la cirugia, pero al verlo a nivel histolégico podemos ver que tuvo una
reduccion proporcional tanto de la pulpa blanca como de la roja, lo cual no denota una necrosis de

centros germinativos, sino una reduccion de todo el 6rgano.

Al momento de realizar la necropsia, en todos los individuos que fueron inoculados con cepas
avirulentas (CST y K12), se les observo el apéndice cecal disminuido de tamafo y con un color
palido y al momento de abrir el segmento, se aprecio un liquido blanquecino viscoso con un olor
muy desagradable, tal y como lo reporté Valdivia en su trabajo de 19957, este contenido

obviamente representaba un exudado purulento, situacion hasta cierto punto predecible ya que, en el
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caso de K12, a pesar de que es una cepa apatogena, es una bacteria Gram (—) que posee LPS
(incompleto) y elementos que producen inflamacion y supuracion, y en el caso del inoculo de CST,
a pesar de que era un inoculo estéril, la porcion del apéndice no lo era, ya que a pesar de que se lavo
exhaustivamente el segmento antes de inocular, es muy dificil eliminar al 100% de la flora saprofita
del 6rgano, y se le esta agregando un caldo nutritivo el cual va a favorecer el crecimiento de estas

bacterias y causara el mismo fenémeno que en el caso de la inoculacion con K12.

En el caso de las dos cepas problema, P9C12D4 y P9C8B1, comparadas con la cepa silvestre de
donde se originaron, 8624, se puede observar un aumento en la signologia de ambas, en el caso de
P9C12D4, se tuvo una diarrea muy marcada en todos los individuos inoculados, diarrea que
presentaba positividad a la prueba de sangre oculta en heces, pero que dicha sangre era notoria a
simple vista, e interesantemente, no solo era apreciable sangre fresca, proveniente de tracto intestinal
caudal, sino también, se veia una estriacion de color chocolatoso, lo cual indica que también se tenia
hemorragia en regiones craneales del tracto digestivo, sugiriendo que no solo se produjo una colitis
hemorrégica, sino también hemorragias en el resto del tracto intestinal, situacion confirmada al
momento de realizar la necropsia ya que todo el tracto intestinal, desde ileon hasta colon, presentaba
congestion muy marcada (fig. 5), ésta diarrea fue tan severa que, de hecho, ninguno de los animales
logré sobrevivir los 7 dias del experimento y fallecieron desde el 4° dia con una diarrea profusa,
expulsion masiva de mucosa y sangre, emaciacion muy severa, disnea y cianosis de mucosas; todos
estos individuos presentaron una hipoplasia esplénica moderada con la ya anteriormente mencionada
caracteristica de color cobrizo. Situacion similar se puede observar con el inoculo P9C8B1 pero en
una intensidad un poco menor y de igual manera en la cepa 8624 pero aun menor que en sus dos

mutantes.

La posible explicacion del porque del aumento de la virulencia de las dos cepas mutantes en
comparacion a su cepa progenitora, nos la explican, parcialmente, diferentes autores. Torres @ en
el trabajo en que cred a estas dos cepas, nos muestra que ambas son hiperadherentes en células
HeLa, menciona, por un lado, de que la cepa P9C12D4 tiene insertado un transposoén en el gen
cadA, transposoén que inhibe la produccién de la enzima Lisina descarboxilsasa y que la cepa
P9C8B1 posee ese mismo transposon insertado en el gen csgD, el cual es un gen activador,
principalmente, de la transcripcion del operdén csgBA que codifica para la produccion de
subunidades de las fimbrias enroscadas, también llamadas Curli, importantes en la formacion de

biofilms * *¥; asi también, en otro trabajo, Torres refiere como la hiperadherencia de estos
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genotipos bacterianos, no solo es encontrada en células HeLa, sino también se repite en superficies
vegetales y células Caco-2 en el caso de ambas cepas, y, en el caso de P9C12D4, puede crear

. . .. 20
eficientemente biofilms en superficies inertes.

Viéndolo desde un punto de vista simplista, se podria minimizar el papel de la adherencia de las
cepas de E. coli en este modelo experimental, ya que, al permanecer la bacteria en un saco aislado
no necesitaria de factores de adherencia para mantenerse en contacto con los enterocitos del tracto
gastrointestinal, ya que el factor de peristalsis que generalmente eliminaria a una bacteria poco
adherente del tracto gastrointestinal se encuentra neutralizado, pero hay que recordar que en trabajos

anteriores 7

) utilizando este mismo modelo, se ha demostrado que bacterias afectadas en sus
capacidades de adherencia, caso de la cepa A-Ler, también utilizada en este trabajo, dan como
resultado efectos diferentes, denotandonos que la adherencia de la bacteria no solo le evita el
desprenderse de la mucosa intestinal, sino que la adherencia debe de activar o modular la expresion
de ciertos juegos de genes importantes en la produccion de algunos factores de virulencia y segtn lo

indica Torres en un trabajo con colaboracién de la U. A. de Puebla @”

, nos demuestra que el gen /er,
eliminado en la cepa A-Ler, no solo controla la expresion de genes encontrados en la isla de
patogenicidad LEE, sino también regula genes extra LEE, elementos que nos pueden dar la

explicacion de situaciones encontradas en el actual estudio y seran discutidas posteriormente.

En el caso de la cepa P9C12D4, con el gen cadA inhibido gracias a la insercion de un transposon en
ese locus, se observo la virulencia mayor. Al observar esta virulencia es imperante el analizar la
actividad de este gen mas alla de codificar para la formacion de una descarboxilasa de la lisina, sino
se tiene que indagar mas a fondo para discernir si este gen ademas de eso, controla otro juego de
genes o, en su defecto, encontrar si los productos derivados de la descarboxilacion de la lisina

pueden regular negativamente la expresion de genes de virulencia.

Siguiendo con sus estudios, Torres en 2005 ©%, indica que el gen cadA, regula la virulencia de
diferentes cepas de E. coli, y en base a eso explica el porque esta convirtiéndose el Serotipo O:111
en la primera causante de HUS en Europa, ya que este serotipo generalmente carece naturalmente de
el gen cadA por lo que no se encuentran inhibidos ni modulados los genes de la isla de
patogenicidad LEE, en ese mismo trabajo, explica que la cadaverina, un producto de la
descarboxilacion de la lisina es una poliamina, que con su presencia reduce la permeabilidad de la

membrana de la bacteria, esto como proteccion hacia medios acidos, pero en consecuencia
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disminuye la eliminacion de los productos de la bacteria hacia el exterior. Aun mas, Mcormick "
encontrd que la adicion de cadaverina a cepas deficientes de cadA de S. flexneri, causaba la

atenuacion de dos enteroroxinas y de su capacidad de virulencia.

Después de analizar estos puntos acerca del gen cadA nos podemos dar cuenta de que si este gen se
encuentra inhibido, no solo se aumentara la adherencia de la bacteria al epitelio intestinal, sino que
se encontrara aumentada la capacidad de esta para eliminar sus toxinas al exterior, por lo que no es
raro encontrar un aumento tan dramatico en la signologia de estos animales. Cabe mencionar que en

diversos trabajos ¢!+ 3"

se discute, no solo de la capacidad de este gen para modular la actividad de
virulencia de E.coli, sino de proteger a la bacteria en contra de situaciones de acidez extrema, tales
como la acidez estomacal, a la cual se ve sometida la bacteria en una situacion de infeccion natural.
Por lo que una de las bondades del modelo experimental con el que estamos trabajando, en este caso
en particular, es que podemos evitar que la bacteria pase por esta acidez y sobreviva en el nicho en
el cual, de otra forma, en forma hipotética, no llegaria. Otros trabajos, ain no publicados, han
intentado inocular esta bacteria por via oral en gazapos de una semana de nacidos, en este modelo,
aun se podria obtener algun resultado ya que la acidez del estomago ain no alcanza sus niveles
maximos, pero no podria ser posible utilizar confiablemente otro tipo de modelos en el que la
bacteria pasase por medios acidos. Como ya se menciono esto es en una situacion hipotética, ya que
si este fuera el caso, no existirian infecciones en humanos por cepas carentes de este gen, como es el
caso de el serotipo O:111, pero, este serotipo es uno de los prevalentes en Europa; esto podria ser
explicado, por un lado, por situaciones especiales que alcalinizaran la acidez del estomago,
(ingestion excesiva de antiacidos) o, por otro lado, cambios adaptativos de la bacteria, los cuales
tuvieran sistemas alternos de proteccion en contra de la acidez estomacal, esto ha sido estudiado por

Torres en sus trabajos del 2005 ¢

En lo que respecta al gen csgD, el cual estd inhibido en la cepa P9C8B1, podemos observar que se
tuvo una virulencia mas marcada que en su cepa progenitora, 8624, pero menor a la virulencia de la

cepa P9C12D4.

El gen csgD, es un gen que codifica a la trascripcion del activador del operdn que codifica para la
subunidad productora de Curli. Este tipo de fimbrias es delgada, enroscada y es andloga a las Thin
aggregative fimbriae (Thaf), encontradas en Salmonella, *> las cuales, para fines de identificacion

rapida son capaces de fijar a la tincién de rojo de Congo; se ha encontrado que estas fimbrias son
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necesarias para la optima formacion de biofilms, y como el biofilm es una forma de supervivencia
de la bacteria en situaciones extracorporales, se ha observado que la expresion de Curli es
estimulada en situaciones de alta osmolaridad y baja temperatura, aunque, como lo menciona
Brombacher en el 2003 ®®, la inhibicion de estas fimbrias no significa la inhibicion de la expresion
del gen, sino que se da pasos delante de la trascripcion del gen csgD, por lo que si este gen, no solo
estimulase la expresion de Curli, sino alguna otra funcién dentro de la bacteria, entonces esta
funcién no seria inhibida y se seguiria expresando en situaciones in vivo, entonces, pudiendo
encontrar diferencias entre una cepa que si posea activo este gen, caso de la 8624, y otra que lo
tenga inhibido, caso de la P9C8BI, lo cual es coincidente con lo hallado en nuestro trabajo. Ahora,
estas diferencias halladas nos sugieren que el gen csgD regula negativamente algun otro tipo de gen
de virulencia, que al ser liberado por la inhibicién con el transposén, nos da un cuadro clinico mas

evidente que el de 8624.

Existen otros trabajos ®" que contradicen lo anterior, pues reportan que Curli si es expresada dentro
del hospedero, y que la presencia de estas fimbrias al interior del hospedero, a diferencia de lo
ocurrido extracorporalmente, favorece la internalizacion de la bacteria dentro del epitelio intestinal,
las diferencias entre estos dos trabajos pueden ser debidas a que se usaron cepas diferentes, y existen
cambios patoadaptativos dentro de las bacterias que podrian eliminar la regulacion de la expresion
de los curli en un caso, y en el otro, aun no tener ese cambio, resultando en que se mantenga la
represion de ese gen dentro del hospedero, tal como lo demuestra Sakellaris en el 2000 ** cuando,
investigando el loci de Curli en Shigella, se da cuenta de que en varias de las cepas estudiadas,
especialmente en las mas patogenas, el gen csgD se encuentra roto, faltante o desacomodado, a lo
cual concluye que este cambio patoadaptativo se ha llevado a cabo a favor de la optimizacion en la
colonizacién de esta bacteria a las células de su huésped, situacion transpolable a este mismo gen en
E. coli . Independientemente de que se exprese o no este gen dentro de nuestro modelo, sabemos
que el patototipo de EHEC no es invasivo, por lo que no seria relevante si se encontraran fimbrias
enroscadas o no expresadas en una EHEC.

Hay un trabajo realizado en ratones ©*

, en el que se compara la produccioén de toxinas de Shiga
entre cepas productoras y no productoras de curli en células HeLa, en ese trabajo se encontr6é que no
existen diferencias significativas entre la produccion de unas y de otras por lo que debe existir otra
causa mas alla de la produccion de las toxinas de Shiga para explicar el ligero aumento de la

virulencia de esta cepa en comparacion a la 8624 en nuestro modelo.



2:29 e su trabajo acerca de la adherencia de estas cepas a células HeLa, encuentra que la

Torres,
cepa P9C8BI1, a pesar de no poseer fimbrias enroscadas, que son capaces de unirse a proteinas del
huésped, tales como la fibronectina, posee un fenotipo hiperadherente, en su trabajo no da una
explicacion de esta contradiccion, pero es posible que el mecanismo metabolico de la bacteria
pudiese dejar de utilizar parte de su capacidad en producir curli y se podria dedicar a generar

adhesinas de otro tipo con mejor capacidad de adhesion que los curli; para comprobar esta

suposicion deberan de realizarse mas estudios al respecto.

Histopatologia

Segin lo indica Tzipori ", las principales lesiones histopatologicas encontradas en érganos de
pacientes humanos que sufrieron de SUH son: microangiopatia trombotica, lesion endotelial y
microtrombos, hay inflamacion endotelial, engrosamiento del espacio subendotelial, deposicion de
material similar a la fibrina en estos lugares y estrechamiento del lumen capilar, Valdivia, en su
trabajo realizado en 1995 ", describio, ademas de las lesiones renales, disminucién de la pulpa
blanca en bazo, aumento de macrofagos en esta area, asi como un aumento en la deposicion de
hemosiderina en el parénquima del 6rgano. Otro conjunto de lesiones que menciona Valdivia
refiriéndose al segmento inoculado en el modelo de inoculacion en apéndice cecal de conejo, es un
infiltrado mononuclear abundante, escasos polimorfonucleares, abundantes eritrocitos, zonas
ulceradas en la mucosa, también observd una disminucion de la poblacion celular de linfocitos en

forma marcada y un infiltrado perivascular en la submucosa formado por linfocitos maduros.

Lesiones en Apéndice Cecal
No se encuentra mucha informacién bibliografica acerca de las lesiones que produce E coli en el
apéndice cecal de conejos a los que se les realiz6 una cirugia de inoculacion del tipo que se llevé a

5 @

cabo en este trabajo, este modelo fue desarrollado por Valdivia en 199 y lo que se sabe de estos

fendmenos estd descrito por €l en esa investigacion y en algunas subsecuentes.

Como es de esperarse, inclusive la inoculacion con un caldo de cultivo estéril, provocard una
ulceracion del segmento, tanto por el manipuleo en la cirugia, como por la proliferacién de otro tipo
de bacterias, por tal motivo se logrd apreciar un grado de lesion leve un poco menor a la provocada
por la cepa K12, pero de igual manera sin otro tipo de lesion evidente, el resto de las cepas

presentaron un grado relativamente alto de ulceracion de la mucosa, lo cual nos demuestra la
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actividad de la bacteria en el lugar de inoculacidn, situacién que se observo en la necropsia, cuando
todos los segmentos examinados de estas cepas se encontraban con ulceras muy evidentes y con un

contenido de color oscuro..

Una de las lesiones que describe Valdivia 7 es la atrofia de los foliculos linfoides de la mucosa y
una migracion de linfocitos maduros desde otros sitios, interesantemente, las cepas IBT, P9C8B1,
8624 y A-ler, denotaron una severa disminucion de ese foliculo linfoide, no asi el caso de las cepas
933W y P9C12D4. La disminucién de este efecto en la cepa 933W es debida seguramente a que
ésta solo produce la toxina Stx2 y no posee el resto de los elementos de virulencia de una clésica
EHEC “?, por otro lado, la disminucion de la virulencia de la cepa P9C12D4 es un tema un poco
mas complicado y de primera instancia un poco contradictorio, ya que en el resto de los elementos
analizados, esta cepa resultaba ser mas virulenta que la otra mutante. Una explicacion de esto podria
ser que al realizarle las pruebas bioquimicas primarias a las cepas problema (datos no mostrados),
¢ésta, a diferencia de las otras dos, fue la Gnica que resulté motilidad (-); hay que recordar que la

., . . . L2
creacion de estas cepas fue por medio de inserciones al azar de un transposéon *

, Inserciones que
después fueron clasificadas segin los fenotipos diferenciales de la bacteria, pero eso no descarta la
posibilidad de que el transposon no solo se haya insertado en el loci que se observa, sino que tal vez
fue insertado en otros muchos genes que de primera instancia no pudieron ser observados; siendo
probablemente este el caso de esta cepa, que puede poseer un transposon insertado en el loci que
codifica para la expresion de flagelos. Més estudios deberan ser realizados para determinar, primero,

si es verdad que esta cepa posee un transposon insertado en este loci, y, segundo, si es relevante esta

mutacion para explicar estas diferencias observadas.

En el caso de P9C8BI1, se pudo observar una actividad similar a la cepa silvestre 8624 con

excepcion de un ligero aumento en la atrofia del foliculo linfoide de la submucosa.

Lesiones renales

Los indicios histopatologicos que se tomaron en cuenta en este trabajo fueron: necrosis glomerular,
congestion de vasos sanguineos y siderosis en el 6rgano. Como era de esperarse, en los animales
administrados con CST, no se encontrd alguna sefal cambio histopatoldgico aparente, pero el otro
testigo negativo con el que se contaba, K12, si present6 una congestion leve en la vasculatura renal,
esto, muy seguramente debido a los efectos de la presencia de LPS (incompleto, solo conformado

por el lipido A y el core), la cual desencadena una serie de citocinas que pudiesen ocasionar esta
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reaccion, este fendmeno lo observo y lo explicé someramente, Valdivia en su trabajo de 1995 y
posteriormente Brambilia y Gonzalez '”, suponen que la simple presencia del soma celular sobre el
domo del apéndice cecal es suficiente para generar una disminucion de linfocitos T cooperadores y

SusS precursores.

El mayor conjunto de lesiones encontrado fue en los conejos inoculados con P9C12D4, presentando
una necrosis glomerular muy severa, congestion y siderosis en grado moderado a severo. Esto es un
hallazgo 16gico considerando las caracteristicas de esta cepa, por otro lado con la cepa P9C8BI, se
encontrd una virulencia inclusive menor, que lo hallado en su cepa silvestre 8624, esto denota que
tal vez, la expresion de curli puede mediar y de algin modo favorecer una mayor absorcion de
toxina por parte del conejo; se deberan realizar mas investigaciones al respecto, no obstante, en otros
trabajos se ha encontrado que las fimbrias enroscadas le dan capacidad de internalizacion a una
bacteria a células eucaridticas ©" por lo que, atinque sabemos que las cepas EHEC no son invasivas
y en este modelo la adherencia no es necesaria, se puede inferir que la adherencia no solo evita que
la bacteria sea eliminada sino que le puede dar un acceso mas directo a sus toxinas hacia el torrente
sanguineo, esto se puede corroborar al observar una disminucion en la intensidad de las lesiones
renales en la cepa A-Ler en comparacion a la cepa IBT, ya que andlogamente a 8624 y P9C8BI1, A-
Ler se encuentra inhibida en sus capacidades de adherencia por una delecion del gen ler inhibiendo
la utilizacién de intimina en comparacion a la cepa silvestre EDL933 (IBT); este fendmeno lo

explican Brambilia y Gonzalez '

, cuando al inocular en el apéndice cecal del conejo cepas de E.
coli con diferentes factores de virulencia encuentran que cuando se tiene una adherencia intima al
epitelio, los linfocitos CD4 positivos a proteinas CD5, CD25 y CD43, disminuyen en esta zona,
situacion diferente cuando no existe esta adherencia a pesar de que se sigan produciendo toxinas de

Shiga.

Se midi6o la infiltracion de hemosiderina dentro de las células del rindén ya que en cuadros
hemoliticos severos, como es el caso del SUH, se pueden observar acimulos de hemosiderina,

1 @ , Se encontro

principalmente en células de los tiibulos renales y del sistema reticulo endotelia
que las dos cepas mutantes originaron siderosis de leve a moderada al igual que la cepa IBT, lo cual

nos indica el nivel de eritrolisis intravascular que sufrieron estos animales.
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Lesiones esplénicas

Los conejos inoculados con CST no demostraron cambios patologicos aparentes en este organo,
situacion que de igual manera se observé en la necropsia, En el caso de K12, se logr6 observar una
disminucion proporcional de ambas zonas; en el caso de la investigacion de Brambilia y Gonzalez
(7 se encontrd que K12 al contrario de todo el resto de las cepas que utilizaron, tuvo un aumento en
los linfocitos de ambas pulpas, esto pudiese ser un poco contradictorio, pero hay que recordar que en
el caso de ese trabajo se cuantificaron especificamente linfocitos y en este caso solo se cualifico la
cantidad de pulpa blanca y roja, y viendo que en todos los individuos K12 estos cambios siempre

guardaron una proporcion 1/1 entre pulpa roja y pulpa blanca (PR/PB), se puede inferir que

realmente la disminucion observada es relativa y no tiene significancia en nuestro trabajo.

A diferencia de la cepa anteriormente expuesta, el resto si tuvieron cambios en su relacion PR/PB,

por lo que en estas se puede analizar el porque de estos cambios.

Para poder realizar una evaluaciéon mas certera y basandonos en el caso de la relacion 1/1 de la cepa
K12, se decidio realizar un indice PR/PB en el que se resalte la diferencia entre ambas pulpas (figura

23)

Figura 23
Relacion Pulpa Roja/Pulpa Blanca

oIBT
B P9C12D4
0 933W

H 8624

O P9C8B1
OD-LER

o K12

< @CST

Q N N
9&"

Inoculo

La numeracion en el eje X corresponde a la cantidad de veces que la pulpa blanca disminuy6 con respecto a la
pulpa roja. (P.e. un nimero 4, querra decir que la pulpa blanca se redujo con un factor de 4 con respecto a la
pulpa roja).
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Como era de esperarse, la pulpa blanca del conejo inoculado con P9C12D4 tuvo una reduccion con
un factor de 3.5, lo cual denota una alta agresion hacia los linfocitos de este 6rgano; segun indican

an

Brambilia y Gonzalez * ", esta agresion fue especificamente hacia los linfocitos CD4 (CDS y CD43)

de la pulpa blanca.

La cepa P9C8BI1, tuvo una reduccion similar a la de la cepa silvestre 8624 y solo ligeramente mayor
a la de A-Ler, esto nos podria indicar que, en el caso de las lesiones de bazo, si es necesaria una
adherencia completa (de todo tipo de adhesinas, fimbriales y no fimbriales, incluyendo a curli), ya
que, las tres cepas deficientes en alglin tipo de adhesina, no presentaron una reduccion tan evidente,
y en el caso de 8624, su reduccion no fue tan notoria porque, probablemente, como lo menciona
Sakellaris ©¥ tal vez, esta cepa ain mantiene activa la represién de su completo potencial de
virulencia por el gen csgD, y en el caso de P9C12D4 y probablemente de igual manera en IBT este

gen ya no juega un rol protagonico en la represion de virulencia.

Hematologia
Primeramente se obtuvieron los rangos normales de los- individuos, rangos que fueron muy

.. . 7
similares a los anteriormente reportados .

En la formula roja, se puede observar en términos generales una anemia que se va complicando a lo
largo de los dias, siendo remarcable la anemia originada por P9C12D4, levemente mas severa que
las demas, esto como ya se menciond, por su mayor capacidad de expresar factores de virulencia ?;
con respecto a la ligera hemoconcentracion que se observd en unos cuantos animales durante los
primeros dias post inoculacion, esto seguramente debido a la deshidratacion del animal causada por
la cirugia, pero no es clinicamente significativo ya que, al paso de pocos dias, estos valores
regresaron a la normalidad y comenzaron a descender como en el resto de las cepas. Como era de

esperarse, los animales con indculos de K12 y CST, nunca salieron del rango normal preestablecido

para estos parametros.
En la formula blanca, podemos observar que las cepas P9C8B1 y 8624, presentaron una leucocitosis

bastante marcada a partir del 4° dia post inoculacion hasta el fin del experimento. El resto de las

cepas no presentaron cambios aparentes en lo que respecta a su formula blanca.
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Al comparar la cepa 8624 con sus dos mutantes, podemos observar que en el caso de la respuesta
celular, la cepa que posee todos sus elementos de virulencia intactos tiene mas capacidad de activar
citocinas para asi movilizar células de defensa, especialmente neutrofilos (Ilamados heterdfilos en el
caso del conejo) situacion un poco contradictoria ya que, como se ha mencionado en ciertos trabajos
@9 la presencia de neutrofilos y macréfagos aumentan los efectos de las toxinas de Shiga y
empeoran el cuadro de SUH, asi que, por consecuencia logica, la cepa P9C12D4, que fue en general

la més virulenta, deberia de tener una leucocitosis muy severa, cosa que no fue asi.

A pesar de que no existid una leucocitosis en la cepa P9C12D4, se puede observar que la presencia
de monocitos aument6 en el caso de ambas cepas mutantes a diferencia del resto de los indculos.
Esto podria ser una posible explicacion de lo que se planted en el parrafo anterior, tal vez, como lo
menciona Palermo en su trabajo > a pesar de que la presencia de neutrofilos es en gran parte lo que
complica el cuadro de SUH, el rol protagénico lo tienen los macrofagos, especialmente de higado y
bazo, los cuales a pesar de ser numéricamente mucho menores a los neutrofilos, estos, al ser
inhibidos en un modelo de ratones inyectados con Stx2 dieron como resultado un aumento del 50%
en la supervivencia de los ratones, para poder dar una explicacion a este fendmeno, probablemente
se debera buscar en el parénquima del bazo de los individuos inoculados con esta cepa el aumento
de macrofagos. A diferencia de las dos cepas mutantes, la cepa silvestre 8624, presentd una

neutrofilia marcada que fue elevandose a lo largo de los dias post inoculacion.

El resto de las cepas realmente no presentd6 muchos cambios en sus niveles leucocitarios, quizas, si
se quisiera evidenciar en forma mas clara cambios en estas cepas, se debera de elevar la dosis de
inoculacién o modificar alguna de las variables que se utilizaron, pero eso queda como antecedente

para subsecuentes experimentos.

En lo que respecta a los niveles de urea y creatinina sérica, la literatura indica " que se observa una
clara elevacion, sobre todo de creatinina, en este modelo experimental, asi como en casos de SUH
(40), que muestran una clara evidencia de lesion renal; en el caso de nuestro estudio también se
encontraron lesiones bastante severas en rifidn a nivel histopatoldgico en ciertas cepas utilizadas,
pero a nivel seroldgico no fue asi, ya que, a pesar de lo notorio de las lesiones, probablemente atin
existia mucho parénquima funcional para poder depurar los elementos que buscabamos, por lo que

si se quisiese encontrar una evidencia mas grave de lesion renal a nivel serologico, deberiamos de

adaptar el modelo para originar un cuadro mas cronico.
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CONCLUSIONES

. Las dos cepas mutantes elaboradas por Torres en 2005, presentaron un nivel de lesiones a
nivel macroscopico y microscopico mayores que la cepa silvestre 8624 y el resto de las cepas

utilizadas.

. La cepa 8624 y sus dos mutantes, poseen una capacidad mayor de crear alteraciones en el

hemograma que las cepas con las que anteriormente se habia trabajado (IBT, A-Ler, 933W,

K12)
. El aumento del grado de virulencia de las dos cepas mutantes y la cepa silvestre 8624 son,
probablemente, debidas a una capacidad mayor de inducir monocitosis y neutrofilia en el

animal.

. Los niveles de urea y creatinina sérica no presentaron ninguna variacion significativa.
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