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Creo que los animales ven en el hombre un ser igual a ellos

que ha perdido de forma extraordinariamente peligrosa el sano
intelecto animal, es decir, que ven en él al animal irracional, al animal
que vie, al animal que [lora,

al animal infeliz.

Friedrich Nietzsche (1844-1900) Filosofo alemdn




INDICE

PAGINAS
RESUMEN. ...ccoiiiiiiiininins 1
INTRODUCCION. ...ccviriiniiiniieiieiniiecninecncn 2
Caracteristicas generales EHEC. ............... 2
Patotipos de E.coli. .........cc.cooiiiiiiiiin... 3
Respuesta inmune causa por E.coli O157:H7. 4
Antecedentes. ..........ooeiiiiiiiiiiiiiiii, 5
JUSTIFICACION. ....ccovvvmriieiniinieenninneeennans 7
OBJETIVO GENERAL. ....ccccvuvviinieininnnnnnnn. 8
OBJETIVOS PARTICULARES. ......cccceeuvnennnee 9
1310:000 N 0T 1P 9
MATERIALES Y METODOS. ......cccvvvueennnnnnn. 10
Cepas utilizadas. .............c.coevviiiininnn. 10
Intervencion quirtrgica. .............c.ceoeveene. 11
Sacrificio y necropsia. ...........ccovvievieninn. 14
Imnunohistoquimica. ...................ceevinee. 14
Estandarizacion de la prueba. .................... 14
Técnica de inmunoperoxidasa. .................. 14
RESULTADOS. ...cccuiviiiiiiiiiiiiiniiieiecnennn 17
Conteo por CampPoO. ......evuveiiiinieaniiananen. 20
Analisis estadistico. ............coociiiiiiiiiini. 29
DISCUSION. ....coovuiiinniirinieennnieennnee e 37
Efectos post inoculacion. ........................ 37
Efectos en el Domo del Apéndice cecal del conejo 38
Efectos en el bazo del conejo. .................. 41
CONCLUSIONES. ...citiiiiiiiiiiiiininiieieiecnencnn 42

BIBLIOGRAFITA. «..ceoveieeeeieeeeeeerneeeeenasens 43



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1.- Cepas Utilizadas..........ccoveeireeiniriei et

Cuadro 2.- Cepas de Escherichia coli_inoculadas........................

Cuadro 3.- Marcaje de las células con anticuerpos anti raton CD4, CDS5,
CD25 y CD43 (Serotec) usados en este trabajo.................. ....

Cuadro 4.- Conteo de linfocitos marcados en el apéndice cecal
y el bazo de los conejos inoculados con
caldo SOya triPtiCASEING. ... ..ttt

Cuadro 5.- Conteo de linfocitos marcados en el apéndice cecal y el
bazo de los conejos inoculados con la cepa E.coli EDL 933 ...............

Cuadro 6.- Conteo de linfocitos marcados en el apéndice cecal y el bazo
de los conejos inoculados con cepa silvestre E.coli 8624................

Cuadro 7.- Conteo de linfocitos marcados en el apéndice cecal y el bazo
de los conejos inoculados con cepa mutante E.coli_ P9CI12D4.............
Cuadro 8.- Conteo de linfocitos marcados en el apéndice cecal y el bazo

de los conejos inoculados con cepa mutante E.coli P9C8BI................

Cuadro 9.- Analisis estadistico comparando los datos de los conejos
inoculados con la cepa silvestre 8624 y los conejos inoculados

con las cepas mutantes P9C12D4 y POEGBI........coiiiiiiiiiiiiiiiiiien

Cuadro 10.- Analisis estadistico comparando los datos de los conejos

inoculados la cepa EDL 933 y caldo soya tripticaseina...........................

Cuadro 11.- Analisis estadistico comparando los datos de los conejos
inoculados con la cepa EDL 933 y los conejos inoculados con

la cepa Silvestre 8624 ... ... e

Cuadro 12.- Efecto causado en el Domo del apéndice cecal del conejo por
los factores de virulencia sobre las células marcadas con los anticuerpos
empleados en el eXperimento. ... .. ...vvuieiuiuieeieiie e

Cuadro 13.- Efecto causado por los factores de virulencia sobre las células
marcadas con los anticuerpos empleados en el experimento, en el

DazZ0 dEl CONCJO. ... vttt ettt

PAGINA

10

11

16

20

21

22

23

24

29

30

31

36

36



INDICE DE FIGURAS

Fig. 1.- Técnica quirargica para la inoculacion de
E.Coli en el apéndice cecal del conejo.............c.eeeuinenn.

Fig. 2.- Corte histologico del apéndice cecal del conejo con la
cepa EDL 933 en la reaccion de inmunoperoxidasa,
en el cual las flechas indican las células marcada con el
anticuerpo monoclonal CD4............c.ooiiiiiiiiiiiiiieee

Fig. 3.-Corte histologico de la pulpa blanca del bazo del conejo
inoculado con la cepa EDL933 y tefiido mediante inmunoperoxidasa
conelmarcador CD4... ..o

Fig. 4-.- Corte histologico del apéndice cecal del conejo con
la cepa silvestre 8624 en la reaccion de inmunoperoxidasa,
en el cual las flechas indican las células marcada con

el anticuerpo monoclonal CDS5............oiiiiiiiiiii e,

Fig. 5.- Corte histologico del bazo del conejo con la cepa
silvestre 8624 en la reaccion de inmunoperoxidasa,
en el cual las flechas indican las células marcada con

el anticuerpo monoclonal CDS5....... ..o

Fig. 6.- Corte histologico del apéndice cecal del conejo con
la cepa mutante P9C12D4 en la reaccion de
inmunoperoxidasa, en el cual las flechas indican

las células marcada con el anticuerpo monoclonal CD25......................

Fig. 7.- Corte histologico del bazo del conejo
con la cepa mutante P9C12D4 en la reaccion
de inmunoperoxidasa, en el cual las flechas indican

las células marcada con el anticuerpo monoclonal CD25......................

Fig. 8- Corte histologico del apéndice cecal del
conejo con la cepa mutante POE8B1 en la reaccion
de inmunoperoxidasa, en el cual las flechas indican las

células marcada con el anticuerpo monoclonal CD43..........................

Fig. 9.- Corte histologico del bazo del conejo con la
cepa mutante POESB1 en la reaccion de
inmunoperoxidasa, en el cual las flechas indican

las células marcada con el anticuerpo monoclonal CD43....................

Fig.- 10.- Distribucion de los linfocitos en el Domo del
Apéndice cecal de los conejos sanos a los 60 dias de edad.............

Fig.- 11.-Distribucion de los linfocitos en el bazo

de los conejos sanos a los 60 dias de edad.................coooiiiiii L.

PAGINA

13

25

25

26

26

27

27

28

28

32

33



Resumen:

En este trabajo se determind el efecto de las infecciones por diferentes cepas de E.coli
sobre el numero y la distribucion de diferentes subpoblaciones linfocitarias inoculadas
en el apéndice cecal de conejos sanos.

Se utilizd la cepa mutante hiperadherente P9C12D4, la cepa mutante
hipoadherente P9C8B1, y la cepa silvestre cepa 86-24, en conejos de la raza nueva
Zelanda con un peso aproximado de 1.8 a 2 Kg.

Estas cepas se inocularon en el apéndice cecal por medio de una cirugia en los
congjos y luego de la muerte de los mismo o de la eutanasia a los 7 dias se obtuvieron
muestras de apéndice cecal y bazo; y Iluego se realizaron pruebas de
inmunohistoquimica, para caracterizar el efecto de la cepa silvestre y de las dos
mutantes, sobre el sistema inmune y el efecto causado directamente sobre los linfocitos
tisulares en el Domo, del apéndice cecal y el bazo de los conejos inoculados.

Los resultados mostraron que la cepa P9CI2D4 tuvo una disminucion
significativa sobre los linfocitos del apéndice cecal y el bazo, mientras que la cepa
P9ESCI1 solo tuvo efectos en el Domo del apéndice cecal de los conejos inoculados; La
cepa silvestre 8624 tuvo los mismos efectos que la cepa control positivo.

La cepa silvestre 86-24 afecto los linfocitos T y B activos tanto en el Domo del
apéndice cecal como en el bazo de los conejos inoculados.

La cepa mutante en el gen cad A alterado y con el fenotipo hiperadherente afectd
disminuyendo significativamente a los pre-linfocitos T y células T y B inmaduras
presentes en el Domo del apéndice cecal y el bazo de los conejos inoculados.

La cepa mutante en el gen csg D y de fenotipo hipoadherente tuvo disminucion
significativa en los linfocitos pre-linfocitos T y B, células T y B inmaduras y Timocitos
del Domo del apéndice cecal y no tuvo efectos en el bazo de los conejos inoculados. La
inoculacién de la cepa silvestre y sus 2 mutantes en el apéndice cecal del conejo

desarrollo un efecto sistémico.



INTRODUCCION

Caracteristicas generales de EHEC:

E. coli es un habitante normal de la flora intestinal pudiéndose llegar a convertir en un
importante patdégeno en condiciones adecuadas de crecimiento (Schachtter y col.,1993).
El nombre de Escherichia coli proviene de su descubridor Theobald Escherich.

Los sitios mas frecuentes de infecciones clinicas importantes son el aparato urinario,
vias biliares y otros sitios de la cavidad abdominal (Bell, 1998).

E. coli es un baston corto Gram negativo, forma colonias lisas, circulares,
convexas, con bordes bien definidos, es anaerobia facultativa, crece en medios
diferenciales y definidos como lo es agar Mac Conkey (Gyles y col., 1992).

La identificacion de las variedades patogénicas se puede realizar de diferentes
formas: Por cultivo y aislamiento de la bacteria, pruebas bioquimicas, reaccion de la
cadena polimeraza (PCR) serotificacion y separacion de la cadena inmunogénica

(Blanco y col., 2000).

La serotipificaciéon evidencia a los antigenos existentes en cada variedad, estos

son: (Donuhue —Rolfe y col., 1999).

e Ag “O” Lipopolisacaridos de la membrana.
e Ag “H” Proteinas de flagelo.
e Ag “K” Polisacaridos presentes en la capsula.

e Ag “F” Proteinas de las fimbrias.



Patotipos de E. coli:

Existen cinco diferentes grupos de Escherichia coli que causan enfermedad intestinal
en humanos; enteroagregativas (EAEC), enteropatogenas (EPEC), enterotoxigénicas
(ETEC), enteroinvasiva (EIEC) y las productoras de toxina shiga o enterohemorragicas
(EHEC)(Caugnat,1999 y Cortes,2003 ).

E. coli enterohemorragica (EHEC) produce una verotoxina asi denominada por
su efecto citotoxico sobre las células. Existen por lo menos dos variantes antigénicas de
la toxina, Stx1 y Stx2 (Puente, 2001).

De los serotipos de E.coli que producen toxina el mas frecuente es O157:H7.En
humanos ha sido relacionada en casos de Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) y
Colitis Hemorragica (CH) en todo el mundo (Jawetz, 1998).

Sindrome Urémico Hemolitico (SUH).

Es una enfermedad -caracterizada por insuficiencia renal, anemia hemolitica,
trombocitopenia, defectos de la coagulacion y signos neuroldgicos variables. Esta
enfermedad es mas frecuente en los nifios y se presenta cominmente después de una
infeccion gastrointestinal usualmente causada a bacteria Escherichia coli O157:H7.La
incidencia del Sindrome Urémico Hemolitico ha aumentado en los tltimos afios y en la
actualidad constituye la principal causa de insuficiencia renal aguda en este grupo de la
poblacion. Una de las causas mas atribuibles al brote es el consumo de comida rapida
contaminada y mal cocida (Paton, 2000).

Patogenia del sindrome Urémico Hemolitico:

Esta bacteria se ingiere con los alimentos mal cocidos, colonizan el intestino grueso y
se adhieren a las paredes de la mucosa del colon, después de invadir y destruir dichas
células, el tejido adyacente y su vascularizacion se produce la diarrea (Jaime y col.,
2003).

El sindrome generalmente comienza con sintomas como vomito y diarrea, la
cual puede ser sanguinolenta. En una semana el paciente desarrolla debilidad e irritacion
y el gasto urinario disminuye significativamente, llegando incluso a suspenderse. El
paciente se torna anémico dado que la toxina tiene actividad hemolitica. (Enciclopedia
medica de la salud, 2001)(Valdivia, 2002).

El trastorno continua por la activacion de la coagulacion con la formacion de
trombosis en los vasos pequefios. El dafio en el endotelio de los glomérulos favorecen

la liberacion de citocinas de potente accion vasoconstrictora, lo cual aumenta la



resistencia vascular y disminuye el flujo sanguineo renal produciendo la insuficiencia
renal (Jaime y col., 2003).
Desarrollo de los modelos animales:

El conejo se ha utilizado en diferente ensayos en los que se detectan toxinas
producidas por los diferentes serotipos de E. coli este modelo animal desarrolla un dafio
producido por la VT1 en el endotelio, estas lesiones son similares a las encontradas en
los rifiones y otros tejidos humanos por lo cual es muy utilizado en los estudios de
patogénesis y como ataca a los humanos ya que se sabe de la deplecion linfocitaria que
provoca la bacteria en el bazo y otros organos linfoides como el apéndice cecal del
conejo. Se ha sugerido que el apéndice cecal del conejo es un organo linfoide
secundario y se piensa que su funcion es la de presentar antigenos, ademas de absorber
los nutrientes y de secretar sustancias. La mucosa presenta 2 tipos de epitelio, uno
cilindrico con células caliciformes intercaladas en las proyecciones alargadas y otro
cuboidal bajo, casi aplanado a nivel de las proyecciones cortas lanceoladas. Se
menciona que el primer tipo puede tener la propiedad de absorber y secretar diversas
sustancias mientras que el segundo tipo parece tener una funcién linfoide, teniendo
células captadoras y presentadoras de antigenos, a estas zonas se les han denominado

“Domo y Vellosidad” (Valdivia, 1995; Pospisil y col., 1996; Valdivia, 2002).

Respuesta inmune por E.coli O157:H7

La primera en aparecer es la inmunoglobulina IgG la cual opsoniza y activa el
complemento, citotoxicidad mediada por CD8 dependiendo de anticuerpos 'y
retroalimentada por células B (Abas y col., 2000).

Los neutroéfilos son los que se presentan en mayor cantidad en la sangre, estas destruyen
a las bacterias intracelulares resultando en una aceleracion de la apoptosis. Watson en
1996 menciona que E .coli produce un producto oxigenado que acelera la apoptosis de
los neutrofilos.

En los estudios realizados por Perez (2002), se observé que los conejos
inoculados con la cepa EDL933 disminuyeron significativamente la respuesta inmune
lo cual no se observod en los conejos inoculados con la cepa K12. Esto sugiere un
efecto sistémico de la toxina sobre algun tipo de linfocito involucrado en la respuesta
inmune.

En los conejos inoculados con la cepa EDL 933 se produjo una inmunoreaccion

provocando que las células inmaduras de los centros germinales y en los linfocitos B



activados productoras de IgG expresaran un receptor para la toxina en los linfocitos T y
pre T y las células B inmaduras, aunque otros autores indican que la VT inhibe la
proliferacion de células T y B asi como la disminucion de su actividad (Mengue y col.,

1999).

Antecedentes:

La cepa O157:H7 presenta dos verotoxinas diferentes; Stx1 y la Stx2, estas

toxinas estan codificadas por genes presentes en bacteridofagos lisogénicos (Valdivia
2002).
La secuencia del proceso patogénico seria: Adherencia laxa al enterocito por la fimbria,
seguida de la adherencia intima y lesion de la pared del enterocito por produccion de la
proteina intimina codificada por el gen “eae” y posteriormente la liberacion de
verotoxina (Oskov, 1990). La forma en la cual la SLT intoxica a las células es la
siguiente:

El pentdmero B de la toxina se une al receptor Gb3.

Integrando observaciones anteriores, es posible dar el siguiente mecanismo de
lesion:
1.- La bacteria se adhiere a la mucosa de las vellosidades o domo del apéndice cecal.
2.- La toxina se une al Gb3 provocando alteraciones que producen que la bacteria
penetre a la submucosa.
3.- La bacteria se replica y es fagocitada en las areas linfoides, observandose también en
el estroma.
4.- Se inicia el proceso inflamatorio, por la presencia de la bacteria, sus productos de
degradacion y sus lipopolisacaridos. La toxina liberada en la luz del 6rgano inicia sus
efectos en el tracto intestinal.
5.- El lipopolisacaridos y la bacteria inducen la expresion de receptores en la
microvasculatura y macrovasculatura renales.

6.-El efecto sobre el sistema nervioso se presenta en los ultimos estadios de la

enfermedad (Valdivia, 2002).



Torres y col.(2003), buscaron y caracterizaron elementos involucrados en la
adherencia de E.coli O157:H7 a cultivos de células epiteliales, en diferentes regiones
del genoma de E.coli y después seleccionando a las colonias de cepas mutantes que
tuvieran caracteristicas diferenciales de adherencia a células HelLa en comparacion con
la cepa silvestre 86-24, la cual fue aislada por primera vez por Tarr y col. (1987), en un
brote de colitis hemorragica con varias presentaciones de SUH en Washington.(Abe
,1999).

De estas cepas se obtuvieron, los mutantes P9C12D4, inhibiendo la produccion
de la enzima Lisina Descarboxilasa; Esta cepa es hiperadherente en células Hela y
Caco-2. También se obtuvo la cepa mutante P9C8B1, inhibiendo la codificacion para
formar fimbrias enroscadas y posee una capacidad ligeramente menor de crear biofilms

en medio inertes de PVC y en medio minimo de glucosa que la cepa 86-24 (Tarr,1987).

Por otro lado Cortes (2003), trabajo con conejos sanos de 60 dias y observo que
los linfocitos disminuyeron en el bazo y apéndice cecal, dando como resultado que en
general los marcadores CD4 CD25 y CD43 se encontr6 en mayor cantidad en el Domo
del apéndice cecal y el marcador CD5 en la vellosidad del mismo y la mayor cantidad
de dichos marcadores en el bazo se encontraran en la pulpa blanca, en general todos los
marcadores se vieron notablemente disminuidos tanto en la vellosidad y el Domo del
apéndice cecal como en el bazo en especial en la cepa EDL933 que es la cepa que
contiene todas las toxinas funcionales.

Mas adelante Brambilla y Martinez (2006), encontraron que para la cepa EDL-
933 la deplecion de linfocitos fue sistémico, ddndonos a conocer que dicha cepa afecto
principalmente a los linfocitos T y B inmaduros en el apéndice cecal y en el bazo, asi
como también que los linfocitos afectados fueron directamente regulados por el

receptor Gb3 causando una destruccion antes mencionada.



Justificacion.

Anteriormente se reportd un efecto de lisis sobre los linfocitos locales y en el
bazo, proponiéndose que dicho efecto pudo ser mediado por una serie de linfocitos
portadores de receptores de Gb3 o bien por un fenémeno indirecto via citocinas.
(Valdivia, 2002). También se demostré que en un modelo animal en conejo, la
administracion de la cepa EDL933 de E. coli, produjo la disminucion de la respuesta

inmune celular y humoral (Pérez, 2002).

Se han descrito diversas fimbrias que participan en la adherencia inicial de la
bacteria y ellas han sido estudiadas a través de la produccion de mutantes en los
diversos genes (Valdivia, 2002).

Torres (2003), cre6 dos mutantes de E coli 86-24 por medio de la insercion de un
transposon 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.

A pesar que las dos cepas mutantes son hiperadherentes en distintas superficies no se
sabe si tendran el mismo efecto ya que se menciona que en células vivas la cepa
P9C12D4 es mas adherente que la mutante P9C8B1 dando un efecto inmunodepresor
del sistema inmune, sobre los linfocitos tisulares del apéndice cecal y del bazo del

congjo.



Objetivo general:
] Determinar el efecto de la infeccion experimental con cepas de E.coli
con diferentes capacidades de adherencia sobre el numero y la distribucion de
diferentes subpoblaciones linfocitarias en el apéndice cecal y bazo de los

congjos.



Objetivos particulares:
e Determinar diferencias en el nimero de los linfocitos marcados con los
diferentes monoclonales CD4, CD5, CD25 y CD43, presentes en el apéndice cecal

y bazo de los conejos inoculados con E. coli 86-24 y 2 mutantes.

e Relacionar las diferencias encontradas en el nimero de linfocitos con la presencia

de algunos los factores de virulencias presentes en las cepas.

Hipotesis
Si la presencia de Escherichia coli O157:H7 disminuye la poblacion de
linfocitos en el apéndice cecal y bazo, entonces las cepas mutante hiperadherente

(P9C12D4) debera de producir mayor deplecion linfocitaria que la cepa hipoadherente
(P9C8BI1).



MATERIALES Y METODOS.

DISENO EXPERIMENTAL:

Para realizar el trabajo se utilizaron 10 conejos de la raza Nueva Zelanda con un
peso aproximado de 1.8 a 2.0 kg. y se seleccionaron sin discriminar el sexo; estos
animales fueron obtenidos en el modulo de cunicultura de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, 24 horas antes de la cirugia se les sometio a ayuno de sélidos.

A estos conejos se les realizara una cirugia para poder inocular las diferentes cepas de
E.coli en el apéndice cecal.

Una vez que el conejo ha fallecido 6 eutanasiado a los 7 dias post inoculacion, se realizo
la necropsia para obtener el apéndice cecal y bazo. De estos o6rganos se obtubieron
cortes histologicos para obtener laminillas que posteriormente fueron tefiidas con
técnicas de inmunohistoquimica.

Una ves tefiidas dichas laminillas se procedio a la identificacion y conteo por campo de
observacion de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en el apéndice cecal y el bazo.
1.- CEPAS UTILIZADAS.

Las cepas de Escherichia coli utilizadas fueron la EDL933, como cepas testigos;
como testigos negativo se utilizo caldo soya tripticaseina; como cepas experimentales
donadas por el PhD. Alfredo Torres de la U. de Bramech Medical Texas se utilizaron la
cepa silvestre 86-24 y dos de sus mutantes P9C12D4 y P9C8BI.

CUADRO 1.- CEPAS UTILIZADAS.

Inoculo de E .coli Genotipo Fenotipo
CST
EDL 933 ler +,eae+, stx1+, stx2+ 0157:H7
Stx1+, Stx2+
86-24 eae+, ler+, Silvestre O157:H7
cadA + csgD+ Stx1+, stx2+
stx1+,stx2+ Cad A+, CsgD+
P9C12D4 cadA + csgD- lisina -
eae+ler+ Stx1+, Stx2+
stx1+,5tx2+ Mayor adhesion fimbrial
P9C8B1 cadA - csgD+ Stx1+, Stx2+
eae+ ler+ fimbrias enroscadas
stx1+,5tx2+

Los inoculos utilizados fueron preparados 18 horas antes de la intervencion
quirargica mediante el sembrado de una colonia de cada cepa en 3 ml de caldo soya
tripticaseina; y se dejo incubar a 37° C. de este cultivo se tomo unicamente 1 ml para
inocularlo en el apéndice cecal del conejo; esta cantidad corresponde a una dosis de

1x10* Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/ ml. (Valdivia 1995).
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Cuadro 2.- Cepas de Escherichia coli. inoculadas .

INOCULO No. DE ANIMALES
Caldo soya tripticaseina 2
EDL 933 2
8624 2
P9C12D4 2
P9CS8BI 2

2.- INTERVENCION QUIRURGICA.

PRIMER PASO.- Se inici6 con la tranquilizacion del conejo por via
intramuscular con la dosis de 0.2 mg/kg de propiopromacina al 1% (Combelen de
BAYER®). Se procedi6 a rasurar la region abdominal desde los cartilagos xifoides
hasta la region inguinal, se continud con la anestesia de manera general con una dosis de
40 mg/kg de clorhidrato de ketamina (Anesket Lab. PISA) por via intramuscular. Se
coloco al animal en decubito dorsal y se procedid a la antisepsia del area quirargica con
cloruro de benzalconio en concentracion 1:100 para luego colocar los campos de
cirugia respectivos.

SEGUNDO PASO.-La cirugia empezd con una incision por linea media
aproximadamente de 4 cm, tomando en cuenta la cicatriz umbilical, cortando piel y
linea alba. Una vez dentro de la cavidad abdominal se localiz6 el apéndice cecal y se
expuso sobre gasas humedecidas con solucion salina fisioldgica estéril a temperatura
ambiente, (el apéndice cecal fue irrigado durante toda la cirugia con SSF estéril); se
considerd el extremo final del saco ciego para tener un segmento de trabajo de
aproximadamente 3-4 cm., con extremo cuidado se localizd la irrigacion de la arteria
ileocolica y se ligaron las ramas de esta para poder cortar en dos secciones el apéndice
cecal.

TERCER PASO.- Una vez que fue ocluida la irrigacion hacia el saco ciego y
mantenida hacia el peritoneo, se colocaron 2 clamps para separar las 2 porciones del

apéndice y se corto entre las 2 pinzas, se sutur6 la porcion cecal, mediante una jareta
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invaginante para luego realizar la sutura de Cushing con monocryl de 3-0 para asegurar
que no hubiera salida de contenido.

CUARTO PASO.-Una vez que se obtuvo la porcion del saco ciego se procedio a
lavar con mucho cuidado por medio de una sonda pediatrica estéril y SSF estéril a
temperatura ambiente, hasta que el saco qued6 lo mas limpio posible, luego se continuo
con una jareta invaginante para luego terminar con una sutura en Cushing con
monocryl del 3-0.

QUINTO PASO.- Poco antes de terminar la linea de sutura se tomo 1 ml del
inocul6 con una jeringa insulinica y se inyecto en el saco ciego para luego terminar con
una pequefia gota de benzal en el area de inyeccion del indculo.

SEXTO PASO.- Para finalizar con los extremos de la sutura que habian sobrado
de cada jareta se unieron para mantener la conformacion del 6rgano y se regreso el
apéndice cecal a su posicion original para poder cerrar la cavidad abdominal utilizando
catgut absorbible 2-0 tanto en peritoneo y musculo como en piel. La linea de incision se
limpi6 con cloruro de benzalconio y se le aplico negasunt (Coumaphos 3%, Proxur 2%

y protalbin 5% (Valdivia, 2005).
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Fig. 1.- Técnica quirurgica para la inoculacion de E. coli en el apéndice cecal del
conejo.

a) Primer paso. b) Segundo paso.

e "r-.-'":,‘._[__!: 2

C.-Tercer paso. d).- Cuarto paso.

e).-Quinto paso. f).- Sexto paso.
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3.-SACRIFICIO Y NECROPSIA.

Los animales que murieron antes de los 7 dias se les practicaron la necropsia
para obtener apéndice cecal y bazo. Los animales mismos que se mantuvieron con vida
después de este periodo se les practicaron la eutanasia y se obtuvieron los 6rganos para

fijarlos en paraformaldehido al 4%.

4.- PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Después de fijar el tejido se realizaron cortes en diferentes zonas de cada
muestra y se colocaron en capsulas para someterlas a deshidratacion para después poder
infiltrarlas en parafina (Estrada, 1982., y Gaete, 1996).

Se realizaron cortes en microtomo a las muestras para la realizacion de la prueba

de inmunoperoxidasa.

5.- INMUNOHISTOQUIMICA.
Inmunoperoxidasa indirecta:

Estandarizacion de la prueba:

Para la estandarizacion de la prueba se llevaron a cabo cortes de apéndice cecal y bazo,
fijados previamente en paraformaldehido, obtenidos de animales inoculados con las
cepas testigo, la cepa silvestre y las dos mutantes.

Se realizaron diluciones1:10,1:100 y 1:200 de cada anticuerpo monoclonal (Serotec)
los cuales fueron; anti-CD4, el cual marca los linfocitos T cooperadores y los timocitos,
el CDS5 el cual todos los linfocitos T y en el caso del conejo todos los linfocitos B, el
CD25 que marca todas las células con receptores de IL2 que son linfocitos T y B
activados y monocitos; el CD43 que marca los linfocitos T, timocitos, monocitos,

macrofagos y linfocitos B activados.
Se utilizd6 albumina bovina al 1% para poder bloquear todas las proteinas de la

superficie celular que se pudieran adherir con facilidad al monoclonal utilizado, también

se realizaron las pruebas a diferentes tiempos de incubacion en cada paso tomando en
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cuenta las recomendaciones del fabricante y la evaluacion del microscopio,
considerando la reaccion mas fuerte y el menor ruido de fondo.

5.1.- Técnica de inmunoperoxidasa:

Una vez desparafinadas las muestras se colocaron en un bafio de solucion
buffer tris (TBS) por 5 minutos para rehidratar las muestras.

Para inhibir la peroxidasa endégena se les aplicé peroxido de hidrogeno al 0.6%
en metanol al 80% durante 10 minutos en cdmara humeda a 37°C y se lavaron 4 veces
con solucion buffer tris (TBS) pH 7.6, posteriormente se les coloco albimina sérica
bovina al 1% por 10 minutos en cdmara himeda a temperatura ambiente.

Posteriormente se realizan 4 lavados con solucion buffer tris (TBS) para luego
aplicar los monoclonales anti-CD4, antiCD5, antiCD25 y antiCD43 como marcadores,
diluciéon 1:100 y el tiempo de incubacion en camara humeda fue de 1 hora. Se lavo con
solucion buffer tris (TBS) y se aplico el anticuerpo biotinilado del Kit Dako LSAB
K0679 y se incubo por 30 minutos en camara himeda a temperatura ambiente. Se
lavo 4 veces y se aplico el complejo StrepAB Complex/ HRP del Kit por 30 minutos.
Se lavd y se aplico la diaminobenzidina del Kit por 55 segundos para lavar y luego
aplicar la hematoxilina de Harris por 1 minuto. Luego de esto se colocd una gota de
etanol al 70°,80°,90°,100° y Xileno .Finalmente los cortes fueron deshidratados y

montados en resina para su posterior observacion.
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Monoclonales utilizados:
Cuadro 3.
Marcaje de las células con anticuerpos anti raton CD4, CD5, CD25 y CD43 (Serotec)

usados en este trabajo.

Marcador CD4 | CD5 | CD25 | CD43
Linfocitos T + + +
Linfocitos Pre T + +
Timocitos + + + +
T cooperadores + + +
T- Citotoxicos +

Linfocitos B + +
Linfocitos de B de medula 6sea +
Linfocitos B inmaduros +
Linfocitos B maduros. +

Células B activas +
Monocitos /macrofagos + + +

Cortés, (2003).

Para la observacion al microscopio de las regiones se dividieron en:
Apéndice cecal

Domo.- Base, intermedio y punta.
Bazo:

Pulpa roja.
Pulpa blanca.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos de los linfocitos marcados para cada monoclonal utilizado, se
contaron en 8 campos visuales, (4 campos visuales observados por laminilla) para el
Domo (base, intermedio y punta) del apéndice cecal y el bazo (Pulpa blanca y pulpa
roja) de los conejos inoculados con cada una de las cepas.

Los resultados obtenidos de estos 8 campos visuales se utilizaron en el programa
Stadistica (Nonparametric stadistics and distribution fitting.Ordinal describe stadistics,
media mode, percent....), por medio de la prueba de t de student .Los resultados se
observan en los cuadros del 4 al 8. Este programa se utilizo para poder saber si habia
diferencia estadistica entre el nimero de linfocitos marcados en el apéndice cecal y
bazo, por los diferentes monoclonales utilizados entre las diferentes cepas.

Una vez que se obtuvieron las diferencias significativas asi como la media y la
desviacion estandar (Marcadas con un *) 6 no diferencia (NDS), se indic6 con flechas
(I1) si los linfocitos marcados aumentaron o disminuyeron en cantidad. Estos
resultados se muestran en los cuadros del 9 al 11.

Los resultados encontrados en los conejos de la reaccion de imunoperoxidasa se
muestran en los siguientes cuadros considerando como estructuras mas importantes a
describir el del domo del apéndice cecal del conejo y del bazo, asi como el anticuerpo
monoclonal utilizado.

Con respecto a las células marcadas con CD4 + se observo una disminucion
significativa en el apéndice cecal y bazo de los conejos inoculados con la cepa 8624 en
comparacion con la cepa P9C12D4; En la punta del domo y el bazo de la cepa 8624
hubo una disminucion significativa en comparacion con la cepa P9C8B1, en las demaés
estructuras del apéndice cecal no se encontré diferencia significativa; En la punta del
domo del apéndice cecal y pulpa blanca del bazo, existe una disminucion significativa
para la cepa P9C12D4 en comparacion con la cepa P9C8BI, solo se encontré un
aumento significativo en la base del domo del apéndice cecal y en las demas estructuras
no se encontrd diferencia significativa.

Estos resultados se pueden observar en el cuadro 9.

Los linfocitos marcados con CD5+ tuvieron una disminucion significativa en la punta y
base del domo del apéndice cecal y pulpa blanca del bazo, y un aumento significativo en
el intermedio del domo del apéndice cecal y pulpa roja del bazo del conejo inoculado

con la cepa 8624 en comparacion con la cepa P9C12D4; En la punta del domo y el bazo
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se observo una disminucion significativa para la cepa 8624 en comparacion con la cepa
POESBI, en las demas estructuras no se encontrd diferencia significativa; En el
intermedio del domo del apéndice cecal se encontré una disminucion significativa y en
el intermedio del domo se encontr6 un aumento significativo de la cepa P9C12D4 en
comparacion con al cepa PO9ESBI, en las demas estructuras no se encontr6 diferencia
significativa. Estos resultados se pueden observar en el cuadro 9.

Las células marcadas con CD25+ tuvieron una disminucion significativa en la punta e
intermedio del domo del apéndice cecal de la cepa 8624 en comparacion con al cepa
P9C12D4, en las demas estructuras no se encontrd diferencia significativa; En la punta
e intermedio del domo del apéndice asi como en la pulpa blanca del bazo se observo
una significativa disminucién del numero de linfocitos marcados de la cepa 8624 en
comparacion con al cepa P9C8B1, en las demas estructuras no se encontro diferencia
significativa: En la punta del domo del apéndice cecal se encontré una disminucion
significativa y en el bazo una aumento significativo en el conteo de linfocitos para la
cepa P9C12D4 en comparacion con la cepa P9C8BI1, en las demas estructuras no se
encontrd diferencia significativa. Estos resultados se pueden observar en el cuadro 9.
En las células marcadas con CD43+ en la punta del domo del apéndice cecal se vio
una disminucion significativa en la base del domo y un aumento significativo para la
cepa 8624 en comparacion con al cepa P9C12D4, las demas estructuras no presentaron
diferencia significativa; en el conteo de linfocitos en la punta del domo del apéndice
cecal se observd una disminucion significativa en la cepa 8624 en comparacion con al
cepa P9C8BI, en las demas estructuras no se encontrd diferencia significativa; Los
linfocitos en la punta del domo del apéndice cecal y pulpa roja dela bazo marcaron un
aumento significativo y la base del domo marco una disminucion significativa de los
linfocitos marcados de la cepa P9C12D4 en comparacion con al cepa P9C8BI, en las
demas estructuras no se encontrd diferencia significativa.

Estos resultados se pueden observar en el cuadro 9

En los linfocitos marcados con CD4+ se observo un aumento significativo en la base
del domo del apéndice cecal y la pulpa roja del bazo de la cepa EDL933 en
comparacion con Caldo Soya Tripticaseina, en la demas estructuras no se encontrd
diferencia significativa; En el marcador CD5+ no se observo diferencia significativa
para ninguna estructura; Para el marcador CD25+ la base del domo del apéndice cecal
presentd una disminucion significativa y en la pulpa roja del bazo se observo una

aumento significativo en el nimero de linfocitos marcados, en las demads estructuras no
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se observo diferencia significativa: para el marcador CD43+ en le domo y pulpa blanca
del bazo se observo una disminucion significativa en el nimero de linfocitos marcados,
en la demas estructuras no se encontré diferencia significativa. Estos resultados se
pueden observar en el cuadro 10.

Comparando la cepa EDL933 en contra de la cepa 8624 se observo que los linfocitos
marcados con CD4+ en la base del domo del apéndice y la pulpa blanca, hubo una
disminucién significativa, en la punta e intermedio del domo del apéndice se vid un
aumento significativo, en la demas estructuras nos observd diferencia significativa, para
el marcador CD5+ en la pulpa blanca del bazo se observo un aumento significativo, en
las demas estructuras nos se observo diferencia significativa; Para el marcador CD25+
en la punta e intermedio del domo del apéndice se vio un aumento significativo , pero
en las demas estructuras no se vio diferencia significativa; Para los linfocitos marcados
con el monoclonal CD43 se observo que en la punta del domo del apéndice cecal y el
bazo existié6 un aumento significativo, en las demas estructuras no encontr6 diferencia

significativa. Esto resultados se pueden observar en el cuadro 11.
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CUADRO 4.- CONTEO DE LINFOCITOS MARCADOS EN EL APENDICE CECAL Y EL BAZO DE
LOS CONEJOS INOCULADOS CON CALDO SOYA TRIPTICASEINA.

Estructura | Region Positivos / campo XH*E | Sk
Punta 5 15110 | 8 14 124 |10 | 4 11.25 | 6.43
Domo Intermedio 8 |7 |5 |8 |12|8 |12]14] 9.25 | 3.05
Base 8 [20(15]|22 |16 |[10|4 |5 |11.25| 694
Pulpa Roja 1018 |2 |5 |10]4 |15]10 8 4.17
cp4 | Bazo PulpaBlanca |10 | 15]10|8 |8 |10]|5 |11 |9.625| 2.87
Estructura | Region Positivos / campo X**k | S**
Punta 101219 [12 3720 |28 | 18] 1825 | 9.86
Domo Intermedio 15117 10|11 | 68| 72 |48 | 53] 36.75 | 26.32
Base 16120108 |8 |9 |10|7 | 456 | 4.56
Pulpa Roja 121161520 |10|20|8 |6 849 | 549
cps | Bazo PulpaBlanca |5 |3 |8 |6 |6 |5 |15]12] 403 | 403
Estructura | Region Positivos / campo X**k | S**
Punta 15]11218 |5 |29]20]22|24] 1687 | 828
Domo Intermedio 8 |12 15| 1132|3314 |34]19.87 | 11.07
Base 1012028 (3512 |4 |3 |2 13 12.19
Pulpa Roja 108 |3 |4 |10]12]10]3 7.5 5.62
cpD2s | Bazo PulpaBlanca | 15 |17 |22 |18 |20 | 16 |20 | 13 | 17.62 | 2.97
Estructura | Region Positivos / campo X**k | S**
Punta 1212012319 |42]26|32|48| 26,5 | 13.64
Domo Intermedio 40 | 43 | 58 | 63 | 60 | 58 | 43 | 48 | 51.62 | 9.08
Base 22|16 |18 | 21 | 14|28 | 18 | 12| 18.62 | 5.04
Pulpa Roja 28 |33 |14 |28 | 28 | 18 | 46 | 20 | 26.87 | 9.99
Bazo PulpaBlanca | 48 | 56 | 61 |34 | 54 |42 |38 |27 | 45 11.77
CD43

*Los datos obtenidos son el promedio de los 4 campos observados y analizados por region considerando el tipo de
anticuerpo monoclonal utilizado.

**X se refiere a la media y S a la desviacion estandar.
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CUADRO 5.- CONTEO DE LINFOCITOS MARCADOS EN EL APENDICE CECAL Y EL BAZO DE
LOS CONEJOS INOCULADOS CON LA CEPA E. COLI EDL 933.

Estructura Region Positivos / campo Xk S**
Punta 4 |3 6 |3 |4 2 1 3 8.87 3.35

Domo Intermedio 2 |4 8 6 10 14 | 8 9 22.5 10.98
Base 24 (12 |17 | 13 | 28 31 | 10 | 11 | 35.5 9.24
CD4 Pulpa Roja 18 | 16 | 11 | 14 | 25 20 |26 | 23 | 19.12 | 5.35
Bazo Pulpa Blanca 5 |8 |9 |8 |3 6 |2 |2 [537 2.82
Estructura Region Positivos / campo Xk S**
Punta 12 |23 |18 | 16 | 10 4 6 3 11.5 7.13
Domo Intermedio 36 |21 |12 | 17 | 10 9 12 |14 | 7.5 4.62

Base 28 | 16 |46 | 32 |21 14115 1|9 19.5 10.15
CD5 Pulpa Roja 20 | 19 |16 | 22 |21 36 |27 |19 | 225 6.30
Bazo Pulpa Blanca 6 8 17 |22 |2 4 3 2 8.12 7.41
Estructura Region Positivos / campo Xk S**
Punta 12 |23 |18 | 16 | 10 4 6 3 13.75 | 2.32
Domo Intermedio 4 8 16 | 12 | 2 4 8 5 2.92
Base 28 |16 | 4 63 | 221 |14 |15 |9 9.62 5.42
CD25 Pulpa Roja 20 |19 |16 |22 |21 36 |27 |19 | 19.25 | 6.29
Bazo Pulpa Blanca 6 8 17 122 |2 4 3 2 7 7.03
Estructura Region Positivos / campo Xx* S**
Punta 4 6 3 8 4 2 1 2 10.12 | 5.40
Domo Intermedio 21 |12 | 8 10 | 8 2 14.87 | 5.27
Base 10 |12 | 14 | 16 | 21 12 | 10 | 8 2725 | 9.83
CD43 Pulpa Roja 18 |20 |24 | 31 | 18 14 |19 | 10 | 15 6.02
Bazo Pulpa Blanca 4 8 12 122 |3 4 2 1 8.12 4.88

*Los datos obtenidos son el promedio de los 4 campos observados y analizados por region del animal inoculado
con lacepa E.coli EDL 933 IBT.

**X se refiere a la media y S a la desviacion estandar.
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CUADRO 6.- CONTEO DE LINFOCITOS MARCADOS EN EL APENDICE CECAL Y EL BAZO DE

LOS CONEJOS INOCULADOS CON CEPA SILVESTRE E. COLI 8624.

Estructura | Region Positivos / campo X** S**
Punta 21 |17 | 14 18 |70 | 55 | 68 | 46 | 38.62 | 23.84
Domo Intermedio 48 | 36 | 31 27 |28 |33 |12 | 18 | 29.12 | 10.98
Base 21 | 8 10 1416 |9 13 | 14 | 11.85 | 4.70
Pulpa Roja 46 | 38 | 27 44 139 |12 |20 |30 | 47.25 |27.84
CD4 Bazo Pulpa Blanca | 86 | 78 | 45 68 | 15 |21 |30 | 10 | 28.87 | 13.20
Estructura | Region Positivos / campo X** S**
Punta 28 |18 |21 13 112 |9 10 | 21 | 16.5 6.61
Domo Intermedio 4 6 13 11 112 |8 10 | 13 | 9.62 333
Base 8 |9 11 4 |46 |51 |41 |48 |27.75 | 18.75
Pulpa Roja 8 |7 11 4 |8 10 |5 |2 |3575 |23.08
CD5 Bazo Pulpa Blanca | 47 | 38 | 56 78 120 |15 |12 | 10 | 6.87 3.04
Estructura | Region Positivos / campo X** S**
Punta 38 |27 | 48 21 |22 |48 |18 |28 |31.25 |19.28
Domo Intermedio 31 [ 28 |24 19 [ 12 [ 13 |21 |18 | 20.75 |6.71
Base 8 |9 13 Irj{6 |4 |9 |6 |825 291
Pulpa Roja 28 |40 | 31 27 |15 | 8 10 |8 |21.87 | 14.15
CD25 Bazo Pulpa Blanca | 6 8 |4 7 7 5 8 7 6.5 1.41
Estructura | Region Positivos / campo X** S**
Punta 47 | 68 | 38 42 | 14 |28 |33 |24 | 36.75 | 16.39
Domo Intermedio 13 110 | 12 9 12 | 8 9 18 | 11.37 | 3.20
Base 8 12 | 11 7 16 {28 |15 |13 |8.12 2.58
Pulpa Roja 48 | 56 | 38 61 |16 |28 |15 |20 |35 18.24
CD43 Bazo Pulpa Blanca | 28 | 57 | 27 33 |10 |12 |16 | 29 | 25.57 | 14.93

*Los datos obtenidos son el promedio de los 4 campos observados y analizados por regién del animal inoculado
con la cepa silvestre E.coli 8624.

**X se refiere a la media y S a la desviacion estandar.

22




CUADRO 7.- CONTEO DE LINFOCITOS MARCADOS EN EL APENDICE CECAL Y EL BAZO DE
LOS CONEJOS INOCULADOS CON CEPA MUTANTE E. COLI_P9C12DA4.

Estructura | Region Positivos / campo Xx* S**
Punta 4 |8 |9 12 |5 |8 11 |16 |9.12 3.87
Domo Intermedio 18 |12 |10 |13 |28 |16 |14 |8 14.87 | 6.17
Base 6 |4 |8 |9 |8 1017 |4 |7 2.20
Pulpa Roja 20 |14 |12 |22 |12 |11 |8 17 | 14.5 4.78
CD4 Bazo Pulpa Blanca |21 | 4 10 |8 |21 |38 |22 |18 | 18.12 | 10.82
Estructura | Region Positivos / campo Xx* S**
Punta 12 | 10 | 8 12 |4 |2 1 6 |6.87 432
Domo Intermedio 28 |18 |21 |10 | 18 |32 |48 |16 |23.87 | 11.92
Base 8 |4 |2 |7 6 12 | 10 | 6.37 3.85.
Pulpa Roja 16 | 12 |8 14 |17 | 8 18 |25 | 1475 | 5.62
CD5 Bazo Pulpa Blanca 2 0 3 2.62 2.5
Estructura | Region Positivos / campo XH* S *
Punta 12 |8 |5 |6 [28 (32|16 |21 |16 10.18
Domo Intermedio 8 20 |10 | 8 10 | 8 12 |15 | 1.37 4.24
Base 8 |9 3 18 |10 | 13 | 15 | 125 6.23
Pulpa Roja 8 |2 1 4 |24 |31 |18 |27 | 525 2.65
CD25 Bazo Pulpa Blanca 8 10 (2 |4 |4 6 5 3 14.37 | 12.08
Estructura | Region Positivos / campo Xx* S**
Punta 4 |8 |4 |6 |5 |7 |3 |4 |512 1.72
Domo Intermedio 8 10 |14 |16 |18 [31 |14 |10 | 134 7.14
Base 8 17 |22 |31 |22 |38 |27 |18 |22.87 |9.20
Pulpa Roja 21 | 14 |10 |22 |32 |37 |14 |28 | 225 9.16
CD43 Bazo PulpaBlanca | 71 |46 |58 |48 |21 |53 |10 |17 | 40.5 21.85

*Los datos obtenidos son el promedio de los 4 campos observados y analizados por region del animal inoculado
con la cepa mutante E.coli P9C12D4.

**X se refiere a la media y S a la desviacion estandar
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CUADRO 8.- CONTEO DE LINFOCITOS MARCADOS EN EL APENDICE CECAL Y EL BAZO DE
LOS CONEJOS INOCULADOS CON CEPA MUTANTE E. COLI P9C8BI.

Estructura | Region Positivos / campo X** | S¥*
Punta 8 |7 9 |7 2 1 1 0 |437 |3.70
Domo Intermedio 18 | 27 47 | 23 3 8 2 3 16.37 | 15.72
Base 28 | 48 33 135 |4 |6 |4 |8 |2075]|17.27
CD4 Pulpa Roja 10 | 11 9 12 |38 |21 |12 |16 | 2.87 | 1.55
Bazo PulpaBlanca |6 |4 2 |3 2 3 1 13.57 | 11.24
Estructura | Region Positivos / campo X** | S¥*
Punta 8 |9 18 |9 1 2 1 1 487 | 3.90
Domo Intermedio 4 |6 9 12 7 3 1 1 4.75 |3.99
Base 18 | 21 13 (18 |4 |8 10 | 12 | 1325 | 5.62
CD5 Pulpa Roja 13 |14 |2 18 140 [31 |12 |18 [2.37 |1.72
Bazo Pulpa Blanca | 4 1 2 |4 2 1 3 6 |20.871]9.80
Estructura | Region Positivos / campo X*E | S
Punta 2 |8 3 |2 1 2 |3 1 275 | 225
Domo Intermedio 4 12 13 19 1 4 19 1 6.5 4.69
Base 18 | 21 1216 |2 |4 |9 1 10.75 | 7.77
Pulpa Roja 32 |24 18 |29 |38 |42 |28 |33 | 13.25]8.63
CD25 Bazo Pulpa Blanca | 8 18 22 | 28 11 |2 8 9 [33 8.40
Estructura | Region Positivos / campo X** | S¥*
Punta 12 | 14 16 | 21 4 12 | 8 10 | 12.36 | 5.06
Domo Intermedio 46 | 31 22 |33 |2 |4 1 3 17.75 | 17.56
Base 8 12 13 |13 8 12 |14 | 10 | 12 3.58
Pulpa Roja 21 | 48 13 |26 |41 |48 |38 |50 |22 19.56
CD43 Bazo Pulpa Blanca |4 |28 32 | 64 8 10 | 12 | 18 | 36.37 | 14.97

*Los datos obtenidos son el promedio de los 4 campos observados y analizados por region del animal inoculado
con la cepa mutante de E.coli P9C8B1.

**X se refiere a la media y S a la desviacion estandar.
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Fig. 2.- Corte histologico del Domo apéndice cecal del conejo inoculado con la cepa
EDL 933 y tefiido mediante inmunoperoxidasa para el marcador CD4.

Las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal antiCD4.

Fig. 3.- Corte histolégico de la pulpa blanca del bazo del conejo inoculado con la cepa
EDL 933 y tefiido mediante inmunoperoxidasa para el marcador CD4.

Las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal antiCD4.
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Fig. 4.- Corte histologico del Domo del apéndice cecal del conejo inoculado con la
cepa 86-24 y teflido mediante inmunoperoxidasa para el marcador CD5.

Las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal antiCD5.

Fig. 5.- Corte histologico de la pulpa blanca del bazo inoculado con la cepa 86-24 y
tefiiddo mediante inmunoperoxidasa para el marcador CDS5.

Las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal antiCD5.
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Fig. 6.- Corte histologico del Domo del apéndice cecal del conejo inoculado con la
cepa P9C12D4 y tefiido mediante inmunoperoxidasa para el marcador CD25.

Las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal antiCD25.

Fig. 7.- Corte histologico de la pulpa blanca del bazo cecal del conejo inoculado con la
cepa P9C12D4 y tefiido mediante inmunoperoxidasa para el marcador CD25.

Las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal antiCD25.
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Fig. 8- Corte histologico del Domo del apéndice cecal del conejo inoculado con la cepa
P9CS8BI1 y tefiido mediante inmunoperoxidasa para el marcador CD43.

Las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal antiCD43.

Fig. 9.- Corte histologico de la pulpa blanca del bazo cecal del conejo inoculado con la
cepa P9C8B1 y tefiido mediante inmunoperoxidasa para el marcador CD43.

Las flechas indican las células marcadas con el anticuerpo monoclonal antiCD43.
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ANALISIS

ESTADISTICO

CUADRO 9.

COMPARANDO LOS

DATOS

DE LOS CONEJOS
INOCULADOS CON LA CEPA SILVESTRE 8624 Y LOS CONEJOS INOCULADOS CON LAS
CEPAS MUTANTES P9C12D4 Y P9C8B1.

*Indica diferencias significativas (p< 0.05).

La prueba de T de student se realizo en el programa * Statistica. *

IP: Indica interpretacion.
/U indican si los linfocitos marcados disminuyeron o aumentaron en cantidad.

NDS: No existe diferencia significativa entre las cepas comparadas.

Vs: Comparacion entre 2 cepas.
8624 Vs P9C12D4: Se compard la cepa 8624 en contra de la cepa mutante P9C12D4.
8624 Vs P9C8BI1: Se comparo la cepa 8624 en contra de la cepa mutante POC8B1.

P9C12D4 Vs P9C8B1: Se comparo la cepa mutante P9C12D4 en contra de la cepa mutante POC8B1.

Estructura | Region 8624 1P 8624 1P P9C12D4 | 1P
Vs Vs Vs
P9C12D4 P9C8BI P9C8BI1
Punta 0.0039* U 0.0012* | | 0.0250* U
Domo Intermedio 0.0057* U 0.0811 NDS | 0.8054 NDS
Base 0.0170* U 0.1827 | NDS | 0.0423* n
Pulpa Roja 0.0036* U 0.0110* | 0.6758 NDS
CD4 Bazo Pulpa Blanca | 0.0026* U 0.0015* | U 0.0015%* U
Estructura | Region
Punta 0.0039* U 0.0055* | | 0.7798 NDS
Domo Intermedio 0.0059%* ) 0.0686 | NDS | 0.0022* U
Base 0.0173* U 0.0834 | NDS | 0.0238 NDS
Pulpa Roja 0.0036* N 0.0177* | | 0.4324 NDS
CDS Bazo Pulpa Blanca | 0.0026* U 0.0027* | 0.8195 NDS
Estructura | Region
Punta 0.0157* U 0.0001* | | 0.0029* U
Domo Intermedio 0.0048* U 0.0001* | U 0.5393 NDS
Base 0.3373 NDS | 0.6643 | NDS | 0.8158 NDS
Pulpa Roja 0.3002 NDS | 0.0789 | NDS | 0.0054* n
CD25 Bazo Pulpa Blanca | 0.2600 NDS | 0.0465* | | 0.0252% )
Estructura | Region
Punta 0.0000* U 0.0011* | | 0.0026* )
Domo Intermedio 0.2016 NDS | 0.3296 | NDS | 0.7018 NDS
Base 0.0383* U 0.3254 | NDS | 0.0037* U
Pulpa Roja 0.0955 NDS | 0.9638 | NDS | 0.0419* )
Bazo Pulpa Blanca | 0.1573 NDS | 0.6136 | NDS | 0.961 NDS
CD43
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ANALISIS ESTADISTICO COMPARANDO LOS

CUADRO 10.

DATOS

INOCULADOS LA CEPA EDL 933 Y CALDO SOYA TRIPTICASEINA.

DE LOS CONEJOS

Estructura Region EDL 933 IP
Vs
CST
Punta 0.9423 NDS
Domo Intermedio 0.7352 NDS
Base 0.0090* i)
CD4 Pulpa Roja 0.0000%* i
Bazo Pulpa Blanca 0.5763 NDS
Estructura Region
Punta 0.1397 NDS
Domo Intermedio 0.5685 NDS
Base 0.1429 NDS
CD5 Pulpa Roja 0.1551 NDS
Bazo Pulpa Blanca 0.8705 NDS
Estructura Region
Punta 0.1861 NDS
Domo Intermedio 0.0112%* U
Base 0.3104 NDS
Bazo Pulpa Blanca 0.0678 NDS
Estructura Region
Punta 0.0003* U
Domo Intermedio 0.0000%* U
Base 0.0255% U
Pulpa Roja 0.0892 NDS
CD43 Bazo Pulpa Blanca 0.0000* U

*Indica diferencias significativas (p< 0.05).
La prueba de T de student se realizo en el programa * Statistica *

MU indican si los linfocitos marcados disminuyeron o aumentaron en cantidad.
IP: Indica la interpretacion

NDS: No existe diferencia significativa entre las cepas comparadas.

Vs: Comparacion entre 2 cepas
CST Vs EDL933: Se comparo el cultivo de Caldo Soya Tripticaseina en contra de la cepa EDL 9333.
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, , CUADRO 11.
ANALISIS ESTADISTICO COMPARANDO LOS DATOS DE LOS CONEJOS INOCULADOS
CON LA CEPA EDL 933 Y LOS CONEJOS INOCULADOS CON LA CEPA SILVESTRE 8624.

Estructura Region EDL 933 P
Vs
8624
Punta 0.0081* i)
Domo Intermedio 0.0020* i
Base 0.0346* U
CD4 Pulpa Roja 0.0664 NDS
Bazo Pulpa Blanca 0.005* U
Estructura Region
Punta 0.1679 NDS
Domo Intermedio 0.0626 NDS
Base 0.05693 NDS
Pulpa Roja 0.5591 NDS
CD5
Bazo Pulpa Blanca 0.0112* i
Estructura Region
Punta 0.0012* i)
Domo Intermedio 0.0004* |
Base 0.0654 NDS
CD25 Pulpa Roja 0.7427 NDS
Bazo Pulpa Blanca 0.5871 NDS
Estructura Region
Punta 0.0000* i
Domo Intermedio 0.4450 NDS
Base 0.7536 NDS
Pulpa Roja 0.0342%* il
CD43 Bazo Pulpa Blanca 0.0049* i

*Indica diferencias significativas.

La prueba de T de student se realizé en el programa * Statistica.

IP: Indica la interpretacion

MU indican si los linfocitos marcados disminuyeron o aumentaron en cantidad.
NDS: No existe diferencia significativa entre las cepas comparadas

Vs Indica comparacion entre 2 cepas.

EDL 933Vs 8624: Se compar6 la cepa EDL 933 en contra de la cepa mutante 8624
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Fig.- 10.-
Distribucion de los linfocitos en el Domo del apéndice cecal de los conejos sanos a los

60 dias de edad.

% de marcaje de positivos /
campo

cD4 CD5 CcD25 CD43

Nota: Los datos se obtuvieron del promedio de las células marcadas por los diferentes monoclonales del

Domo del apéndice cecal de los conejos sanos. (Valdivia y col., 2007.).
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Fig.- 11

Distribucion de los linfocitos en el bazo de los conejos sanos a los 60 dias de edad.

% de marcaje de positivos / campo

CD4 CcD5 CD25 CD43

Nota: Los datos se obtuvieron del promedio de las células marcadas por los diferentes monoclonales del

bazo de los conejos sanos (Valdivia y col., 2007).
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El efecto encontrado en el Domo del apéndice cecal de los conejos inoculados
con las diferentes cepas sobre los linfocitos marcados por los monoclonales utilizados

son los siguientes:

Para los conejos inoculados con Caldo Soya Tripticaseina, no hubo diferencia
significativa entre los marcadores de linfocitos utilizados, tal y como lo indica el

cuadro 12.

En la cepa EDL933 se observd una disminucion de linfocitos muy marcada para los
linfocitos identificados con el monoclonal CD4, y una leve disminucion en el nimero

de linfocitos para el monoclonal CDS5, CD25 y CD43, como se observa en el cuadro 12.

Con respecto a la cepa silvestre 86-24, se obtuvo un marcado aumento en el numero de
linfocitos para el monoclonal CD4 y CDS5, asi como una leve disminucion en el nimero
de linfocitos marcados para el monoclonal CD25, y un marcado aumento para el

monoclonal CD43.Estos resultados se pueden observar en el cuadro 12.

Para la cepa hiperadherente P9C12D4, el monoclonal CD4 tuvo una leve disminucion,
y para el monoclonal CDS5 no se encontrd diferencia significativa.

Para los linfocitos marcados con el monoclonal CD25 se observo una marcada
disminucion, mientras que para el marcador CD43 solo se observo una leve disminucioén

en el numero de linfocitos identificados.

En la cepa hipoadherente P9C8B1 no se observo diferencia significativa par el
monoclonal CD4, pero para los linfocitos marcados con los monoclonales CD5,CD25y
CD43 solo se observo una leve disminucion del marcaje de dichos linfocitos; Tal y

como se puede observar en el cuadro #12.

El efecto en el bazo de los conejos inoculados por los factores de virulencia
sobre las células marcadas con los anticuerpos monoclonales empleados son los

siguientes:
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Para los conejos inoculados con caldo soya tripticaseina, no se observd diferencia

significativa en ninguno de los marcadores de linfocitos utilizados.

El resultado para la cepa EDL933, consta de una leve disminucion en el marcaje para el
monoclonal CD4, CD54 y CD25 asi como una marcada disminucioén en el nimero de

linfocitos marcados para el monoclonal CD43.

En la cepa 86-24 se observo un marcado aumento en el nimero de linfocitos tefiidos
por los monoclonales CD4 y CDS5, asi como un mayor nimero de linfocitos marcador
con el monoclonal CD25 y para finalizar con esta cepa, no existe diferencia significativa

para el monoclonal CD43 tal y como se observa en el cuadro 13

La cepa P9C12D4 muestra como resultado que no hay diferencia significativa para los
linfocitos marcados con los monoclonales CD4 y CDS5, asi como una marcada
disminucién de linfocitos para el monoclonal CD25 y una leve disminucion para el

monoclonal CD43.Asi lo refiere el cuadro 13.
Por ultimo los resultados encontrados para la cepa hipoadherente P9ESB1 es de no

diferencian significativa para ninguno de los linfocitos marcados con los diferentes

monoclonales empleados, este resultado se puede observar en el cuadro 13.
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EFECTO POST- INOCULACION.
Cuadro 12
Efecto causado en el Domo del apéndice cecal del conejo por los factores de

virulencia  sobre las células marcadas con los anticuerpos empleados en el
experimento.
Inoculo de E.coli Genotipo Fenotipo Marcador CD4 Marcador CD5 Marcador Marcador
CD25 CD43
CST NDS NDS NDS NDS
EDL 933 IBT ler +,eae+, stx1+, | O157:H7 L * * *
stx2+ Stx1+, Stx2+
8624 eae+, ler+, Silvestre O157:H7 11" 111" 1 T
cadA + csgD+ Stx1+, stx2+
stx1+,stx2+ Cad A+, CsgD+
P9C12D4 cadA + csgD- lisina - i LI L
eae+ler+ Stx1+, Stx2+
stx1+,stx2+ Mayor adhesién
fimbrial
P9C8B1 cadA - csgD+ Stx1+, Stx2+ NDS 1 1
eae+ ler+ fimbrias
stx1+,stx2+ enroscadas
.- Indica leve disminucion del marcador.
1!.- Indica mayor disminucion del marcador.
11].- Indica marcada disminucion del marcador.
1.- Indica leve aumento del marcador.
11.-Indica mayor aumento del marcador.
111.-Indica marcado aumento del marcador.
(*).-indica diferencia significativa (p<a 0.05).
Cuadro 13.
Efecto causado por los factores de virulencia sobre las células marcadas con los
anticuerpos empleados en el experimento, en el bazo del conejo.
Inoculo de E.coli | Genotipo Fenotipo Marcador CD4 Marcador CD5 Marcador CD25 Marcador CD43
CST NDS NDS NDS NDS
EDL 933 IBT ler +,eae+, stx1+, | O157:H7 N 1 I U
stx2+ Stx1+, Stx2+
8624 eae+, ler+, Silvestre 11" 11" T NDS
cadA + csgD+ 0157:H7
stx1+,stx2+ Stx1+, stx2+
Cad A+, CsgD+
P9C12D4 cadA + csgD- lisina - l 1 Wl 1
eae+ler+ Stx1+, Stx2+
stx1+,stx2+ Mayor adhesion
fimbrial
P9C8B1 cadA - csgD+ Stx1+, Stx2+ NDS NDS NDS NDS
eae+ ler+ fimbrias
stx1+,stx2+ enroscadas

|.- Indica leve disminucion del marcador.
.- Indica mayor disminucion del marcador.
1!1].- Indica marcada disminucion del marcador.
1.- Indica leve aumento del marcador.
11.- Indica mayor aumento del marcador.
111.- Indica marcado aumento del marcador.
(*).-indica diferencia significativa (p< a 0.05).
Notas: En este cuadro es importante considerar que una disminucion (|) verdaderamente implica la baja
del numero de linfocitos en el tejido analizado
Por el contrario un aumento no significativo (1) implica que sobre este marcador no se tuvo efecto, de tal

forma, que el aumento es relativo a la baja absoluta de otros linfocitos no marcado
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DISCUSION.

Durante la estandarizacion de la prueba de inmunoperoxidasa, se utilizd6 como
bloqueador de receptores inespecificos la albumina bovina al 1% tal y como lo indico
en trabajos anteriores Elias JM,( 1982); a diferencia de Cortés,( 2003)., Brambilla y
Martinez,( 2006), las cuales utilizaron en su trabajo suero normal de conejo. A pesar de
que no se utilizé el mismo bloqueador de receptores inespecificos, se obtuvo el mismo
resultado favorable, ya que como menciona Tarr (1981), se pueden utilizar diferentes
bloqueadores de receptores como puede ser suero normal de conejo o de cerdo y
albumina bovina al 1%.

Se siguid la técnica de inmunoperoxidasa tradicicional de Gaete, (1996), y se tomo
especial atencion en el control de la humedad de la camara, ya que si no era precisa y
era demasiada humedad se condensa el agua y podia interferir en la reaccion y por otro
lado, muy poca humedad provocaria que los anticuerpos se secaran dando falsos
positivos (Stefan, 1998).

Otro punto importante es la utilizacion de la diaminobenzidina, la cual provino de un
KIT comercial de la marca DAKO-LSAD peroxidasa, este cromdgeno solo se diluyo a
un 50 % con TBS, y luego se aplico por 55 segundos al tejido; a diferencia de Cortés,
(2003) y Brambilla y Martinez, (2006), las cuales utilizaron tabletas de 10 mg de DAB
(Diaminobenzidina) en 12.5 ml de TRIS-CL a un pH de 7.5, aplicado e incubado en
camara humeda por 5 minutos.

Como se cambi6 el tiempo de aplicacion del cromdgeno en el presente trabajo, también
se aplico por mayor tiempo el colorante Hematoxilina de Harris (2 minutos), ya que se
necesitd mayor contraste de color para poder diferenciar los linfocitos tefiiddos de color
café-cobrizo. En dicha reaccion los datos obtenidos de los linfocitos marcados fueron
por conteo manual (linfocitos marcados y contados X campo visual). Durante la
estandarizacion de la prueba de inmunoperoxidasa , se utilizd como bloqueador de
receptores inespecificos a la albumina bovina al 1% tal y como lo indic6 en trabajos
anteriores Elias JM, (1982); a diferencia de Cortés (2003), y Brambilla y Martinez,(
20006), las cuales utilizaron en su trabajo suero normal de conejo; A pesar de que no se
utilizo el mismo bloqueador de receptores inespecificos, se obtuvo el mismo resultado
favorable, ya que como menciona Farr, (1981), se pueden utilizar diferentes
bloqueadores de receptores, como puede ser suero normal de conejo o de cerdo y

albumina bovina al 1%.

37



Otro punto importante es la utilizacion de la diaminobenzidina, la cual provino de un
KIT comercial de la marca DAKO-LSAD peroxidasa, este cromogeno solo se diluyo

Es importante recordar el conteo de linfocitos marcados en un conejo sano a los 60 dias
de edad, ya que a partir de este marcaje se noto la diferencia entre las cepas testigo y las
cepas problema en este trabajo.

Los rangos normales del Domo del apéndice cecal y el bazo de los conejos sanos se

obtuvieron de reportes anteriores (Valdivia y col., 2007)

Efectos encontrados en el Domo del Apéndice cecal de los conejos inoculados con

las diferentes cepas:

De acuerdo a los resultados en el cuadro 12 sobre la cantidad de los linfocitos marcados
con el monoclonal CD4 en el Domo del apéndice cecal de los animales inoculados la
cepa hiperadherente (P9C12D4 ) y la cepa hipoadherente (P9C8B1), dio como resultado
que la cepa silvestre tuvo una disminucion significativa en la concentracion de linfocitos
marcados, en comparacion con las 2 cepas mutantes y se tomo como testigo (+) a la
cepa EDL 933 y a la inoculacion de caldo soya tripticaseina como testigo (-). Estos
resultados no son parecidos con los reportes anteriormente descritos por Cortes (2003)
al inocular y observar los efectos de la cepa K12 y la cepa EDL 933, ya que se
menciond que este linfocito (T cooperador) cumple una funcién clave para el
reconocimiento del antigeno y asi desarrollar una buena respuesta inmunolégica.

De acuerdo a Roit y Tizard.(2000), este linfocito tiene 2 subpoblaciones con respecto a
las citocinas que produce, TH1 el cual secreta IL 2, [FNo y TNFP durante las primeras
horas de la estimulacion del antigeno actuando principalmente sobre los macréfagos.
Los linfocitos TH2 secretan IL4, ILS, IL10 e IL13 ademdas de que estimulan la
proliferacion de linfocitos B para luego secretar inmunoglobulinas; Pero también los
resultados obtenidos en este trabajo contradicen a los de Flager y col, en el 2007 los
cuales mencionan que la simple presencia de neutrofilos y macrofagos aumentan los
efectos de la toxina de shiga y empeoran la depresion inmunoldgica via citocinas,
disminuyendo la cantidad de linfocitos CD4.

Los conejos que se inocularon con la cepa hiperadherente (P9C12D4), fueron los que
tuvieron un menor marcaje con el monoclonal CD4, en comparaciéon con la cepa
hipoadherente (P9C8B1) y la cepa silvestre, este resultado sugiere que los

lipopolisacaridos son los responsable de la disminucion de este marcador, Valdivia en
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1995, y en el 2002; asi como la multiple destruccion de linfocitos, neutrofilos y
macrofagos por el mecanismo de apoptosis (Watson y col, 1996); o simplemente por el
dafo causado al 6rgano, al cortarlo y formar un saco ciego en el apéndice cecal
(Marcato y col., 2001).

Los resultados encontrados en este trabajo y los resultados previos sugieren que la
interaccion de los efectos entre las toxinas Stx y los genes LEE que corresponde a la isla
de patogenicidad cromosomal llamada(Locus of enterocyte effacement), parecen actuar
simultaneamente, presentandose el efecto de disminucion y destruccion de linfocitos por
las toxinas asociadas al receptor Gb3 localizado sobre las membranas de dichos
linfocitos y posteriormente al factor pro inflamatorio de la intimina y el LPS que
desencadenan a las citocinas, esto ultimo se aprecia en trabajos como los de Valdivia,
(2002) y Harrison, LM.(2005).

Klapproth y col 2000 mencionan que £ .coli enteropatégena produce una linfostatina
que inhibe la proliferacion de linfocitos asi como de la produccion de 112, 1L4 e IFN,
esto explica la disminucion de los linfocitos CD4, ya que una subpoblacion de estos
(TH1) son los que producen la IL2 y los TH2 producen la IL4 responsable de la
multiplicacion y diferenciacion de linfocitos B.

El resultado en el cuadro 12 para el marcador CD5, indic6 que hubo una deplecion de
este marcador en la cepa P9C8BI, pudiendo sugerir una deplecion inmunologica,
Torres y col. (2005) mencionan que esta cepa tiene menor capacidad fimbrial
afectando su virulencia y por otro lado mencionan que la cepa 86-24 y la cepa P9C12D4
son las que deberian tener una deplecion inmunologica mas marcada al tener mayor
capacidad de adherencia.

Torres y col en el 2005 también mencionan que el gen cadA, el cual esta contenido en
la cepa P9C12D4, en ciertos medios es un gen regulador de la capacidad de virulencia,
pudiendo explicar por que no se dio el marcaje tan disminuido tal y como se observo
para la cepa P9C8B1 sin tener el mismo gen.

Los valores que se muestran para el marcador CD25 en el mismo cuadro, mostraron
que la cepa silvestre provoco una disminucion significativa, y la cepa hiperadherente
tuvo el menor marcaje con respecto a la cepa silvestre y a la cepa hipoadherente, este
resultado podria deberse a la accion de las verotoxinas, disminuyendo de manera
marcada los linfocitos B y T activos.

También se observo que el monoclonal CD43 (Linfocitos T, NK y células B activas)

tuvo una disminucion significativa para la cepa hipoadherente, aunque la cepa
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hiperadherente también mostro una marcada disminucién en comparacion con la cepa
86-24, para la cual se observo un marcaje elevado. Esto indico que a pesar de tener el
fenotipo hipoadherente (fimbrias enroscadas), la bacteria (E. coli O157:H7) tuvo mayor
capacidad de disminuir este tipo de célula.

Hay que recordar que para la cepa 86-24 , el marcaje elevado de todos los linfocitos
marcados podria deberse a la ausencia del marcaje de otro linfocito no contado , ya que
como lo menciona Cortes (2003) y Torres (2005),esta cepa tiene los mismos genes de

virulencia que la cepa EDL933.

Efecto en el bazo de los conejos inoculados.

Con respecto a los resultados para el monoclonal CD4 en el cuadro 13, se observo que,
las cepas mutantes tuvieron una mayor depleciéon en el conteo de linfocitos, en
comparacion con la cepa madre la cual tuvo un aumento de células T en la pulpa
blanca, este resultado concuerda con los resultados previos de Valdivia,(2002) los
cuales indican que el efecto es netamente por las verotoxinas de la bacteria y las
citocinas circulantes en el organismo.

Al observar el marcaje de la cepa silvestre, en este mismo cuadro y para este mismo
monoclonal, indic6é un aumento de linfocitos T y B, este resultado pudo corresponder al
aumento de células marcadas en el apéndice cecal, indicando una respuesta
inmunologica adecuada, tal y como lo menciona Tizard,(2000), indicando que aumento
la respuesta de alerta de linfocitos CD4 cooperadores hacia el area de dafio endotelial.
Para el marcador CD5 de la cepa P9C12D4 en el mismo cuadro, fue la tnica que
report6é una disminucion significativa en el marcaje igual que la cepa testigo (+) EDL
933 indicando que la hiperadherencia o mayor adhesion fimbrial estd directamente
relacionada con el dafio via verotoxinas, disminuyendo la produccion de células del
sistema inmune en el bazo como células T y B inmaduras tal y como también indican
trabajos de Brambilla y Martinez, (2006),Solis, (2008), los cuales indicaron una
disminucién de dichos linfocitos , inclusive de forma macroscopica en el bazo y
especificamente en la pulpa blanca del mismo.

En el cuadro 13 el marcador CD25 tuvo una disminucién significativa del marcaje
para la cepa hiperadherente, este resultado concuerda con trabajos anteriores de Torres y
col, 2003 para los cuales menciona que las fimbrias enroscadas de la cepa hipoadherente

tiene menor capacidad para adherirse en superficies de células vivas, atenuando la
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capacidad de la cepa para transferir rapidamente sus toxinas hacia el endotelio y luego
hacia el torrente sanguineo.

Para finalizar el monoclonal CD43 no tuvo un marcaje disminuido para la cepa madre,
pero si disminuido para la cepa hiperadherente , indicando una disminucion de los
linfocitos B inmaduros; recordando que la IL1.IL6,IL8 y la IL10 junto con las
verotoxinas de la bacteria regulan el decremento de estas células (Pérez,2002).Pero la
cepa POE8BI tuvo un aumento significativo con respecto a la cepa hiperadherente, este
resultado puede indicar que al ser menor la capacidad de adhesion de la bacteria al
epitelio celular debido sus fimbrias enroscadas y la poca capacidad de producir un buen
biofilm, no afecta en gran medida la produccion de linfocitos T , NK y células B
activas, existentes en el bazo; y el dafio via citocinas producidas por el mismo
organismo y las verotoxinas producidas por la bacteria no es tan grave como para

producir deplecion de este marcador en el bazo.
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CONCLUSIONES:

La cepa silvestre 86-24 afect6 los linfocitos T y B activos tanto en el Domo del

apéndice cecal como en el bazo de los conejos inoculados.

La cepa mutante en el gen cad A alterado y con el fenotipo hiperadherente afectd
disminuyendo significativamente a los pre-linfocitos T y células T y B inmaduras

presentes en el Domo del apéndice cecal y el bazo de los conejos inoculados.
La cepa mutante en el gen csg D y de fenotipo hipoadherente tuvo disminucion

significativa en los linfocitos pre-linfocitos T y B, células T y B inmaduras y Timocitos

del Domo del apéndice cecal y no tuvo efectos en el bazo de los conejos inoculados.

La inoculacion de la cepa silvestre y sus 2 mutantes en el apéndice cecal del conejo

desarrollo un efecto sistémico.

RECOMENDACIONES

Es necesario realizar mas investigaciones al respecto para poder definir si el efecto
observado en el presente trabajo es directo de las toxinas sobre los linfocitos o se trata

de una modulacion de la respuesta celular de los linfocitos.
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