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RESUMEN

La toxina Shiga toxin (STx) producida por Escherichia coli, se han
asociado con dafio a los linfocitos, esto se ha estudiado poco en un modelo en
conejos para el Sindrome Uremico Hemolitico (SUH) donde se detectaron
lesiones en el apéndice cecal de los conejos inoculados, principalmente en los
linfocitos de la region.

El objetivo fue demostrar la disminucién en la respuesta inmune tanto
celular como humoral en los conejos inoculados experimentalmente con
cepas de Escherichia coli productoras de toxina STx.

Para el desarrollo del modelo se formaron cuatro grupos de conejo.El
primer grupo se integrd con cuatro conejos a los cuales se les inoculo la cepa
933 de Escherichia coli  productora de STx, el segundo grupo fue inoculado
con la cepa K12C600 no productora de STx, al tercer grupo se le practico la
cirugia de apendicectomia, y al idltimo grupo se le practicé la técnica
quirurgica de laparatomia, cada uno de los grupos fue dividido en dos
subgrupos, al primero de ellos se les inoculo la cepa de Brucella abortus
muerta por formol el segundo subgrupo fue inoculado con una cepa de
Mycobacterium bovis (BCG).

Los animales fueron muestreados de sangre de la siguiente forma:

A los 15 y 30 dias postoperatorios se tomaron muestras de sangre, para la
realizacion de pruebas dec Biometria Hemadtica, determinacion de
anticuerpos anti Brucella, a los animales del segundo subgrupo se les practicé
un muestreo a los 30 y 45 dias postoperatorios para la pruebas de Biometria
Hemaitica y de Intradermorreaccion con la prueba de PPD.Los conejos fueron
evaluados clinicamente y patologicamente.

El grupo inoculado con la cepa 933 demostré6 una disminucion en la
respuesta inmunologica humoral y celular estadisticamente.
Los resultados indican que las cepas de Escherichia coli productora de
(STx), afectan en la respuesta inmune, probablemente por la destruccion de
los linfocitos a nivel sistémico.




TABLA 1

ABREVIATURAS USADAS.
STx “Shiga toxin™
SUH Sindrome Uremico Hemolitico
BCG Bacilus de Calmette y Guerin
PPD Derivado Proteico Purificado
LPS Lipopolisacaridos
VT1 Verotoxinas 1
VT2 Verotoxinas 2
vT Verotoxinas
ECTV | Escherichia coli verocitotéxica
CH Colitis Hemorragica
PTT Pirpura trombocitopénica
GET Gastroenteritis transmisible del cerdo
LT Toxinas termoldbiles
ST Toxina termoestable
CFN Factor Citotoxico Necrotizante
SNC Sistema Nervioso Central
ECEH | Escherichia coli Enterohemorrigica
ufe/ml | Unidad formadora de colonias
SSF Solucién Salina Fisiologica
HP Cambios Histopatoldgicos
NP Lesiones en la necropsia
SCPA | Sin cambios patologicos aparentes
BH biometria Hematica
HE Tincion hematoxilina eosina
QS Quimica Sanginea.




INTRODUCCION

1. - CARACTERISTICAS GENERALES

La Escherichia coli es un microorganismo que puede encontrarse en varios
lugares y es abundante en la naturaleza. Es un bacilo Gram - negativo, la
mayor parte de los E.coli patdégenos son méviles por flagelos peritricos; sin
embargo, las cepas de E.coli interoinvasivo tienden a ser inmoéviles, es Oxidasa-
negativo, fermentativo de glucosa con la produccion de gas. La bacteria es
anaerobica facultativa siendo la mas numerosa del tracto gastrointestinal de los
animales domésticos sanos. Algunas de las cepas de [Escherichia coli son
patdgenas y la base de las serovariedades es una formula antigénica que retine
los diferentes antigenos O (somadticos), K (capsulares), y H (flagelares). Los
antigenos O (somaticos) se basan en la antigenicidad de los lipopolisacaridos
(LPS), los que tienen antigeno K son los polisacaridos capsulares y se
consideran como extensiones superficiales de los antigenos O. Se puede
diferenciar tres tipos de antigenos K segun su estabilidad en varias pruebas
fisicas. En cada cepa solo esta presente un antigeno K (L, A o B). Los
antigenos K no siempre esta presente. Los antigenos H son proteinas flagelares.
Si las cepas son inmoéviles se designa NM. Las fimbrias son antigenos
proteicos que se utilizan para la clasificacion serologica de algunas
serovariedades patogenas. Las fimbrias pueden actuar como factores de
virulencia en enfermedades intestinales y extraintestinales, pudiendo ser en sus
propiedades adhesivas de especie y especificas de organos.Se han descrito dos
tipos de fimbrias basados en su capacidad de hemoaglutinacion.

(1) Las fimbrias de tipo 1 se caracterizan porque la manosa inhibe la
hemoaglutinacion (HA). La HA es manosa-sensible. Se denomina
antigenos F1.

(2) Las fimbrias de tipo 2 se caracterizan por que la HA no es inhibida por
manosa. La hemoaglutinacion es manosa —resistente. Los antigenos fimbnales
K88 y K99 se denominan F4 y F5 respectivamente.



La colibacilosis forma un grupo de enfermedades producidas por Escherichia
coli en las que el lugar primario de infeccion es el intestino delgado, algunos
tipos de Escherichia coli habitan la parte mas distal del ileon y todo el colon.
Es el habitante normal desde las primeras horas de vida afectando a todas las
especies y a cualquier edad, aunque basicamente son enfermedades de animales
jovenes. Las cepas de Escherichia coli presentan una considerable variacion
con respecto a sus mecanismos patogenos.

a. La produccion de enterotoxinas esta determinada por plasmidos.

(1) Se han descrito dos tipos de enterotoxinas. Una toxina es una proteina,
sensible al calor e inmunogénica; la otra toxina es de bajo peso molecular,
termoestable y no inmunogénica. Estas enterotoxinas producen pérdida de
fluidos y electrolitos hacia la luz intestinal.

b. La bacteria penetra y se multiplica en el epitelio mucoso.

c. La bacteria penetra en la mucosa intestinal y se multiplica en los tejidos

subepiteliales.

La Escherichia coli produce una serie de toxinas como las enterotoxinas y
las citotoxinas. La citotoxinas producida por Escherichia coli (ECVT) han sido
también llamadas Verocitotéxicas por su efecto citotoxico sobre las células
Vero (VT),toxina tipo Shigella (STx) o también como toxinas semejantes a
Shiga por la relacion antigénica que presenta con la toxina de Shigella
dysenteriae(SLT), asi también con, Streptococcus pneumonige y
Campylobacter. (35)

La FEscherichia coli productora de VT y especialmente las
enterohemorragicas altamente virulentas del serotipo 0157:H7, son importantes
patégenos emergente que pueden provocar enfermedades en los seres
humanos. (32)

Estas citotoxinas son las mas estudiadas y se asocian a enfermedades como
el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), el cual afecta fundamentalmente a los
niflos y se caracteriza por presentar una anemia hemolitica, trombocitopenia y
falla renal aguda, asi como con la colitis hemorrigica (CH) siendo la
presentacion clinica mas comin y caracterizada por cuadros severos de dolor
abdominal, parpura trombocitopenia PTT, diarrea no sanguinolenta e incluso
infecciones asintomdticas. Existe una fuerte comrelacion entre el SUH y la
infeccion con ciertos serotipos de Escherichia coli que tienen como
caracteristica comun la produccion de una potente citotoxina VT, la cual se le
asocia como un de las causantes mas frecuentes de SUH en Norteamérica.
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En el SUH las infecciones provocadas por ECVT 0157:H7 no siempre son
agudas ya que en algunos casos son autolimitadas y no requieren de ningin
tipo de tratamiento habiéndose detectado incluso infecciones totalmente
asintomaticas (4).

Del mismo modo se han involucrado otras situaciones clinicas diferentes a las
infecciosas como causa del SUH. Se ha implicado al bovino como reservorio
del principal serotipo asociado al SUH, habiéndose aislado frecuentemente
cepas citotéxicas a partir de la leche, came fresca de bovino, cerdo, aves y
carnero, y se ha demostrado que en algunas de las cepas aisladas de
bovinos tiene los genes y producen la toxina VT1 y VT2. La asociacion de la
produccién de VT con factores de adherencia no se ha dado en forma
sostenible, (35)

La CH se diferencia de la clasica disenteria en que generalmente cursa en
ausencia de fiebre y pueden producirse graves complicaciones y
aproximadamente el 10 % de los pacientes terminan desarrollando el SUH (4).

Las lesiones identificadas en la CH producida en condiciones naturales en el
humano y las observadas en los diferentes modelos animales desamollados,
se encuentran inicial y predominantemente a nivel del intestino, con
destruccion leve de enterocitos, infiltrado mononuclear y polimorfonuclear en
la regiony, a veces, con fusion de las vellosidades intestinales (5).

Dichas lesiones pueden ser confundidas con las producidas por algunos
agentes virales tales como gastroenteritis transmisible del cerdo GET o el
rotavirus en diversas especies. Este ultimo agente al ser muy frecuente como
causa de la infeccion en animales domésticos y por producir lesiones
semejantes, puede causar interferencia en el analisis de la patogenia, por ello
cuando se desarrolla un modelo animal, es por tanto importante describir
algunas de las particularidades de la infeccion. ( 16)

Un problema adicional esta representado por el tratamiento con antibiético,
en general no es efectivo e incluso algunas observaciones indican que puede
agravar el estado del enfermo ya que podria potencializar la produccion de
Verotoxinas. (5)

Aunque la mayorfa de los brotes y casos esporadicos de colitis hemorragica
han sido provocado por VT del serotipo 0157:H7, esto no quiere decir que la
produccion de Verotoxinas ( VT1 y VT2) se restrinja a las cepas del citado
serotipo. La diferencia en la presentacién depende de la virulencia de las cepas,
edad, estado inmunologico, dosis del indculo, estrés ambiental, asi como
infecciones asociadas (35).




Pese a su evidencia, debe recordarse que el conejo es un animal mamifero y
que en su anatomia y fisiologia del aparato digestivo tiene las caracteristicas de
un roedor, a pesar de que la longitud del intestino y su volumen, principalmente
el ciego, lo acercan a las caracteristicas de los herbivoros. La digestién de los
alimentos presenta en este animal unas caracteristicas particulares y especificas,
de tal modo que si anatémicamente determinadas regiones de su tubo digestivo
han sido comparadas a las de los équinos, su fisiologia parece recordar, aunque
solo sea de una manera remota, a la de los rumiantes. Después de la digestion
el alimento pasa al intestino delgado. El duodeno presenta un desarrollo
considerable, con una longitud total que a menudo sobrepasa los 50 cm en los
individuos de gran talla. Esta situado en la mitad derecha del abdomen, su
didmetro bastante uniforme es de 1 cm. El yeyuno-ileon, ciego y colon forman
una masa estrechamente unida, situada como si hubiera sufrido un movimiento
de torsion sobre su eje, de derecha a izquierda. El ciego presenta un volumen
considerable, con 20 cm de longitud y 2-3 cm de diametro, terminando en un
apéndice enorme. El colon principal o grueso, tiene de 1,5 cm de didmetro. Al
colon terminal sigue el recto. El residuo no absorbido, a través del intestino
delgado y grueso, llega al ciego, donde permanece unas 12 horas y sufre la
accion de la flora bacteriana que en el mismo se desarrolla. El estudio de la
flora digestiva del conejo durante las primeras semanas de vida revela que en
los animales lactantes el contenido digestivo es amenudo estéril. Posteriormente
se observa una colonizacion por Escherichia coli, Clostridim welchii y
estreptococos. (26)




2. - CLASIFICACION DE Escherichia coli:

Tradicionalmente se han dividido a las cepas de Escherichia coli
productoras de diarrea en cinco grupos:

A.- Enterotoxigénica (ETEC). -que se caracteriza por producir enterotoxinas
termolabiles (LT), termoestable (ST) o ambas, la informacién genética para
ambas enterotoxinas se encuentra en el plasmido. Se incluyen varios serotipos y
son causa principal de diarrea del viajero y diarrea en lactantes en los paises
subdesarrollados.

B.- Entercinvasiva (EIEC). - invaden la mucosa intestinal de manera
semejante a Shigella dysenteriae, provocando disenteria, esta capacidad
invasiva depende de un plasmido de aproximadamente 140 MDa, el cual
caodifica para la produccion de varias proteinas de membrana externa (OMP)
involucradas en la invasion.

C.- Enteropatégena (EPEC). - ¢l mecanismo de patogenicidad no esta ain
bien establecido, en un grupo involucrado en brotes de diarrea en nifios, hay
estudios que sugieren que las adherencias a la mucosa intestinal pueden ser los
mecanismos que causen dafio a los tejidos, este grupo se ha subdividido de
acuerdo al patron de adherencias que presentan en cultivos celulares.




D.- Enterohemorrigica (ECEH): en la cuales la produccién de citotoxinas
(con capacidad de destruir células eucaridticas) es el mecanismo de
patogenicidad, ademds que no producen enterotoxinas ST ni LT y no son
invasoras , causan cuadros como colitis hemorragica (CH) y Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH), el serotipo 0157:H7 fue el primero involucrado, pero
actualmente se han relacionado a los serotipos 0111:H-y 026:H11.

E.- Enteroadherente (EAEC). - se ha identificado por su capacidad tnica de
adherencia a células Hep-2, no elaboran enterotoxinas, ni citotoxinas, no
invaden células epiteliales y sus propiedades de adherencia se han relacionado
con la presencia de plismidos.

En el area veterinaria las cepas de Escherichia coli productoras de
problema
gastrointestinales se clasifican como Enteropatogena, independientemente del
mecanismo de patogenicidad que presenten. (35)




3. - RESPUESTA INMUNOLOGICA:

La produccion de citotoxinas también se ha relacionado con el efecto sobre la
respuesta inmune humoral y celular. La inmunidad es un conjunto de
mecanismos de defensa que le permiten a un organismo protegerse de los
antigenos que se encuentran en su medio ambiente como virus, bacterias y
parasitos. El soporte de la inmunidad son los linfocitos y los &rganos
linfoides responsables de la produccion de éstos tales como: timo, bolsa de
Fabricio, medula dsea, él sistema inmune esta integrado también por 6rganos
linfoides secundarios como bazo, placas de Peyer y nodulos linfaticos.

La inmunidad se caracteriza por cuatro factores:

1. - Puede generar inmunidad inducida por medio de la vacunacion y al estar
en contacto con microorganismos patogenos.

2. - la inmunidad es especifica
3. - la inmunidad tiene memoria que esta dada por los linfocitos
4. - la inmunidad puede ser transferida.

La inmunidad puede desarrollarse de dos tipos, inmunidad celular e
inmunidad humoral, los linfocitos T son los responsables de la inmunidad
céular, en donde participan los mecanismos de rechazo y su funcion es el
control y la destruccion de células alteradas. La inmunidad humoral esta
determinada por la produccion de linfocitos B, y es la responsable de la
produccion de anticuerpos, es importante hacer notar que ambas estan muy
relacionadas y casi siempre se estimulan los dos tipos de células By T.
Ambas son miembros de un grupo de células denominado linfocitos, las cuales
poseen una proteina denominada linfocina, que permite a los linfocitos
reconocer y unirse a las areas linfiticas locales o a los nédulos linfaticos.
Microscopicamente las células B y T se observan idénticas, debido a que
provienen de un precursor comin y se requieren de pruebas especificas para
diferenciarlas. No obstante estas células tienen funciones muy diversas dentro
del sistema inmune, como la respuesta inmune especifica que esta
determinada por el lugar donde las células B y T ejercen su funcion primaria, ya
sea en el ambito local (mucosa o secretora) o en el ambito circulatorio
(sistémica).




Los mecanismos de defensas son los factores humorales en donde se
encuentran las enzimas que tienen un efecto bactericida: la lisozima, la
properdina y ¢l complemento. El complemento es un complejo sistema de
enzimas ligadas y proteinas aglutinantes que se activan por diversos factores, en
particular con la interaccién antigeno - anticuerpo y produce una gran
variedad de reacciones bioldgicas, como la lisis de la membrana celular y la
opsonizacién. La formacién de los complejos inmunitarios puede conducir a
diferentes reacciones: la aglutinacién y la degranulacién plasmatica, la
degradacion de células cebadas y basofilos, la quimiotaxis y fagocitosis
por ncutrofilos, macréfagos y cosindfilos, y la citotoxicidad mediada por
células. (11).

Con relacion al  efecto que tiene las citotoxinas y Verotoxinas de la
Escherichia coli sobre la respuesta inmune, se han realizado experimentos
para estudiar los mecanismos de patogenicidad asi como para evaluar la
respuesta inmune estos se han desamollado en animales del laboratorio
especificamente en conejos inoculados en el apéndice cecal por medio de
una intervencion quinirgica con  cepas citotoxicas y Verocitotéxicas de
Escherichia coli (K12,933).(35)

A.- Inmunidad mediada por células:

La inmunidad mediada por células estd involucrada en el control de
parasitos, virus, bacterias y células tumorales. Como se menciond antes esta
regulada por los linfocitos T, y hay basicamente dos tipos de células
implicadas en esta proteccion: las células T cooperadoras (CD4+) y las T
asesinas (células T citotoxicas, CD8+ citotoxicas). Los linfocitos T
cooperadores estan divididos en Thl y Th2 y se encargan de activar los
linfocitos T citotoxicos y/o células B. Y también se encuentran células de
memoria para los linfocitos. Las células T cooperadoras actian como
mediadores reguladores de todo el sistema inmune, incluyendo la produccion de
anticuerpos. Las células Thl actian primariamente como células cooperadoras
para la respuesta de la inmunidad mediada por células, por lo tanto promueven
la resistencia hacia organismos intracelulares.Las células Th2 estimulan la
proliferacion de las células B y la secrecién de inmunoglubulinas, pero no tiene
efecto sobre 1a inmunidad mediada por células.



Una gran proporcion de células CD4+ en bovinos y humanos son similares a
un tercer grupo de células T denominado ThO, estas células secretan diversas
citocinas que son representativas para los grupos Thl y Th2 y al parecer son
precursores de las células o bién, estin en transicion entre las dos
poblaciones.Esta funcion la ilevan a cabo mediante la liberacion de sustancias
llamadas citocinas, las cuales actian como mensajeras en otras células del
sistema inmune, atrayéndolas y haciéndolas mas eficientes. Para que las células
CD4+ se activen se debe presentar el antigeno; es decir, estas células no tienen
la habilidad de responder a antigenos desnudos o libres. Para tal efecto
intervicnen las células fagociticas mononucleares conocidas como células
presentadoras de antigeno (CPA), las cuales pueden presentar el antigeno a
los linfocitos T cooperadores. En cuanto el antigeno es fagocitado una pequeiia
porcién del mismo es separada y transportada a la superficie de la célula. Este
es movilizado a la superficie por medio del complejo mayor de
histocompatibilidad clase II (CMH II), el cual es el encargado de activar las
células B. Una vez que se activan las células CD4+ llevan la informacion a los
linfocitos B y liberan citocinas que intervienen también en la activacion de las
células B. Los linfocitos CD8+ citotoxicos son activados por CMH Lan

B.- Inmunidad mediada por anticuerpos:

La inmunidad mediada por anticuerpos o humoral del sistema inmune tiene
que ver con la produccion y secrecion de anticuerpos (inmunoglubulinas o
gamaglobulinas), las cuales se llevan a acabo por las células B: Cuando las
células B son estimuladas por antigenos y leucocinas de las células T
cooperadoras pueden convertirse en células de memoria o células plasmaticas
Las células plasmiticas son las encargadas de producir y secretar los
anticuerpos.En la circulacion sanguinea existen cuatro tipos bdsicos de
anticuerpos: inmunoglubulinas G (IgG), M (IgM), A (IgA) e- E (IgE). La
IgG es el anticuerpo predominante en sangre y puede salir ficilmente hacia
areas o tejidos infectados. Se pueden localizar en bazo, en los ndédulos
linfaticos, en la médula 6sea y en las secreciones. La IgM es el anticuerpo mis
grande y el primero en ser producido en la respuesta inmune. Su gran tamafio le
dificulta salir a la circulacion sanguinea. Tiene importancia en la activacion del
complemento y se encuentra en el bazo, en los nédulos linféticos y en la médula
oOsea.an




C.- Citocinas:

Son proteinas o glucoproteinas, de bajo peso molecular, sintetizadas por
diversos tipos celulares, que actiian como mensajeros quimicos u hormonales,
rcgulando 1a respuesta inflamatoria e inmune tanto inespecifica como especifica.
Dependiendo del tipo de células que las producen han recibido distintos
nombres, como las linfocinas producidas por linfocitos; pero en general se
maneja solo en nombre de citocinas, ya que diversas células pueden secretar la
misma sustancia.

Su actividad puede ser controlada de diferentes formas: mediante la
regulacion de la expresion de receptores, por antagonistas del receptor, union
especifica a proteinas u otras citocinas que ejercer efectos opuestos. Debido a
su funcion que desempefia es funcionalmente su presencia para el adecuado
desarrollo  de la respuesta inmune. Los macroéfagos pueden sintetizar
interleucinas 1 (IL-1), IL-6, IL.-12. Las células TH1 pueden producir IL-2. Las
células Th2 son capaces de sintetizar IL-4, TL-5, IL-9, IL-10, IL-13 e IL-17.
Esta citocinas pueden ser producidas por otras células, por ejemplo las IL-1
pueden ser sintetizadas por las células de Langerhans, células T, B, NK,
endotelios vasculares, fibroblastos y queratinocitos. La IL-1 es un
coestimulados de las células Th2, junto con el antigeno y estimula la respuesta
de la fase aguda. La IL-2 activa las células T, B, NK y los macréfagos. La IL-4
favorece el crecimiento y diferenciacion de las células B. La IL-5 estimula el
crecimiento de las células B y ayuda al crecimiento y la activacion de los
eosinofilos. La IL-6 promueve la diferenciacion de las celular B y 1a respuesta
de la fase aguda. La IL-10 inhibe la funcion de las células Thl y suprime la
funcion de los macrofagos. La IL-12 es un coestimulante de las células Thi,
junto con el antigeno. La IL-13 estimula el crecimiento de las células B y
suprime la funcion de los macréfagos.(11)




4. - TOXINAS

Escherichia coli produce una scrie de toxinas bien caracterizadas como las
enterotoxinas, las citotoxinas y también otro tipo llamadas Factor Citotoxico
Necrotizante (CFN 1 y CFN 2), el cual causa necrosis en la piel del conejo
y células multinucleadas, con redondeamiento, en cultivos de tejidos (células
HeLa, CHO o Vero) las cepas productoras de este CNF se han aislado en nifios
y bovinos enfermos. La produccion de enterotoxinas esta determinada por los
plasmidos, y se han descrito dos tipos de ellas:

1. - sensible al calor e inmunogénica (L.T)

2. - termoestable y no inmunogénica (S5T)

Las citotoxinas producidas por Escherichia coli han sido llamadas
Verotoxinas por su efecto citotoxico sobre la células Vero o también por su
semejanza antigénica con la toxina producida por Shigella dysenteriae tipo 1,
de tal forma que es comuan la denominacién de VT o SLT (Shiga Like Toxin).
(29) Estas toxinas VT son codificadas en el genéma bacteriano por la
lisogenizacion con bacteridfagos, de los cuales se han situado principalmente
dos tipos que son diferentes tanto morfolégicamente como genotipicamente al
medir dos toxinas con diferencias antigénicas, estos dos fagos, al igual que sus
toxinas, se han llamado VT1 (SLTI) y VT2 (SLT II). Los fagos citados
anteriormente han sido extraidos de una cepa del serotipo 0157:H7 aislada de
un brote de enfermedad en el humano y nombrada como 933 y ha sido
introducida en una cepa de Escherichia coli del laboratorio llamada K12
C600 con lo cual se obtuvieron las lisogenizadas 933J y 933W productoras de
VT1 y VT2 respectivamente. La citotoxina VT2v esta codificada en el ambito
de cromosoma (35).
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En la actualidad se asocia a todas las diferentes toxinas VT descritas como
una familia con relaciones antigénicas entre ellas. De tal forma se han descrito
los siguientes tipos de toxinas: VT1, VT2, VT2v, VT2e, VTE, VT2hay VT2hb.
Las ECVT de los serotipos 026:H11,0123; H12 y 0111:H- son las que
adquicren mayor importancia después del serotipo 0157:H7 Estas toxinas
inhiben la sintesis proteica al inactivar cataliticamente la subunidad ribosomal
60S. Las ECVT, ademas de producir Verotoxinas, presentan factores de
virulencia adicionales que incrementan su poder patdgeno. Asi, los ECVT se
unen al epitelio del intestino grueso a través de unas fimbrias plasmicas
codificadas en el gen CDV419 y posteriormente barren el microvilli
intestinal por la accion de una proteina presente en su membrana externa que
esta controlada por un gen cromosémico eae y reciben ¢l nombre de intiminas.
(28)

Aunque las ECVT se unen intimamente a los enterocitos, no llegan a
invadirlos intracelularmente. El gen eae se ha asociado claramente con la
virulencia, detectandose en la mayoria de las cepas causantes del SUH. (2)

En cuanto ala patogenesis las Verotoxinas son liberadas en el intestino,
pasan a la sangre y causan dafios en el epitelio vascular, inducen una
coagulacion intravascular local y una acumulacion de fibrina en el SNC,
en el tubo digestivo y en los rifiones. Estos eventos pueden conducir a un
daiio intestinal, renal, cerebral o multisistemico. (5,20).

La inoculacion con  Escherichia coli productora de citotoxinas,
presenta una respuesta principalmente en ciego y colon distal, en forma de
erosiones y ulceraciones en el sitio de unién, los enterocitos se presentan
cuboides, edema extenso, hemorragia, asi como una zona de cicatrizaciéon y
la formacion de adherencias. (35)
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5. - MODELOS ANIMALES:

Se han realizado experimentos para estudiar los mecanismos de
patogenicidad, asi como la respuesta inmune de las citotoxinas y Verotoxinas
producidas por la bacteria de Escherichia coli. Cuando fue empleado el
conejo como modelo para los experimentos descritos por Sherman en 1988, en
los cuales se inocularon diferentes serotipos de  Escherichia coli productoras
de VT por via intragastrica, en algunos casos se presentd diarrea no
hemorrdgica a los siete dias postinoculacion, los resultados no mostraron
evidencia relacionada con enfermedades como el SUH. En la utilizacion del
conejo como modelo en el cual se administré VT via parenteral, se observo
el dafio a células epiteliales y efectos en la respuesta inmunolégica celular y
humoral, asi como la selectividad de los tejidos involucrados, con ello se
fundamenta la hipotesis de que estos daiios y respuesta inmune se produce por
accién directa de la toxina. Ademas las células endoteliales sintetizan el
factor de coagulacion VIII, cuya anormalidad parece conducir la
trombocitopenia. En un modelo en caninos desarrollado previamente, se
administraron cultivos de cepas citotoxicas en un segmento aislado del
intestino delgado y se mantuvo durante 14 dias, los animales desarrollaron
diarrea, en algunos casos hemorragias, coagulacién intravascular y
fenomeno de Shawrz, baja de la haptoglobina libre, hemosiderorosis,
cilindriuria, necrosis hepatica y lesiones en el segmento intestinal. El fenémeno
fue mas aparente al inocular la cepa 933 y la cepa productora de VT2
(933W) que al utilizar 1a cepa productora de VT1. Las cepas 0157:H7
inoculada en cerdos gnotobiontes produjeron una diarrea secretora,
observando que las bacterias colonizan el colon y el ciego en forma difusa con
attaching and effacement” y demostrando que los enterocitos se afectan en
grados diferentes, asi como el desprendimiento de la mucosa, ademas el
mesenterio se encontraba con edema marcado e infiltraciéon supurativa en la
mucosa y submucosa. El mismo modelo presenta cepas ECEH penetrando a
la mucosa y la lamina propia del intestino.Al administrar intragistricamente
extracto del sobrenadante de cepa 0157:H7, en cerdos se produjo diarrea de
tipo secretor y se observa cambios histologicos como apoptosis. Estos mismos
cambios se observaron en asas ligadas del conejo inoculado con el serotipos
0157:H7.Contradictoriamente, cuando se inocularon cepas VT1 y VT2
(obtenidas por mutacion Espontanca) o una cepa VT(-) silvestre, en cerdos
gnotobiontes se produjeron las mismas lesiones que las paternas por lo que la
VTl y VT2 aparentemente no son esenciales para desamollar diarreas
“attaching and effecement” lo que hizo poco claro el papel de la toxina en
enfermedades como SUH (21).
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Algunos autores concluyeron que en el cerdo no fue un modelo util para
reproducir las lesiones al utilizarlo con cepas 0157:H7 (36).

Se han utilizado modelos en ratones que permiten medir el efecto de la
Verotoxinas de Escherichia coli, productora de VT2, en el cual se midio la
distribucion de linfocitos inmunes después de la inoculacién intravenosa de VT2
(50mg/Kg dosis letal) a los ratones de 4 semanas de edad, en los cuales se
presenté una disminucion de las células T después de 24 horas, asi como
de esplecnocitos a las 45 horas posteriores a la administracion. En el timo
también se observé una disminucion en sus células. Estos resultados
sugieren que 1a infeccion de ECVT puede eliminar células T y B, disminuyendo
la produccion de anticuerpos afectando asi su supervivencia. (17)

Se han realizado métodos de cultivo para obtener toxinas de Shiga-like 1 y
Shiga-like 2 y medir asi la afinidad que tienen con las ECVT. En las
soluciones de los cultivos se han utilizado analogos sintéticos de la toxina
teniendo un rendimiento de 2 a 3 mg de la toxina de Shiga-like por litro de
cultivo. (27,38)




OBJETIVO

I.- JUSTIFICACION:

En la actualidad se cuenta con un modelo animal en conejos para estudiar el
SUH en el se presentan las lesiones entéricas y sistémicas, asi como las lesiones
histologicas, parecidas al SUH en humanos, sin embargo en este modelo no se ha
evaluado la relacion que tienen las cepas de Escherichia coli 0157:H7 con
respuesta humoral y celular.

I1.- HIPOTESIS DEL TRABAJO:

Es posible desarrollar un modelo animal en conejos inoculados con Escherichia
coli (VT) que permita evaluar el efecto sobre la respuesta inmunologica.
Demostrando que la inoculacion en conejos con Escherichia coli por medio de
una técnica quirurgica en el apéndice cecal previamente descrita tiene un efecto
sobre la respuesta inmune.




II1.- OBJETIVO GENERAL:

Establecer y evaluar un modelo animal por medio del cual pueda ser observado
el efecto de Escherichia coli (EHEC) sobre la respuesta humoral y celular,

VI.- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. - Desarrollar y evaluar un modelo animal en conejos para el estudio del efecto
crénico y subletal del SUH con las cepas citotoxicas de Escherichia coli
0157:H7.

2. - Analizar las lesiones macro y microscopicas del apéndice cecal por efecto de
la cepa citotoxicas (VT) 933 y K12 de Escherichia coli

3. - Evaluar el efecto sobre la inmunidad humoral y celular por la inoculacion de la
cepa de Escherichia coli 0157:H7 en el apéndice cecal del conejo.

4. - Analizar las lesione macro y microscopicas en la piel de los conejos como
respuesta a la prueba intrademica.

5. - Analizar la relacion entre las lesiones histologicas, celulares y de la respuesta
inmune de los conejos inoculados.




MATERIAL Y METODO

Para la claboracion dc¢ csta tesis se utilizaron 16 conejos de la raza
Nucva Zelanda con un pesode 1.5 a 2.0 Kg. Estos fueron obtenidos de
la granja dec cunicultura de la Facuitad de Estudios Superiores Cuautitlan
FES-C. En la medida que los animales fueron adquiridos, estos permanecieron
cn jaulas especiales  por cinco dias previos a la cirugia, para su observacion
y cvaluacion. Los conejos fueron alimentados con preparados de tipo
comercial (Purina) v con libre acceso de agua. Antes de que los animales
formaran parte de los grupos experimentales y se les practicara cualquiera de
la cirugia, fucron puestos previamente en ayuno de 24 horas.

METODO EXPERIMENTAL

131 modelo experimental consistio basicamente en la inoculacion de una cepa
citotoxica en cl apéndice cecal de los animales mediante una técnica
quirargica de acuerdo a lo descrito por Valdivia A.G. 1995.(36)

Es importante mencionar que el modelo fue desarrollado en los conejos
por las particularidades que presenta en la anatomia y fisiologia del aparato
digestivo, especialmente en el apéndice cecal, como se muestra en la siguiente
figura,

ANATOMIA DEL APARATO DIGESTIVO

DEL CONEJO Fig.1
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1. -METODO PREOPERATORIO

1. - Ayuno de los anmmales: 24 horas
2. - Preparacion v desinfeccion de la area quirirgica:

Consistio en la desinfeccion del quiréfano utilizando una disolucion de
Hipoclorito, las personas que participaron cn la cirugia, utilizaron ropa
csterilizada, para lo cual se utilizo ¢l método de calor hiimedo y el lavado de
manos con jabon quirargico (Dermoclin). El  material e instrumental de
cirugia fuc esterilizado por medio de calor humedo, durantc la misma estos
fucron desinfectado con una solucion de Cloruro de Benzalconio (Surgiqrit)
diluyendo la cantidad de 10 ml en 1 litro de agua.

3. - Lavado y desinfeccion de la zona quiriirgica en el animal:

Una vez localizada ¢l area de la cirugia, esta fue lavada utilizando jabén
quirtrgico (Dermoclin) y se rasur6 la zona.

4. - Anestesia:

Los animales fueron inducidos a la anestesia utilizando una combinacion de
Propionilpromazina (Combelen) a una dosis de 0.3 ml y ketamina
(Ketamina) a una dosis de 1.2 ml a 1.5 ml, estas dosis se modificaban con
relacion al peso del animal, obteniendo una dosis total de 1.5 a 1.8 ml, la via
de administracion empleada fue intramuscular profunda.

5. - Area quirirgica:

Los conejos fueron colocados decibito dorsal en la mesa de cirugia,
sujetados por las extremidades, en el area de cirugia se emple6 una técnica
aséptica utilizando torundas impregnadas con una solucion de Tintura del
Benzal; esta fue delimitada con campos estériles.




2. -METODO OPERATORIO:

I. - Localizacion de darea:

Se¢  localizd ¢l area quirargica tomando como referencia la cicatriz
umbilical y considerando unos cm hacia abajo de la punta del esternén.

2. - Desarrollo de la cirugia:
A) animalces a los que se les inoculo las cepas K12 y 933:

La cirugia inicid rcalizando una incision por linca media ventral de
aproximadamente 4 cm de longitud y en direccion posterior;, enseguida se
rcalizaron los cortes por estratos (piel, tejido subcutaneo, masculo y peritoneo)
llegando de esta forma hasta la cavidad abdominal. Una vez en esta se
localizo el apéndice cecal del animal en el cuadrante derecho posterior del
abdomen, el cual se diferencia del resto de las asas intestinales ya que este es
un saco cicgo. Una vez identificado fue cxteriorizado, se le protegio para ser
aislado del resto del tracto intestinal y de la cavidad, para prevenir la
contaminacion se emplearon compresas abdominales humedecidas con
solucion salina fisiologica (gasas), adicionalmente el segmento aislado fue
irrigado en forma intermitente con solucion salina fisiologica estéril, el
apéndice cecal fue tomado con los dedos pulgar ¢ indice de una mano, en la
manipulacion también se utilizaron las compresas para que fuera esta menos
traumatica. Una vez aislado el segmento se identificé la irrigacion
anatémicamente.

Apéndice cecal

Irrigacion
Cecal

Unién peritoneal

REGION CECAL TRABAJADA EN LOS CONFJOS Fig.2
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Una vez seleccionada el arca en cl segmento para la inoculacion,se
considerd de 2 a 3 cm aproximadamente de la punta del apéndice hacia atras,
primero s¢ identifico en el sitio las ramas de las arterias , considerando una
region de 1 cm, estas  fueron ligan doblemente y seccionadas entre las
lipaduras, se hizo un amarrc con ceda antes del corte como se muestra en el
siguiente  figura 3, Una vez que fue ocluida la irrigacion en la zona
determinada, por delante del amarre dec ccda se corto transversalmente el
segmento, lo cual permitio que fuera scparado el apéndice cecal en dos
secciones. El amarre de ceda negra, permanecio en la parte posterior del saco
cicpo v se inicio a cerrar utilizando una técnica de jareta primero Conell y
terminando con Lemberth, ¢l material de la sutura utilizada fue reabsorbible
(Viclyl 2-0), como se mucstra ¢n la figura 4. Por otro lado el segmento
anterior fue aislado y protegido debidamente con compresas himedas antes
de vaciar su contenido para cvitar una posible contaminacién en cavidad,
durante ¢l cierre del segmento posterior.

OCLUSION DE LA IRRIGACION fig. 3

—— |
SEPARACION DEL SEGMENTO Fig. 4
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Ein ¢l segmento anterior del apéndice se continuo primero con el vaciado de
su contenido y posteriormente ¢l lavado en su interior con solucién salina
estéril (SSF) con la ayuda de una sonda conectada a una jeringa de 20 ml para
introducir la solucion y con un frasco estéril para recolectar el contenido
de los lavados, una vez preparado el segmento este fue cerrado, primero con
un amarre de seda negra para reforzar, el siguiente paso fue inocular las cepas
bacterianas experimentales o de control ( 933 o K12), por medio de una
jeringa estérit con una  dosis total de 1 ml para, terminar de cerrar el
segimento se o utilizo la téenica de jarcta, utilizando el mismo tipo de material
reabsorbible . Como se muestra en el siguiente figura,

Al terminar de inocular la cepa correspondiente , y terminar el cerrado de
los segmentos a este momento sc le considero como un tiempo séptico, por lo
cual se hacia ¢l cambio de guantes, para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Una vez inoculado el segmento del apéndice cecal, este fue
regresado a la cavidad abdominal, regresando el omento al sitio de incision. El
abdomen fue cerrado en forma rutinaria, empleando en ¢l peritoneo y
musculo, la técnica de surgete continuo, mientras que para la piel y el tejido
subcutaneo fue empleada la técnica de tipo subcuticular, para lo cual fue
utilizado un material de tipo reabsorbible .
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B) Animales que se les practics la téenica de apendicectomia:

La cirugia inicié como en lo descrito anteriormente hasta la identificacion
del apéndice cecal, este s¢ exteriorizo, se identifico su anatomia ¢ irrigacion.
Una vez seleccionada la regidn a extraer las arterias mesentericas fueron
ocluidas por medio de dos ligaduras, cada una de ellas fue ocluida utilizando
una sutura de tipo reabsorbible y se corto entre estas, posteriormente en el
extremo anterior se hizo un cierre inicial con la ceda ncgra para reforzar y un
corte transversal delante del mismo, desprendiendo asi ¢l apéndice cecal una
vez obtenido el mufion con la seda fue cerrado con una la técnica de tipo
“jareta”, posteriormente fue colocado en  la cavidad y cerrada como fue
descrita anteriormente.

APENDICECTOMIA FIG. 6

C) Animales que se les practicé lLaparatomia:

La Hegada hasta la cavidad fue como en los casos anteriores, una vez que fue
localizado el apéndice cecal, este fue exteriorizado y colocado nuevamente
en la cavidad. El abdomen se cerro en forma rutinaria,
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3. -METODO POSTOPERATORIO:

Una vez terminada la cirugia a los animales de todos los grupos se le aplico
cn forma local un cicatrizante Negasunt  (Bayer), se dio un periodo de
recuperacion de cinco dias para continuar con la partec experimental del
trabajo.

L.os animales fueron puestos en sus jaulas y se observo su recuperacion.

4. -DETERMINACION DE LA DOSIS SUFICIENTE PARA TENER
UN MODELO DE INFECCION CRONICA:

1. - Cepas de referencia:

Sc utilizaron las siguientes cepas de Escherichia coli:
a) Cepa K 12 (apatoégena)

b) Cepa 933 (productoras de VT1 y V12) del serotipo 0157:H7.

2. - Organizacion de grupos y dosificacion:
I l

-El primer grupo estuvo formado por 4 animales a los que solo se les
practicod la técnica quirargica de laparatomia exploratoria y este fue el primer
grupo control.

- El segundo grupo se formo por 4 animales los cuales fueron sometidos a 1a
técnica quirurgica del modelo experimental y se les inoculd la cepa de
Escherichia coli K 12 (apatégena) en el segmento del apéndice cecal en una
dosis de 1x10 8 ufc/ml.




- El tercer grupo estuvo formado por 4 animales a los que se les practico la
técnica quirdrgica del modelo experimental v se les inoculd la cepa de
Escherichia coli 933(productora de VTl v VT2) en el segmento del
apéndice cecal, la dosis usada fue 1 x 107 ufe/ml.

- El cuarto grupo estaba formado por < animales a los que sc les practico la
Téenica quirtrgica de apendicectomia conformando el segundo  grupo control.

5. - PREPARACION DEL INOCULO:

Dasificacion:

Para la obtencion de la dosis que fue utilizada en los grupos inoculados con
las cepas K12 (apatogena) y los inoculados con la cepa 933 (productoras de
VTl y VT2), se estandarizo mediante la utilizacion de dosis iniciales, las
cuales les provocaban la muerte a los animales en un lapso muy corto de
tiempo de 24 a 48 horas, de esta forma sc llego a establecer la dosis utilizada
que permitia la sobrevivencia de los animales por lo menos de 45 dias para
asi obtencr los resultados. La estandarizacion de la dosis se muestra en el
cuadro No 1.

CUADRO |
Dosificacio E.coli 933
En el apéndice cecal

CEPA_ DILUCION DOSIS

933 SIN 1ml

933 0.5en 1 ml 0.5 ml
933 0.5en3 ml 0.5ml
933 0.2en3 ml 0.2ml
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6. -RETO DE LOS ANIMALES:

Los animales fueron estimulados inmunologicamente por medio de la
utilizacién de vacunas Brucella abortus y BCG o triple infantil. Para la
obtencion de  los resultados y asi poder valorar la respuesta inmune y el
manejo de estas vacunas fue de la siguicnte manera:

a) Vacunacion:

Cinco dias posteriores a la cirugia se seleccionaron aleatoriamente dos
animales de los cuatro grupos, a los cuales se les aplicé una dosis de 0.5 ml
de la vacuna de Brucella abortus RB51, de laboratorio Litton de México, la
cual fue diluida con S.S.F., hasta completar una dosis de 1 ml. La via de
administracion utilizada fue intramuscular profunda.

A los dos animales restantes de cada grupo se les aplico la vacuna de
BCG o triple infantil ( SSA clave 3801), la cual fuc obtenida en el centro de
Salud de Cuautitlan México, esta vacuna fue diluida con S.S.F; y colocada
en viales de 5 dosis. Solo se utilizo Y de la dosis recomendada en nifios
y fue administrada en los animales por via intramuscular profunda en una
dosis total 1ml.
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h) Muestieo:

L.os animales fucron muestreados de la siguiente manera:

1. - Los animales vacunados con Brucella abortus, al cumplir los 15 dias
posteriores a la vacunacidon, se les tom6 una muestra de sangre por via
intracardiaca, la cual fue trabajada en el laboratorio para obtener suero y de
esta forma realizar la prucba de aglutinacion en placa, urea y creatinina, con
¢l resto de la muestra sc realizé la prueba de y Biometria Hematica ,
posteriormente a los 30 dias se tomo nuevamente la muestra con el mismo fin,
una vez cumplido este tiempo los animales fueron sacrificados y se
obtuvieron muestras de los tejidos como apéndice cecal, intestino delgado,
bazo y rifion  para scr trabajadas posteriormente en el laboratorio para su
analisis histologico.

2. -Los animales vacunados con BCG o triple infantil, una vez que cumplieron
30 dias se les tomaron muestras de sangre por via intracardiaca para la
evaluacion posterior en el laboratorio con pruebas como aglutinacion en
placa, Serologia, Biometria Hematica, posteriormente al cumplir los 45 dias
de la aplicacion de la vacuna se les tomd una segunda muestra de sangre
utilizando la via antes mencionada, para la realizacion de las pruebas de
laboratorio correspondientes. En este caso al cumplir los 45 dias los animales
no fueron sacrificados, antes se les realizo la prueba de Intradermorreaccion,
para esta se utilizo el reactivo para la prueba de tuberculina PPD-Bovina.

El drea en donde se realizo la prueba fue en la parte dorsal del animal, la cual
fue previamente seleccionada, lavada y rasurada, una vez identificada el area,
esta fue marcada con un circulo, enseguida se aplico en el centro de este la
dosis de 0.1 ml de la tuberculina de forma intradermica utilizando una jeringa
de insulina. Los animales fueron evaluados a la 24,48,72 y 96 horas; con el
fin de observar la presentacion de reacciones tales como induracion./ eritema.
La medida de estas reacciones fueron tomada utilizando un vernier.
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Posteriormente a la toma de estas lecturas los animales fucron sacrificados
v se obtuvicron las muestras de tejido como apéndice cecal (segin el grupo
del animal). intestino delgado, bazo y picl para un andlisis histologico
posterior,

fy lustedoeia

Una ves sacrificados los animales, se¢ les tomo muestras a los siguientes
tejidos: rindn, intestino delgado, bazo, apéndice (scgin cl grupo) y piel
(animales vacunados con BCQG), estas fueron colocadas en recipicntes estériles
en una sotucion de formalina amortiguada como fijador, posteriormente se
realizaron los cortes en zonas especificas de cada muestra v colocadas en las
cajas perfectamente identificadas, para asi continuar con la inclusion en
parafina. una ver preparadas  las laminillas se tiferon con hematoxilina -
cosina para su observacion al microscopio.

€ ) Serologia:

Yara la  realizacion de esta prueba de dcterminaciéon ant-Brucella, se
emplco ¢l método de Rivanol, en donde las globulinas son precipitadas en
foema sclectiva quedando en suspension solo las IgG.Para dicha prueba se
utilizo ¢l reactivo Antigeno de Brucella (4%), v la solucion de Rivanol (1%),
la técenica sc realizé se la siguiente mancra. En un tubo dc cnsayo se agrego
0.4 ml de suero y 0.4 ml de reactivo de Rivanol (1%), se dejo reposar por 30
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugo a 2,000 rpm,
durante 5 minutos, con el sobrenadante se realizé la prueba de aglutinacion en
placa, colocando las diluciones 0.08,0.04,0.02,0.01 y0.005 y una gota del
antipeno Brucella (Pronavive), se dejo reposar por 3 minutos, durante este
tiempo sc movio en circulos finalmente se hizo la lectura con una luz debajo,
de esta forma se identificaron aquellas disoluciones que presentan una
respuesta de aglutinacion. Esta prueba fue realizada en los animales que
fueron vacunados con Brucella abortus y los que fueron vacunados con BCG
o Triple infantil.
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RESULTADOS

1. - EVALUACION DE LA TECNICA QUIRURGICA.-

l.a induccidn de la anestesia fue por medio la combinacién de productos como
Combelen y Ketamicina, la via de administraciéon utilizada fue intramuscular
profunda. La zona destinada para la cirugia en el apéndice cecal fue la region
terminal. La técnica de sutura que dio mejor resultado para la parte distal del
ciego, fue la anudacion completamente con seda antes del corte transversal y
sobre esta una sutura invaginante tipo "jareta”, se utilizé una sutura invaginante
tipo lLembeth y después una tipo Connell. E! material utilizado fue Vicryl 2-0.

La recuperacion de los animales fue de 2 horas aproximadamente
posteriores a la cirugia, mostrando una recuperacion favorable asi como una
cicatrizacion rapida. La alimentacion con sdlidos se inicié al segundo dia
con buena aceptacion.

2. - DOSIFICACION:

Para ¢l desarrollo del modelo de infeccidn cronica la dosificacion se realizd
dc la siguiente manera:

A) grupo inoculado con cepas K12 de Escherichia coli (apatogenas):

En este grupo control la cantidad suministrada de la cepa fue de 1 ml,
colocado en un segmento preparado del apéndice cecal, con esta dosis se
logro la sobrevivencia de los animales provocandoles solo signos clinicos
pasajeros, hasta completar el tiempo de experimentacion que fue de 30
dias.

28




B) Grupo inoculado con la cepa patogena 933 de Escherichia coli
productora de citotoxinas .

Para ¢l desarrollo del modclo de infeccidn crénica, primero se estandarizo
la dosis que permitio que fos animales sobrevivieran por mas de 45 dias, y asi
tener una continuidad del desarrollo experimental. La estandarizacion de la
dosis se¢ muctra en ¢l cuadro No.2.

CUADRO 2
RESULTADO DE LAS DISOLUCIONES DE E.COLI
INOCULADAS EN EL APENDICE CECAL DEL CONEJO.

CEPA  CONCENTRACION DOSIS SOBREVIVENCIA
BACTERIANA urom
933 1X10* I ml 24 horas
933 1X10°¢ 0.5 ml 304 dias
933 1X10* 0.5ml 6 a 10 dias
933 1X10° 0.2ml mas de 45 dias

ufc.- unidad formadora de colonias.




3. - EVALUACION DEL MODELO ANIMAL:

A~ Datos Clinicos v e patologia.

A comtinuacion se deseriben brevemente los datos clinicos y lesiones mas
importantes encontradas en los animales inoculados, las principales lesiones a
la necropsia (NP} asi como en el estudio histologico de los drganos obtenidos
(HP). Los aparatos, sislemas  u organos que no presentaron  cambios
patologicos aparentes (SCPA) no se mencionan.

Testigos negalivos: grupo controles:

Los animales presentaron buena recuperacion a la anestesia, la ingestion de
agua fue pricticamente inmediata y la ingestion de alimento fue al segundo
dia postoperatorio. No se presento sinologia durante el periodo de observacion
que fue de un mes.

Grupo K12 (cepas no patdgenas):

Los animales presentaron una buena recuperacion a la anestesia e inicid él
consumo de agua y alimento aproximadamente a los 2 dias de la cirugia sin
embargo, los animales que fueron inoculados con estas cepas después de 6 a 7
dias presentaron una ligera inflamacién en ojos, lesiones en la piel, asi como
ligeros problemas respiratorios. A los 15 dias presentaron diarrea moderada
de color amarillento teniendo un periodo corto de duracion, pasando este
periodo los animales se recuperaron y sobrevivieron hasta cuamplir los 30 dias.

Es importante mencionar que no presentaron alteraciones en el sistema
nervioso.
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Grupo 933 (productoras de VT1 v VT2):

Los animales mostraron bucna recuperacion a la anestesia, el consumo de
alimentos  y agua fue aceptada a los dos dias después de la cirugia, los
animales  presemtaron signos clinicos pasajeros los cuales consistieron en
diarrca leve de color amarillenta de 3 dias, indicandonos la lesion de la toxina
hacia ¢l intestino delgado y grucso, después de 6 o 7 dias presentaron signos
de depresion leve, emaciacion y deshidratacion moderada, aumento de urea y
creatinina a niveles de 70 mp/dl y 1.9 mg/d! respectivamente y por un lapso no
mayor a 7 dias lo que correlaciona con el daiio al rifion y la insuficiencia renal
pasajera esperada, problemas respiratorios leves y no sc observaron las
lesiones en el sistema nervioso central es importante mencionar que cuando se
ponia la dosis completa cstos desarrollaron lesiones provocando la muerte en
un periodo de 5 a 7 dias. Por ello la importancia de cstandarizar la dosis.

B.- Lesiones a la necropsia:

Grupos control:

No se encontraron lesiones en estos animales ya que a un grupo de ellos
se le practico una laparatomia y otros fueron apendicectomizados.
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Grupo K12 ( cepa apatogena ):

Las lesiones a la necropsia observadas en este grupo de animales se encontré
unicamente en ¢l segmento aislado el cual mostré6 a los 30 dias una atrofia
marcada(disminucion de su tamaiio),adquiriendo una consistencia mas firme
de lo normal pero manteniendo el aspecto de saco ciego. En todo el
peritoneo la irrigacion no se perdid y el contenido encontrado fue de un
liquido seroso y levemente estraiificado a los 30 dias.

El apéndice cecal aislado present6 una histologia propia, conteniendo una
mucosa del epitelio cubico simple, que en algunas regiones se aplanay
presenta proyecciones.

Grupo 933 ( productoras de VTl y VTII)

El apéndice cecal aislado presenta un aumento en su tamaifio, congestion, y al
momento del corte en el interior la presencia de liquido de color
blanco amarillento espeso y abundante, liquido sangruinolento en la cavidad
abdominal, vasos mesentéricos congentionados, hemorragias petequiales a
difusas asas intestinales con presencia de gas. Higado con bordes iregulares,
el corazén con cambios de coloracion, el rifion al corte con salida de liquido
sanguinolento, siendo poco evidente la zona medular y corteza renal.

4. - RESULTADOS DE LABORATORIO:

A los animales del grupo control y K12 , se les tomaron muestras de suero
alos 15 dias y 30 dias posteriores a la cirugia para realizarles pruebas
de laboratorio tales como BH, los resultados obtenidos se muestran en el
cuadro No.3
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CRUADRO 3
PRUEBA HEMATICA GRUPO K12Y CONTROLES

INTRODUCCION GR HB SED HTO VGM CHGM HGM GB L M N E B RD 8
m_jmem3 mmih Y n % % % _ % % % % % %

M3 LAP 15 DIAS EX 31] 0 [a4i[ 86 297 ] 25.7] 8500 | 78 2 [0Jo] 1 21
M3 LAP 30 DIAS 5.65 37 0 42 | 74 09 |2 12600 | 72 | 4 | 24 o]0 0
M4 LAP 15 DIAS 6. 31| 0 | 455 66. 0 |206 | 4200 [ 54| 2 |42 1] 1 L)
M4 LA 30 DIAS 4.95 95 | 13 | 338 689 | 28.0 93 | 21400 | 40 84 ol o 0
%vu S/A 15 DIAS 5.86 5. 0| 500 | 85. 8 | 27.1 ) 8500 | 35 a3 |ofoj 21 &
M2 S/A 30 DIAS 5.80 46| 1 |460 79 T 1255 | o800 | 40 59 0o 0
M10 VA 15 DIAS 6.11 2. I | 406 664 | 307 | 204 | 7450 | ND|ND |ND o] o 0
M10 S/A 30 DIAS 5.89 34| 0 |3931 66 34.1 | 228 | 10900 | ND | ND [ ND 0] 0 0
MG K12 15 DIAS 6.51 3. 0 1415675 327 | 221 | 10250 | 46 53 [0|o] 4 a3
M6 K12 30 DIAS 8.96 8. 0 | 565|550 370 1208 | 9780 | 40 60 |00 O 0
M7 K12 15 DIAS 6.0 0 421695 313 [ 218 | 12150 | 54 a5 [olo] 3 a2
M7 K12 30 DIA: 5.53 3. 0 | 444 [ 802 | 310 | 249 | 9650 [ 37 56 J0j0] O 0
[ M2 LAP 30 DIAS 514 30| 1 |403 [ 784 | 322 | 255 | 6700 | 0 0 _|[0]0f 0 0
M2 LAP 45 DIAS 586 5 [} 50 {853 8 | 271 | 8500 | 55| 2 142 (0]0 a1
M4 LAP 30 DIAS 6.05 4 0 (383|633 | 368 | 233 | 7100 | 0 0 {o]o] a 0
M4 LAP 45 DIA: 6.85 4 0 | 455 [ 663 0 _|206 | 6850 | 85 42 [ofo ai
M1 S/A 30 DIAS 601 | 156 0 |525[871] 207 | 259 ] 9600 | 0 | 0 | © 0j 0 0
M1_S/A 45 DIAS 725 | 129 1_| 446|615 287 | 17.7 [ 11400 | 37 | 4 | 59 ol 1 58
M6 S/A 30 DIAS ND ND | ND | ND | ND] ND | ND | ND |NDINDIND 0/ND] ND
MG SIA 45 DIAS ND' ND | ND | ND [ ND |"ND | ND | ND [ND[NDIND o[ND| ND
M3 K12 30 DIAS 4.58 4 | 317]642] 324 | 224 1 7100 | 0 0 0] 0 0
M3 K12 45 DIAS 5.08 . 0 | 441|868 | 297 [257 | 7850 | 78 2 0] 0 21
M7 Ki2 30 DIAS 544 A] 0 {34632 331 | 209 | 6050 | 36 43 0] 0 2

GR: GLOBULOS ROJOS

HBHEMOGLOBINA

SED:SEDIMENTADOS

HTOHEMATOCRITO

VGM:VOLUMEN MEDIO DE ERITROCITOS
CHGM:CONCENTRACION DE ERITROCITOS
HGM:CANTIDAD DE HEMOGLOBINA EN ERITROCITOS
GB: GLOBULOS BLANCOS

LLLINFOCITOS

M:MONOCITOS

N:NEUTROFILOS

EEOSINOFILOS

B:BASOFILOS
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A los animales del grupo 933 se les tomaron muestras de suero a los 30 dias
y alos 45 dias para realizarles pruebas de BH los resultados obtenidos se
muestran en el cuadro No 4.

CUADRO 4
PRUEBA HEMATICA GRUPO 933

GR HB SED HTO VGM CIlIGM IIGM CGB L M N E B BD

JIDENTIFICACION mmm}  g/dl  mmih Y .} % ” Yo % Ye % % % %
M15 933 30 DIAS 6.01 146 1 50.4 87 207 259 9600 59 24 0 O 1 40
M15 933 45 DIAS 7.25 12.9 1 436 61.5 276 0 10500 37 45 00 228
M22 933 30 DIAS 68.13 121 0 445 0 o 0 0 84 214 0 0 1 13
M22 933 45 DIAS 0 (o] 0 0 0 0 0 0 [+ 0 0 00 OO
M24 933 15 DIAS 585 13.1 0 423 723 309 224 64500 30 069 1 0 267
M24 833 30 DIAS 8.3 18.6 0 50.3 52 30 ND 8500 47 350 3 0 05
M25 933 25 DIAS 6.15 12.1 0 409 665 2068 196 2100 27 372 2 0 272
M25 933 30 DIAS 6.83 125 D 555 ND ND ND 0o 31 182 3 0 42 69

GR: GLOBULOSROJOS

HB: HEMOGLOBINA

SED.SEDIMENTADOS

HTO:HEMATOCRITO

VGM:VOLUMEN MEDIO DE EROTROCITOS
CHGM:CONCENTRACION DE ERITROCITOS
GB:GLOBULOS BLANCOS

L:LINFOCITOS

M:MONOCITOS

N:NEUTROFILOS

E:EOSINOFILOS

B:BASOFILOS
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A los cuatro grupos de animales se les realizoé la prueba de aglutinacion
en placa para determinar anticuerpos contra Brucella abortus. Los resultados

obtenidos se muestran a continuacion en el cuadro No. 5.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS

CUADRO 5

CONTRA Brucella abortus EN LOS CONEJOS

EXPERIMENTALES
IDENTIFICACION TRATAMIENTO 15 DIAS 30 DIAS

M3 LAPARATOMIA 1: 400 1: 50

M2 B8 LAPARATOMIA 1: 400 1: 200
M8 S/ APENDICE 1: 200 1: 200
MIioB S/ APENDICE 1: 200 1:50

M6 B CEPAK 12 1: 400 1: 50

M7 B CEPAK 12 i: 200 1: 200
M248B CEPA 933 1: 50 NEGATIVO
M25 8B CEPA 933 1: 50 NEGATIVO
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A los animales que fueron inmunizados con la vacuna de BCG, se les
- realiz6 la prueba de Intradermorreaccion (PPD), obteniendo los siguientes
resultados como se muestran en el cuadro No.6.

CUADRO 6
DETERMINACION DE LA RESPUESTRA INTADERMICA
CONTRA BCG EN LOS CONEJOS EXPERIMENTALES

IDENTIFICACION LECTURA (mn) INTERPRETACION
| dia 2 dia 3 dia
E 1 E 1 E |

M2 BCG LAPARATOMIA | O o 5 ND 10 ND POSITIVA
MABCG LAPARATOMIA | O [4] 13 13 17 17 POSITIVA
M1 8CG__5/ APENDICE 4] [4] 12 1o 14 10 POSITIVA
M6 BCG _S/APENDICE 4] 0 20 2 20 5 POSITIVA
M3 BCG CEPAK 12 [4] 0 5 5 10 5 POSITIVA
M7 BCG CEPAK 12 0 o] 5 5 10 5 POSITIVA
MIi5 BCG CEPA 933 0 [4) S/C §/C $/C $/7C NEGATIVA
M22 BCG CEPA 933 0 [4) S/C $/C $/C $/C NEGATIVA

E: ERITEMA

I: INDURACION

ND: NO DETERMINADA
S/C: SIN CAMBIOS
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5. -CORTES HISTOLOGICOS

Las muestras obtenidas durante la necropsia del apéndice cecal y la piel
fueron preparada y teflidas con hematoxilina-cosina para su observacion al
microscopio.L.os resultados obtenidos en estos cortes se muestran en el cuadro
No. 7,8,9.

CUADRO 7 .
ANALISIS HISTOLOGICO EN CORTES DE APENDICE
DE CONEJOS DEL GRUPO K12 Y CONTROL

IDENTIFICACION TIPOS DE CELULAS
CONEJO MONOCITOS | LINFOCITOS | CEL. MACROFAGOS | GRANULOGITOS
PLASMATICAS

M3B  LAPARATOMIA + + +—+ ++ -
M4 BCG LAPARATOMIA + 4+ i+ [ _
M2B  S/APENDICE _ _ - _ -
MSBCG S/APENDICE = z B - _
M7 B KI2 APATOGENA s ++ -+ ++ +
M7 BCGKIZAPATOGENA s [rarn e sy +
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] CUADRO 8 ]
ANALISIS HISTOLOGICO EN CORTES DE APENDICE
DE CONEJOS DEL GRUPO 933

’ IDENTIFICACION TIPOS DE CELULAS J
""" CONEJOS MONOCITOS LINFOCITOS CEL- MACROFAGOS | GRANULOCITOS |
PLASMATICAS
M25 B CEPA 933 + i T+ ey ey
[ M15 BCG CEPA 933 ¥ +++ 4+ i+ I
CUADRO 9
ANALISIS HISTOLOGICO EN CORTES DE PIEL
EN CONEJOS INOCULADQS CON BCG
IDENTIFICACION TIPOS DE CELULAS
TRATAMIENTO [INFOCITOS | MACROFAGOS POLIMORFO FIBROBLASTOS
NUCLEAR

LAPARATOMIA At s H+ ey

APENDICECTOMIA 4+ + -+ ey

CEPA K 12CG00 ++ + ++ +—+

CEPA 933 O STx + T+ s +

- =NEGATIVO

+  =ESCASAS

++ = MODERADO /PRESENTE
+++ = ABUNDANTE

++++ = MUY ABUNDANTE
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CORTES HISTOLOGICOS DEL APENDICE CECAL
GRUPO INOCULADO CON LA CEPA DE E.COLIK 12.

Fig7-b

Fig7.- Microfotografias de las imigenes histologicas del apéndice cecal, tincion H:E:
" a) muestra Tinica muscular(A)submucosa(B) y nédulos linféticos(C). a 400x
b) muestra un aumento celular linfocitos (A)células plasméricas(B). a 100x°
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CORTES HISTOLOGICOS DE DE APENDICE CECAL
GRUPO EXPERIMENTAL 933

Fig.- 8.-Microfotografias de las imégenes del apéndice cecal tincién H:E;
a) Muestra los acumulos linfoides (A) . a 400x
b) Muestra zona de necrosis cusgulativa , irea linfocitica. (A) . a 400x




CORTES HISTOLOGOOS DE LA PIEL
GRUPO DELAPARATOMIA

Fg9-b

Fig 9.-Microfotografias de fa piel tincién H:E: Respuesta de hipersensibilidad positiva

a) Piel se observa epidermis(A),dermis(B) tejido subcutineo(TC),infiltrado celular linfocitos (C). a
400x

b) Respuests inflamatoria, aumento de las células gigantes,céiulas plasmiticas (A,B,C).a
100x
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CORTES HISTOLOGICO DE PIEL RESPUESTA CELULAR
GRUPO INOCULADOS CON LA CEPA DE E.COLI KI2.

Fig 10-a

Fig 10c

Fig .10.- Microfotografias de la respuesta cdular o pld uncnon HE.
Las imdgenes a,b,c muetran una ceaccion i como alaprucba de
hipersensibilidad . Las imigenes son de la zona de Qlu:actén dela pmeba intradérmica
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RESPUESTA CELULAR EN EL
GRUPO INOCULADO CON LA CEPA DE E.COLI 933.

Figllc ' A Fg 11-d

Fig.11.- Microfotografias de Ia piel tincion H:E: Las imigenes muestran tma respucsta
negativa con moderada a escasas células inflamatorias, las imigenes muestran 1a zona de
realizacion de 1a prueba de hipersensibilidad. a - b a 400x y c-d a 100x.
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6.—ANALISIS ESTADISTICOS:

LLos resultados  obtenidos a partir de la prucba de Biometria
Hematica ¢ Intradermorreaccion para los grupos, K12 y 933 respectivamente
fucron analizados ctadisticamente obteniendo los siguientes datos :

CUADRO 10
PRUEBAS DE HIPOTESIS
GR HB HTO
X Ki1zvyC-+ 6.00 1.35 4.21
MEDIA 033 ~» 5.56 1.19 4.09
. .VAI.()R
TABULAR () 0.53 0.81 0.19
VALOR
CALCHTADO (p) 0.59 0.41 0.84
CUADRO 11
1/ DILUCION*** DIAMETRO MAMETRO
INDURACION ( mm), | ERITEMA (mm).
18 DIAS 30 DIAS
MEDIAKIZYC* 320 80 13.5 9.17
ATEEDIA 933 *+ 50 0 0 0
VALOR TABUILAR (1) 5.51 2.66 7.73 4.42
VALOR 0.02 0.04 0.02 0.04
CALCULADOp)

* GRUPO INOCULADO CON K 12 Y CONTROLES

** GRUPO INOCULADO CON 933,

+** INVERSO DE LA DILUCION MAXIMA PARA LOS Ac. AGLUTINANTES CONTRA
BRUCELILA ABORTUS.

LAS PRUEBAS ESTADISTICAS FUERON REALIZADAS CON EL PROGRAMA NWAS (3)
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DISCUSION

En el modelo de infeccion descrito previamente por Valdivia y
colaboradores (35) se desarrollaron las Icsiones y se indujo la muerte de los
animales en un periodo de 5 a 7 dias, por ello en el presente trabajo fue
necesario indueir un modelo de infeccion cronica, los resultados mostrados en
la tabla N° | demuestran que empleando una dosis de 1X10? ufc/ml se logré la
sobrevivencia de los animales provocandoles solo signos clinicos pasajeros los
cuales consisticron en diarrea leve a los 3 dias indicandonos la lesion de la
toxina hacia el intestino delgado y grueso, aumenta de urea y creatinina a
niveles de 70 mg/dl y 1.9 mg/dl respectivamente 'y por un lapso no mayor a 7
dias lo que correlaciona con el daiio al riiion y la insuficiencia renal pasajera
esperada y no sc observaron las lesiones en el sistema nervioso central como
las reportadas previamente (35,18,31). -

Los datos anteriores nos indicaron que si sc produjeron lesiones e
insuficiencias en los animalces, sin embargo al ser mas leves e incompletas con
respecto a lo reportado previamente, no condujeron a la muerte de los
animales, por cllo quedo claramente cstablecido el modelo de infeccion
cronica. La dosis infectiva para la infeccion natural de colitis hemorragica y
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) se ha establecido en 10 bacterias de las
cepas citotoxicas administradas por via oral (18); sin embargo en otro trabajo
en el que emplearon lechones se requirieron 10 '* ufc para desarrollar las
Icsiones (8) en el modelo desarrollado sc aprecia que la dosis minima para
lograr las lesiones completas fue mayor; esto pudo ser debido a que los
mecanismos inespecificos de destruccion de 1la bacteria son mas eficientes en
¢l apéndice cecal que en el intestino grueso dado su caracteristica de érgano
linfoide, 0 a que el modelo permite el efecto local y encerrado de los
fenémenos celulares inflamatorios siendo mas eficientes de esta manera.(35)

En este mismo punto, Melton (24) postulan que una diferencia en la
virulencia de las cepas observada en los diversos modelos animales se puede
deber a una diferente activacion de la toxina en el microambiente tisular. Otra
probable explicacion es la disminucion en virulencia que tienen las cepas de
Escherichia coli mantenidas en el laboratorio por resiembras continuas(7,8);
en cualquier caso las lesiones desarrolladas nos permitieron identificar que la
toxina se produjo en el apéndice cecal, se absorbié por via sanguinea y pudo
tener efecto en el intestino, rifion y eritrocitos pero con una recuperacion
subclinica en los conejos.
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Estos cfectos se demostraron al comprar los valores de BH y QS con los
valores encontrados como normales para estos conejos cuadro No. 12.Debido
a que los animales fueron scleccionados del modulo agropecuario de FES-C.
de la raza Nueva Zelanda y que a la par del trabajo se determinaron los
valores normalces para la deteriminacion de BH y QS ,se utilizaron los mismos

valores mencionados en dicho trabajo Valdivia 1995 (35)

LA DETERMINACION DE SANGRE

CUADRO 12
VALORES NORMALES EN L.OS CONEJOS PARA

[ DERMINACION

| RANGO NORMAL

] UNIDADES

ERITROCITOS 512 6.21 millones /mm 3
HEMOGLOBINA . 9.5 g/ dl
HEMATROCRITO 25.6 319 %
PLAQUETAS 235 598 Milés / mm3
LEUCOCITOS 6.24 921 Miles / mm3
LINFOCITOS 35 74 %
MONOCITOS 0 2 %
NEUTROFILOS 24 59 %

N. SEGMENTADOS 23 57 %

N.EN BANDA 0 3 %
EOSINOFILOS 0 3 %
BASOFILOS 0 1 %

UREA 22.0 322 mg/ dt
CREATININA 0.30 0.73 mg / di
HEMOG. PLASMATICA 29 14.1 mg / dl
HAPTOGLOBINA SERICA | 506 103.1 mg / dl
TGP 11 31 U/ mi
LDH 217 377 U/ml
CPK 08 217 U/l

Tomado de Valdivia AG 1995

N: NEUTROIILOS

TGP: TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA

LDH: DESHIDROGENASA LACTICA
CPK: CREA'TIN FOSFOQUINASA
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En este contexto cs importante considerar algunas apreciaciones
epidemioldgicas respectivas a la infeccion por estas cepas en los nifios y
ancianos, en las cuales se sabe que el 15% de los enfermos de colitis
hemorragica desarrollan Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) y de éstos solo
un porcentaje de 30% mueren (18), por lo que la virulencia de la bacteria en
personas s baja.

Los resultados mostrados en la tabla N° 5 indican que la inoculacion con
la cepa 933 disminuyo significativamente la respuesta de anticuerpos hacia
una cepa dc Brucella abortus muerta, este efecto no se desarrollé con la cepa
K12 (la cual no produce toxina). La induccion de anticuerpos por un animal,
requicre una previa presentacion de antigenos por parte de los macrofagos, la
clonacion y replicacion de linfocitos B inducida por la mediacion de las
linfocinas producidas por el linfocito T y la maduracion de los linfocitos B a
células plasmaticas productoras de anticuerpos (20) por induccion genética
selectiva  produciéndose primero los anticuerpos de la clase M y
posteriormente los de la clase G, siendo los primeros de un mayor poder
aglutinante. En todo ¢l proceso se requieren de 10 a 15 dias (dependiendo del
inmunogeno, ruta de administracion y presencia de adyuvantes); en el modelo
desarrollado esperamos hasta 45 dias para ir midiendo la respuesta, como se
puede observar en la tabla N° 5 la respuesta de anticuerpos aglutinantes de los
animales inoculados previamente con la cepa 933 fue menor que el de los
otros grupos experimentales, estos datos fuertemente sugieren un efecto
sistémico de la toxina sobre alguno de los tipos de linfocitos involucrados,
pudiendo ser el T cooperador (CD4), el efecto T “supresor” o el linfocito
B.(15)

Por otro lado, como puede observarse en la tabla N°6, se produjo una
disminucion en la respuesta de los conejos hacia un antigeno que previamente
se sabe que induce primordialmente una respuesta celular, el fenémeno fue
medido mediante una intradermomeacciéon y comprobado mediante analisis
histolégico, como se pudo observar, no existi6 una respuesta mediada por
células en el sitio de inoculacion de la tuberculina, fenémeno observado sdlo
en los animales desafiados con la cepa verocitotéoxica. De nueva cuenta, la
explicacion esta dada por una reaccion de la toxina hacia alguno de los
componentes participantes, incluyendo ademas a los linfocitos T “citotoxicos™
CDS8.
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En ambos experimentos anteriormente mencionados se descarto un
efecto local (a nivel del apéndice cecal) debido a que la reaccion fue normal
en los conejos apendicectomizados, a pesar de que este organo se ha
considerado como una zona eminentemente linfoide (1, 35, 14), asi mismo se
descartd un cfecto inmunosupresor asociado al LPS (14,40) debido a que el
efecto no se presentod con la cepa de Escherichia coli K12, que aunque es una
cepa rugosa, conticne completa la fraccion lipido A, responsable del efecto
cndotoxico.

Valdivia A.G. y col 1997,36) previamente reportaron un efecto de
destruccion de linfocitos tanto a nivel local como a nivel de bazo, mencionan
que dicho efecto puede ser una lisis asociada a la expresion de los receptores
Gb3 o bien ser un fendmeno indirecto.

Aunque es comprensible que para poder tener una claridad de cual es 1a
(las) cclulas afectadas sc requiere hacer un estudio del tipo de linfocitos
alectados en los conejos con infeccion crénica y aguda por la cepa 933
empleada, a continuacion intentaremos deducir el hecho a través de los
estudios reportados previamente por otros autores con respecto al efecto de la
toxina sobre los linfocitos. Se ha demostrado que el receptor para las toxinas
VTl y VT2 ( Gb3) se localiza en las células inmaduras de los centros
germinales y cn los linfocitos B activados (cél. Plasmadtica) productoras de
IgG. Otros trabajos demuestran que el linfocito T, las células preT y las B
maduras, no tienen receptor para la toxina (18).  Asi mismo se encontré que
la toxina VT inhibe la proliferacion in vitro de los linfocitos T y B de bovino
(25) teniendo el mismo efecto in vivo sobre los cerdos y en los temeros pero
por la VT2. La toxina VT2 disminuy6 1a respuesta mitogénica de las células B
y T in vivo de los ratones conduciendo a una disminucion de la produccion de
anticuerpos, disminucion del namero de linfocitos CD4, CD8 y B; asi como la
disminucién de la reactividad de los CD4 y CDS8; en este mismo trabajo se
informa del efecto de la administracion endovenosa de la toxina Stx2
disminuyo la cantidad de células T y B circulantes, asi como las presentes en
el bazo y el timo (33). Lingwood C.A. 1994 (21), menciona que el antigeno
CD19 es el marcador de las células B humanas que aparece mas temprano y
estd involucrado en la regulacion de algunas partes de la diferenciacion,
incluyendo la estimulacion antigénica y el parecido estructural a la toxina
VTIB, por lo que el CD19 se puede unir directamente al receptor Gb3; por
ello la unién de las VT sobre el receptor Gb3 interferira con el CD19 y/o
sefializacion via IF 2,
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En un brote de SUH c¢n Japon afectando nifios de menos de 10 aiios de
edad, sc observaron bajos niveles de anticuerpos contra la toxina VT2 y en
otros paises se observa que en los aduitos con infecciones por VTs existen
titulos de anticuerpos contra VT1 bajisimos.En un modelo animal empleando
cerdos gnotobiontes, sc¢ indujeron cerdos inmunocomprometidos .La toxina
VTI fue capaz de suprimir la respuesta inmune a nivel de mucosas.(33)

Con los datos antcriormente presentados se deduce que la toxina con
mayores efectos sobre las células del sistema inmune es 1a VT2, sin embargo
se observan datos contradictorios en los efectos, los cuales dependen del
sistema de prucba. Esta situacion probablemente tenga una relacion directa a
la expresion del receptor Gb3 sobre las células, el cual es diferente de acuerdo
a la especie animal usada en ¢l ensayo (10,21,31,37).

Asi mismo, cn nuestro modelo desarrollado, se pudo confirmar un
cfecto depresor de la respuesta tanto humoral como celular, por lo que es
cvidente que cn los concjos existen receptores para la toxina en los diferentes
tipos de linfocitos, observandose este cfecto a nivel tisular v no a nivel
circulatorio dado que cn cl modelo en conejo previamente descrito no se
obtuvieron datos de leucopenias o linfocitopenias (36).

Otra probable explicacion al efecto encontrado puede estar relacionada
a una modulacidn alterada de 1a respuesta via interleucinas o via citocinas; en
el primer caso un buen candidato seria la IL-10 puesto que esta se ha
involucrado con los fenomenos de tolerancia intestinal y la regulacion de los
linfocitos Th3, los cuales a su vez abaten la respuesta de los Thl y Th2. La
1L~ 10 es producida por los macrofagos en respuesta a una estimulacion directa
por el LPS (10), e! que proviene de una lisis de bacterias Gram negativas
(como E.coli) (13), se demostré6 que los neutrofilos de respuesta tisular local
al tratar de actuar sobre 1a bacteria, induce en ella el sistema de respuesta SOS,
teniendo como consecuencia la induccion del fago codificante de la toxina y
colateralmente el aumento de la lisis bacteriana provocada por el ciclo litico
del fago (10). Asi mismo Torpe y colaboradores (34) han implicado la secrecion
de IL-8 y de IL-1 por células del epitelio intestinal después de que estas han
sido tratadas con verotoxinas aunque inicialmente esta IL aumentaria la
respuesta inflamatoria local con un aumento de la secrecion de 1L-10
secundaria (9,12).
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Como cn ¢l modelo en congjo desarrollado se inocula la bacteria
completa y viable,. Es posible que algiun otro factor, ademas de las toxinas
STxs, esté presente en las cepas O157:H7 y le permita interactuar alterando la
funcion del linfocito. Un probable candidato cs el (los) productos de tos genes
ubicados en el plasmido grande ORFL7095 | localizado en la cepa utilizada
para la inoculacion (6y; el producto ha sido nombrado linfostatina por su efecto
de disminuir las células mononucleares periféricas y tisulares , por un
mecanismo independiente a la apoptosis , asi como de bloquear la
proliferacion de los linfocitos en los centros germinales (6,19). Aunque en este
trabajo no descartan totalmente la participacion de las Verotoxinas. Algunos
otros productos liberados por E. coli pueden influir la funcion linfocitaria a
nivel de mucosas o del bazo en los ratones (14) conduciendo a una inhibicion
del cfecto mitogénico de los linfocitos (23) A la fecha no es posible diferenciar
st el efecto de las toxinas es de forma directa sobre los linfocitos , o se
requicre de una cadena de eventos que conducen a la destruccion de los
linfocitos en bovinos; aunque ecstudios in vitro han demostrado que es
citotoxico para los linfocitos B humanos (25).
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CONCLUSION

Por medio de la estandarizacion de la dosis de la cepa 933 se
puedo establecer un modelo de infeccion créonica que les permiti6
la sobrevivencia de los animales por mas de 45 dias, provocando
en estos lesiones ¢ insuficiencia, sin embargo se obtenian una
recuperacion subclinica de estos. Las lesiones desarrolladas nos
permiticron identificar que la toxina se produjo en el apéndice
cecal, la cual se absorbié por via sanguinea y presento un efecto
en el intestino, rifion y eritrocitos. Con estos datos se pudo
cstablecer que los mecanismos inespecificos de destruccion de la
bacteria son mads eficientes en el apéndice cecal que en el
intestino grueso dado a su caracteristica de organo linfoide.La
dosis minima para la infeccion cronica fue de 1x10 2 ol

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la hipétesis
planteada es aceptada ya que en el modelo desarrollado en los
conejos, se demostré que tras la inoculacibn con cepas de
Escherichia coli Verocitotoxicas (933) por medio de una técnica
quirdrgica en el apéndice cecal, los animales inoculados
presentaron un efecto en la respuesta inmunolégica, tanto celular
como humoral la cual se caracteriz6 por la disminucion en la
respuesta de los linfocitos, el modelo permiti6 observar las
alteraciones en el efecto local de los fenémenos de inmunidad
celular.

El modelo demostré que los animales inoculados con la cepa
933 presentaron una respuesta de anticuerpos aglutinantes menor
que en de los grupos inoculados con 1a cepa K12,

Se establecié que los animales inoculados con la cepa 933
presentaron una disminucién en la respuesta celular hacia los
antigenos de Mycobacterium bovis.
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En nuestro modelo desarrollado, se pudo confirmar un efecto
depresor de la respuesta humoral como celular, por lo que es
cvidente que en los conejos existe un receptor para la toxina en
diferentes tipos de linfocitos,observandose este efecto a nivel tisular
principalmente .

Hasta este momento no ¢s posible diferenciar si el efecto de las
loxinas ¢s de forma directa en los linfocitos, o si se requiere de una
cadena de eventos que conducen a la destruccion(apoptosis) de los
linfocitos.
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