
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE MEXICO 

rACUL TAO DE ESTUDIOS SUPERIORES 

CUAUTITLAN 

"'EFECTO SOBRE LA RESPU~ A INMUNE 

PROVOCADO POR E.~CllEll.ICHU COLI (0157 :H7) 

VEROCITOTOXICA INOCULADA EN EL APENDICE 

CECAL DEL CONEJO,. 

T E s 1 s 
OUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA . 

PI E s E N T A 

ITZE PEREZ ORTIZ 

ASESOR: M.C. GUILLERMO VALDIV;A ANDA 

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTAoo DE MEXICO 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



FACUL TAO DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 
UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR 

DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES 

,'•1;::i··i'./d "1j,\ '! .'1\l 

\·.·:· •. '·! \ t ·~ 
\'.: 1:: . 

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO 
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN 
PRESENTE 

ATN: Q. Ma. del Carmen Garcla Mijares 
Jefe del Departamento de Exámenes 
Profesionales de la FES Cuautitlán 

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Exámenes, nos permitimos comunicar a 
usted que revisamos la TESIS: 

• Efecto sobre la respuesta inmune provocado por 

Escherichia coli (0157:H7) Verocitotoxica inoculada 
en el ap~ndice cecal del conejo''. 

quepresenta_1.&_pasante: Mirelle Itze Pérez Ortiz 
con número de cuenta: '.! 2 5 6 7 4 4 -1 para obtener el título de : 

Médica Veterinaria Zootecnista. 

Considerando que dicho . trabajo reúne los requisitos necesarios para ser discutido en el 
EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO. 

ATENTAMENTE. 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 
Cuautitlán lzcalli, Méx. a _9 __ de octubre de 2001 . 

PRESIDENTE MVZ.José Margarita Rojo lópez --~ ··---~ -
VOCAL MVZ.Susana Elvira García Vázquez~c.......;._,[; , / ~..,,o 
SECRETARIO M.C.Guillermo Valdivia Anda 

PRIMER SUPLENTE MVZ.Raúl RadFil

10

loreR

5

odGra

5

ígcuao• ~ 
SEGUNDO SUPLENTE :._M:_:V~z:_:·_:E:_::n:_:r.:i.2q.:u.:e_:.:.:.:_:.:._.:_::..::.:._ ___ '"""":~~~=::~-~F~~=~:!-==..' _ 



Este trabajo fue realizado con el apoyo de los proyectos: 

- PAPIT IN220596 

- PAPIME 00202098 Y CII 8 

- CATEDRAS MUL TIDICIPLINARIAS 5.21 

Agrade2co el apoyo de los proyectos antes mencionados para la 
realización de este trabajo. 

A mi familia: Marys, Humberto, Jorge, Rocío, Diego, Femanda, Alfredo 
por ese apoyo incondicional y esa confianza en mi y en este trabajo. Y a que 
han sido mi mayor motivación. 

A mi hermano Alejandro, donde quiera que estés. 

A mis amigas y a todas las personas que creyeron en mi y que al igual que 
yo siempre fueron perseverantes con su disposición y cariño. 

A Todos los profesores y compañeros de carrera 
A mis sinodales 

A la vida por danne la posibilidad de dar un paso más. 

GRACIAS 



INDICE 

RESUMEN 

INTRODUCCION 
1. - CARACTERISTICJ\S GENERALES DE Esclaericlaia coli ..................................... 1 
:.1. - CI .ASI FICACION DE LA Esclaericlaia coli ............................................................... 5 
'.l. · RESl'lJESTA INMUNOJ.OGICA ................................................................................ 7 
·l. · 'l'()XINAS ..................................................................................................................... 11 
!'i. - t\lC.ll)El.OS ANIMALES ............................................................................................... 13 

OBJETIVO 
1.- .Jl ISTIFICACION 
11.- HIPOTESIS DELTRJ\Bl\JO 
111.- 01\)ETIVOS GENERALES 
IV.- 01\jETIVOS ESJ>ECIFICOS ..................................................................................... 16 

MATERIAL Y METODO 

t\IETODO EXPERIMENTAL 
1-1\IE'l'ODO l'REOl'ERATORI0 .................................................................................... 18 

A.- AYUNO 
11.- l'REl'ARACION Y DESINFECCION 
C.-1..A VADO Y DESINFECCJON 
1).-Ai':ESTESIJ\ 

:.1. - t\IE'J'ODO OPERATORI0 ........................................................................................ 19 
3. - t\IE'J'ODO POSTOPERATORI0 ............................................................................... 23 
+. - DETERlvllNACION DE l.A DOSIS ......................................................................... 23 

A.- CEPAS D~: REFERENCIA 
13.-0RGANIZACIÓN DE GRUPOS Y DOSIFICACION 

5.- l'REl'J\RACION J)EL INOCUL0 ............................................................................... 24 
G. - RE'l'O DEI.OS ANIMALES ........................................................................................ 25 

A.- VJ\CUNACION 
B.- l\IUESTREO 
C.-H ISTOLOGIA 



RESULTADOS 

MODELO ANIMAL 

l. - EVALUACION DE LA TECNICA QUIRURGICA ................................................. 28 
2. - DOSif<,CACION .......................................................................................................... 28 
3. -EVALUACION DEL MODELO ANIMAL ................................................................ 30 

A.- DATOS CLINICO Y DE PATOLOGIA 
B.-LESIONES A LA NECROPSIA 

4. - RESUJ:J'ADOS DE LABORATORIO ....................................................................... 33 
A.- BIOMETRIA HEMATICA 
B.- DE.TERMINACION DEANrICUERPOS 
C.- DETERMINACION DE LA RESPUESTA INTRADE.RMJCA 

5.- CORTES HISºlºOLOGICOS ........................................................................................ 37 
(j. -ANALISIS ESºíADISTICOS ........................................................................................ 44 

DISCUSION 

l"vlODELO ANl!\'IAL ............................................................................................................ 45 
A.- TECNICA QUIRURGICA 
B.- ABSORCION DE lA TOXINA 
C.- EFECTOS DE HEMOSTASIS 
D.- EFECTOS DIGESTIVOS 
E.- EFECTOS SOBRE LA RESPUESTA INMUNE 
F.- PATOGENIA EN EL MODELO 

CONCLUSION ............................................................................................. 51 

BIBLIOOllAFtA. ........................................................................................................... 53 



INDICE DE CUADROS Y FIGURAS 

CUADRO l.- DOSIFICACION DEE.COU ................................................................. 24 
CUADR02.- RESULTADOS DE LAS DISOLUCIONES DE E. COU ..................... 29 
CUADRO 3.- l'RUEBA HEMATICA GRUPO KI 2 Y CONTROLES ......................... 33 
CUADRO 4.- PRUEBA HEMATICA GRUPO 933 ........................................................ 34 
CUADRO 5. -DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Bnicella ahoTlllS ..... 35 
CUADRO 6. -DETERMINACION DE LA RESPUESTA INTRADERMICA .................. 36 
CUADRO 7. -ANALISIS HISTOLOGICOS EN CORTES DE APENDICE DEL GRUPO 

Kl2 Y CONTROLES .................................................................................. 37 
CUADRO 8. ANALISIS HISTOLOGICOS EN CORTES DE APENDICE DEL GRUPO 

933 .................................................................................................................... 38 
CUADRO 9. -ANALISIS HISTOLOGICOS EN CORTES DE PIEL DE CONE;JOS 

INOCULADOS CON BCG ............................................................. 38 
CUADRO 10 Y 11. - PRUEBAS ESTADISTICAS DE HIPOTESIS ............................. 44 
CUADRO 12.- VALORES NORMALES EN CONE;JOS ............................................... 46 

FIG 1.- ANATOMIA DEL APARATO DIGESTIVO EN CONE;JOS .......................... 17 
FIG 2.- REGION CECAL TRABi\JADA EN LOS CONE;JOS ...................................... 19 
FIG 3.- OCLUSION DE LA IRRIGACION .................................................................... 20 
FIG 4.- SEPARACION DELSEGMENT0 ..................................................................... 20 
FIG 5.- INOCULACION DE LA CEPA .......................................................................... 21 
FIG 6.- APENDICECTOMIA ........................................................................................... 22 
I'IG 7.- MICROFOTOGRAnAS DE IMÁGENES DE CORTES DELAPENDICE 

CECAL Kl2 ..................................................................................................... 39 
FIG B.- MICROFOTOGRAFIAS DE IMÁGENES DE LAS CELULAS DEL 

.APENDICE CECAL 933 .................................................................................... 40 
FIG 9.- MICROFOTOGRAFIAS DE IMÁGENES DE LA PIEL .............................. ..41 
FIG 1 O.- MICROFOTOGRAFIAS DE IMÁGENES DE LAS CELULAS DE 

LA PIEL GRUPC> K12 ....................................................................................... 42 
FIG 11.- RESPUESTA CELUI.AR EN LA PIEL GRUPO 933 ........................................ 43 
TABLA 1.- ABREVIATURAS UTILIZADAS 



RESUMEN 

La toxina Shiga toxin (STx) producida por Esclterlcltla coll, se han 
asociado con daño a los linfocitos, esto se ha estudiado poco en un modelo en 
conejos para el Síndrome Uremico Hemolftico (SUH) donde se detectaron 
lesiones en el apéndice cecal de los conejos inoculados, principalmente en los 
linfocitos de la región. 

El objetivo fue demostrar la disminución 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 integró con cuatro conejos a los cuales se les inoculo la cepa 
933 de Eschericllia co/i productora de STx, el segundo grupo fue inoculado 
con la cepa Kl2C600 no productora de STx, al tercer grupo se le practicó la 
cirugía de apendicectomla, y al último grupo se le practicó la técnica 
qmrurgica de laparatomla, cada uno de los grupos fue dividido en dos 
subgrupos, al primero de ellos se les inoculo la cepa de Br•cella abortlls 
muerta por formol el segundo subgrupo fue inoculado con una cepa de 
Mycobacteri11m bovis (BCG). 

Los animales fueron muestreados de sangre de la siguiente fonna: 

A los 15 y 30 dlas postoperatorios se tomaron muestras de sangre, para la 
realiz.ación de pruebas de Biometrla Hemática, determinación de 
anticuerpos anti Br•cella, a los animales del segundo subgrupo se les practicó 
un muestreo a los 30 y 45 días postoperatorios para la pruebas de Biometrla 
Hemática y de Intradennorreacción con la prueba de PPD.Los conejos fueron 
evaluados clinicamente y patológicamente. 

El grupo inoculado con la cepa 933 demostró una disminución en la 
respuesta inmunológica humoral y celular estadisticamente. 

Los resultados indican que las cepas de Escllerlc"la colJ productora de 
(STx), afectan en la respuesta inmune, probablemente por la destrucción de 
los linfocitos a nivel sistémico. 



STx 
SUH 
BCG 
PPD 
LPS 
VTI 
VT2 
VT 

ECTV 
CH 
PTT 
GET 
LT 
ST 

CFN 
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ECEH 
uf e/mi 
SSF 
HP 
NP 

SCPA 
BH 
HE 
os 

TABLA 1 
ABREVIA TURAS USADAS. 

"Shiga toxin" 
Slndrome Uremico Hemolítico 
Bacilos de Calmette v Guerin 
Derivado Proteico Purificado 
Lioooolisacáridos 
Verotoxinas 1 
Verotoxinas 2 
Verotoxinas 
Esclrericllla coli verocitotóxica 
Colitis Hemorrágica 
Púmura trombocitooénica 
Gastroenteritis transmisible del cerdo 
Toxinas termolábiles 
Toxina termoestable 
Factor Citotóxico Necrotizante 
Sistema Nervioso Central 
Escllericllla coli Enterohemorrágica 
Unidad formadora de colonias 
Solución Salina Fisiológica 
Cambios Histooatolómcos 
Lesiones en la necropsia 
Sin cambios oatolómcos aparentes 
biometrla Hemática 
Tinción hematoxilina eosina 

1 <Jufmica Sanmnea. 



INTRODUCCIÓN 

l. - CARACTERÍSTICAS GENERALES 

La Escl1ericl1ia 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.co/i patógenos son móviles por flagelos peritricos; sin 
embargo, las cepas de E.coli interoinvasivo tienden a ser inmóviles, es Oxidasa­
negativo, fennentativo de glucosa con la producción de gas. La bacteria es 
anaerobica facultativa siendo la más numerosa del tracto gastrointestinal de los 
animales domésticos sanos. Algunas de las cepas de Esclterlcltia coll son 
patógenas y la base de las serovariedades es una fónnula antigénica que reúne 
los diferentes antígenos O (somáticos), K (capsulares), y H (flagelares). Los 
antígenos O (somáticos) se basan en la antigenicidad de los lipopolisacáridos 
(LPS), los que tienen antígeno K son los polisacáridos capsulares y se 
consideran como extensiones superficiales de los antígenos O. Se puede 
diferenciar tres tipos de antígenos K según su estabilidad en varias pruebas 
fisicas. En cada cepa sólo está presente un antígeno K (L, A o B). Los 
antígenos K no siempre está presente. Los antigenos H son proteinas flagelares. 
Si las cepas son inmóviles se designa NM. Las fimbrias son antigenos 
proteicos que se utilizan para la clasificación serológica de algunas 
serovariedades patógenas. Las fimbrias pueden actuar como factores de 
virulencia en enfermedades intestinales y extraintestinales, pudiendo ser en sus 
propiedades adhesivas de especie y especificas de órganos.Se han descrito dos 
tipos de fimbrias basados en su capacidad de hemoaglutinación. 
( 1) Las fimbrias de tipo 1 se caracterizan porque la manosa inhibe la 

hemoaglutinación (HA). La HA es manosa-sensible. Se denomina 
antigenos Fl. 

(2) Las fimbrias de tipo 2 se caracterizan por que la HA no es inhibida por 
manosa. La hemoaglutinación es manosa -resistente. Los antígenos fimbriaJes 
K88 y K99 se denominan F4 y FS respectivamente. 



La colibacilosis forma un grupo de enfermedades producidas por Escllulcllia 
coli en las que el lugar primario de infección es el intestino delgado. algunos 
tipos de Escherlcllla coll habitan la parte más distal del ileon y todo el colón. 
Es el habitante nonnal desde las primeras horas de vida afectando a todas las 
especies y a cualquier edad. aunque básicamente son enfermedades de animales 
jóvenes. Las cepas de Escllerlcllla coli presentan una considerable variación 
con respecto a sus mecanismos patógenos. 

a. La producción de enterotoxinas está determinada por plásmidos. 
( 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 Escllerlcllla coU (ECVT) han sido 
también llamadas Verocitotóxicas por su efecto citotóxico sobre las células 
Vero (VT),toxina tipo Shigella (STx) o también como toxinas semejantes a 
Shiga por la relación antigénica que presenta con la toxina de Slllgella 
dysenteriae(SLT). asi también con, Streptococcus pneumoniae y 
Campylobacter. (35) 

La EscllerlcllÜI coll productora de VT y especialmente las 
enterohemorrágicas altamente virulentas del serotipo 0157:H7. son importantes 
patógenos emergente que pueden provocar enfermedades en los seres 
humanos. (32) 

Estas citotoxinas son las más estudiadas y se asocian a enfermedades como 
el Síndrome Urémico Hemolítico (SUH), el cual afecta fundamentalmente a los 
niftos y se caracteriza por presentar una anemia hemolitica. trombocitopenia y 
falla renal aguda. asi como con la colitis hemorrágica (CH) siendo la 
presentación clinica más común y caracteriz.ada por cuadros severos de dolor 
abdominal, púrpura trombocitopenia PTT, diarrea no sanguinolenta e incluso 
infecciones asintomáticas. Existe una fuerte correlación entre el SUH y la 
infección con ciertos serotipos de Escllerlcllia coll que tienen como 
caracteristica común la producción de una potente citotoxina VT, la cual se le 
asocia como un de las causantes más frecuentes de SUH en Norteamérica. 
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En el SUH las infecciones provocadas por ECVT 0157:H7 no siempre son 
a¡,'lldas ya que en al¡,'llnos casos son autolimitadas y no requieren de ningún 
tipo de tratamiento habiéndose detectado incluso infecciones totalmente 
asintomaticas (4). 

Del mismo modo se han involucrado otras situaciones clínicas 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 citotóxicas a partir de la leche, carne 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 VTl y VT2. La asociación de la 
producción de VT con factores de adherencia no se ha dado en forma 
sostenible. (35) 

La CH se diferencia de la clásica disentería en que generalmente cursa en 
ausencia de fiebre y pueden producirse graves complicaciones y 
aproximadamente el 1 O % 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 desarrollados, 
se encuentran inicial y predominantemente a nivel del intestino, con 
destrucción leve de enterocitos, infiltrado mononuclear y polimorfonuclear en 
la región y, a veces, con fusión de las vellosidades intestinales (.S). 

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 último agente al ser muy frecuente como 
causa de la infección en animales domésticos y por producir lesiones 
semejantes, puede causar interferencia en el análisis de la patogenia, por ello 
cuando se desarrolla un modelo animal, es por tanto importante describir 
algunas de las particularidades de la infección. ( 16) 

Un problema adicional está representado por el tratamiento con antibiótico, 
en general no es efectivo e incluso algunas observaciones indican que puede 
agravar el estado del enfenno ya que podría potenciali7.ar la producción de 
Verotoxinas. (5) 

Aunque la mayoría de los brotes y casos esporádicos de colitis hemorrágica 
han sido provocado por VT del serotipo 0157:H7, esto no quiere decir que la 
producción de Verotoxinas ( VTI y VT2) se restrinja a las cepas del citado 
serotipo. La diferencia en la presentación depende de la virulencia de las cepas, 
edad, estado inmunológico, dosis del inóculo, estrés ambiental, asi como 
infecciones asociadas (35). 
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Pese a su evidencia, debe recordarse que el conejo es un animal mamifero y 
que en su anatomía y fisiología del aparato digestivo tiene las características de 
un roedor, a pesar de que la longitud del intestino y su volumen, principalmente 
el ciego, lo acercan a las características de los herbívoros. La digestión de los 
alimentos presenta en este animal unas características particulares y específicas, 
de tal modo que si anatómicamente detenninadas regiones de su tubo digestivo 
han sido comparadas a las de los équinos, su fisiologia parece recordar, aunque 
sólo sea de una manera remota, a la de los rumiantes. Después de la digestión 
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 
diámetro bastante uniforme es de 1 cm. El yeyuno-íleon, ciego y colon forman 
una masa estrechamente unida, situada como si hubiera sufrido un movimiento 
de torsión sobre su eje, de derecha a izquierda. El ciego presenta un volumen 
considerable, con 20 cm de longitud y 2-3 cm de diámetro, terminando en un 
apéndice enorme. El colon principal o grueso, tiene de 1,5 cm de diámetro. Al 
colon terminal si!,'lle el recto. El residuo no absorbido, a través del intestino 
delgado y grueso, llega al ciego, donde permanece unas 12 horas y sufre la 
acción 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 colonización por Escherlclrla coll, Clostrldlm welclrll y 
estreptococos. (26) 
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2. - CLASIF1CACIÓN DE Esclaericlaia coli: 

Tradicionalmente se han dividido a las cepas de Esc/1erichia coll 
productoras de diarrea en cinco grupos: 

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

B.- Enteroinvasiva (EIEC). - invaden la mucosa intestinal de manera 
semejante a Slligella dysenteriae, provocando disenteria, esta capacidad 
invasiva depende de un plásmido de aproximadamente 140 MDa, el cual 
codifica para la producción de varias proteinas de membrana externa (OMP) 
involucradas en la invasión. 

C.- Enteropat6gena (EPEC). - el mecanismo de patogenicidad no está aún 
bien establecido, en un grupo involucrado en brotes de diarrea en oiftos, hay 
estudios que sugieren que las adherencias a la mucosa intestinal pueden ser los 
mecanismos que causen dallo a los tejidos, este grupo se ha subdividido de 
acuerdo al patrón de adherencias que presentan en cultivos celulares. 



·- --·--- ··--· ---· -··---· -- -·-·-·--·------·-· --·· --- -

D.- Enterohemorrágica (ECEH): en la cuales la producción de citotoxinas 
(con capacidad de destruir células eucarióticas) es el mecanismo de 
patogenicidad, además que no producen enterotoxinas ST ni LT y no son 
invasoras, causan cuadros como colitis hemorrágica (CH) y Síndrome Urémico 
Hemolítico (SUH), el serotipo 0157:H7 fue el primero involucrado, pero 
actualmente se han relacionado a los serotipos 011l:H-y026:Hl 1. 

E.- Enteroadherente (EAEC). - se ha identificado por su capacidad única 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 plásmidos. 

En el área veterinaria las cepas de Escllericllia coli productoras de 
problema 
gastrointestinales se clasifican como Enteropatógena, independientemente del 
mecanismo de patogenicidad que presenten. (35) 
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3. - RESPUESTA INMUNOLOGICA: 

La producción 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 
antígenos que se encuentran en su medio ambiente como virus, bacterias y 
parásitos. El soporte de la inmunidad son los linfocitos y los órganos 
linfoides responsables de la producción de éstos tales como: timo, bolsa de 
Fabricio, medula ósea, él sistema inmune esta integrado también por órganos 
linfoides secundarios como bazo, placas de Peyer y nódulos linfáticos. 

La inmunidad se caracteriza por cuatro factores: 

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

2. - la inmunidad es específica 

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 rechaw y su función es el 
control y la destrucción de células alteradas. La inmunidad humoral esta 
determinada por la producción de linfocitos B, y es la responsable de la 
producción de anticuerpos, es importante hacer notar que ambas están muy 
relacionadas y casi siempre se estimulan los dos tipos de células B y T. 
Ambas son miembros de un grupo de células denominado linfocitos, las cuales 
poseen una protelna denominada linfocina, que permite a los linfocitos 
reconocer y unirse a las áreas linfáticas locales o a los nódulos linfáticos. 
Microscópicamente las células B y T se observan idénticas, debido a que 
provienen de un precursor común 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 función primaria, ya 
sea en el ámbito local (mucosa o secretora) o en el ámbito circulatorio 
(sistémica). 
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Los mecanismos de defensas son los factores humorales en donde se 
encuentran las enzimas que tienen un efecto bactericida: la lisozima, la 
properdina y el complemento. El complemento es un complejo sistema de 
enzimas ligadas y proteínas aglutinantes que se activan por diversos factores, en 
particular con la interacción antígeno - anticuerpo y produce wia gran 
variedad de reacciones biológicas, como la lisis de la membrana celular y la 
opsonización. La formación de los complejos inmunitarios puede conducir a 
diferentes reacciones: la aglutinación y la degranulación plasmatica, la 
de¡,'fadación de células cebadas y basófilos, la quimiotaxis y fagocitosis 
por neutrófilos, macrófagos y eosinófilos, y la citotoxicidad mediada por 
células. (11). 

Con relación al efecto que tiene las citotoxinas y Verotoxinas de la 
Escl1erichia coli sobre la respuesta inmune, se han realizado experimentos 
para estudiar los mecanismos de patogenicidad así como para evaluar la 
respuesta inmune estos se han desarrollado en animales del laboratorio 
especificamente en conejos inoculados en el apéndice cecal por medio de 
una intervención quirúrgica con cepas citotóxicas y Verocitotóxicas de 
Escl1erichia coli (KI 2,933).(35) 

A.- Inmunidad mediada por células: 

La inmunidad mediada por células está involucrada en el control de 
parásitos, virus, bacterias y células tumorales. Como se mencionó antes está 
regulada por los linfocitos T, y hay básicamente dos tipos de células 
implicadas en esta protección: las células T cooperadoras (CD4+) y las T 
asesinas (células T citotóxicas, CDS+ citotóxicas). Los linfocitos T 
cooperadores están divididos en Thl y Th2 y se encargan de activar los 
linfocitos T citotóxicos y/o células B. Y también se encuentran células de 
memoria para los linfocitos. Las células T cooperadoras actúan como 
mediadores reguladores de todo el sistema inmune, incluyendo la producción de 
anticuerpos. Las células Thl actúan 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 
proliferación de las células B y la secreción de inmunoglubulinas, pero no tiene 
efecto sobre la inmunidad mediada por células. 
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Una gran proporción 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 Th 1 y Th2 y al parecer son 
precursores de las células o bién, están en transición entre las dos 
poblaciones.Esta función la llevan a cabo mediante la liberación de sustancias 
llamadas citocinas, las cuales actúan como mensajeras en otras células del 
sistema inmune, atrayéndolas y haciéndolas más eficientes. Para que las células 
CD4+ se activen se debe presentar el antígeno; es decir, estas células no tienen 
la habilidad de responder a antígenos desnudos o libres. Para tal efecto 
intervienen las células fagociticas mononucleares conocidas como células 
presentadoras de antígeno (CPA), las cuales pueden presentar el antigeno a 
los linfocitos T cooperadores. En cuanto el antígeno es fagocitado una pequeña 
porción 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 Il), el cual es el encargado de activar las 
células B. Una vez que se activan las células CD4+ llevan la información a los 
linfocitos B y liberan citocinas que intervienen también en la activación de las 
células B. Los linfocitos CDS+ citotóxicos son activados por CMH l.(11) 

H. - Inmunidad mediada por anticuerpos: 

La inmunidad mediada por anticuerpos o humoral del sistema inmune tiene 
que ver con la producción y secreción 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 plasmáticas 
Las células plasmáticas son las encargadas de producir y secretar los 
anticuerpos.En la circulación sanguinea existen cuatro tipos básicos de 
anticuerpos: inmunoglubulinas G (lgG), M (lgM), A (lgA) e · E (lgE). La 
lgG es el anticuerpo predominante en sangre y puede salir fácilmente hacia 
áreas o tejidos infectados. Se pueden localimr en bam, en los nódulos 
linfáticos, en la médula ósea y en las secreciones. La IgM es el anticuerpo más 
grande y el primero en ser producido en la respuesta inmune. Su gran tamafto le 
dificulta salir a la circulación sanguínea. Tiene importancia en la activación del 
complemento y se encuentra en el bam, en los nódulos linfáticos y en la médula 
ósea.(11) 
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C. - Citocinas: 

Son proteínas o glucoproteinas, de bajo peso molecular, sintetiudas por 
diversos tipos celulares, que actúan como mensajeros qufmicos u hormonales, 
regulando la 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 sólo en nombre de eitocinas, ya que diversas células pueden secretar la 
misma sustancia. 

Su actividad puede ser controlada de diferentes formas: mediante la 
regulación de la expresión de receptores, por antagonistas del receptor, unión 
especifica a protelnas u otras citocinas que ejercer efectos opuestos. Debido a 
su función que desempeña es funcionalmente su presencia para el adecuado 
desarrollo de la respuesta inmune. Los macrófagos pueden sinteti7.ar 
interleucinas 1 (IL-1), IL-6, IL-12. Las células THl pueden producir IL-2. Las 
células 1112 son capaces de sintetizar IL-4, IL-5, lL-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 macrófagos. La IL-4 
favorece el crecimiento y diferenciación de las células B. La IL-S estimula el 
crecimiento de las células B y ayuda al crecimiento y la activación de los 
eosinófilos. La IL-6 promueve la diferenciación de las celular B y la respuesta 
de la fase aguda. La IL-1 O inhibe la función de las células Thl y suprime la 
función de los macrófagos. La IL-12 es un coestimulantc de las células Thl, 
junto con el antfgeno. La IL-13 estimula el crecimiento de las células B y 
suprime la función de los macrófagos.(l l) 
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4. -TOXINAS 

Escliericllia co/i produce una serie de toxinas bien caracterizadas como las 
enterotoxinas, las citotoxinas y también otro tipo llamadas Factor Citotóxico 
Nccrotizante (CFN 1 y CFN 2) , el cual causa necrosis en la piel del conejo 
y células multinuclcadas, con rcdondeamiento, en cultivos de tejidos (células 
HeLa, CHO o Vero) las cepas productoras de este CNF se han aislado en nifios 
y bovinos enfennos. La producción de enterotoxinas esta detenninada por los 
plásmidos, y se han descrito dos tipos de ellas: 

l. - sensible al calor e immmogénica (L T) 

2. - tennoestable y no inmunogénica (ST) 

Las citotoxinas producidas por Escherichia coli han sido llamadas 
Verotoxinas por su efecto citotóxico sobre la células Vero o también por su 
semejanza antigénica con la toxina producida por Slllgel/a dyse11tnlae tipo 1, 
de tal forma que es común la denominación de VT o SL T (Shiga Like Toxin). 
(29) Estas toxinas VT son codificadas en el genóma bacteriano por la 
lisogeni;mción cop bacteriófagos, de los cuales se han situado principalmente 
dos tipos que son diferentes tanto morfológicamente como genotipicamente al 
medir dos toxinas con diferencias antigénicas, estos dos fagos, al igual que sus 
toxinas, se han llamado VTI (SLT 1) y VT2 (SLT II). Los fagos citados 
anteriormente han sido extraldos de una cepa del serotipo Ol57:H7 aislada de 
un brote de enfermedad en el hwnano y nombrada como 933 y ha sido 
introducida en una cepa de Escherkllla coU del laboratorio llamada K12 
C600 con lo cual se obtuvieron las lisogeni;mdas 933J y 933W productoras de 
VTI y VT2 respectivamente. La citotoxina VT2v esta codificada en el ámbito 
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: VTI, VT2, VT2v, VT2e, VTE, VT2ha y VT2hb. 
Las ECVT de los serotipos 026:Hl 1,0123; H12 y 011 l:H- son las que 
adquieren mayor importancia después del serotipo 0157:87.Estas toxinas 
inhiben la síntesis proteica al inactivar cataliticamente la subunidad ribosomal 
60S. Las ECVT, además de producir Verotoxinas, presentan factores de 
virulencia adicionales que incrementan su poder patógeno. Asi, los ECVT se 
unen al epitelio del intestino grueso a través de unas fimbrias plasmicas 
codificadas en el gen CDV 419 y posteriormente barren el microvilli 
intestinal por la acción de wia proteína presente en su membrana externa que 
esta controlada por un gen cromosómico eae y reciben el nombre de intiminas. 
(28) 

Aunque las ECVT se unen íntimamente a los enterocitos, no llegan a 
invadirlos intracelularmentc. El gen eae se ha asociado claramente con la 
virulencia, detectándose en la mayoría de las cepas causantes del SUH. (2) 

En cuanto a la patogenesis las Verotoxinas son liberadas en el intestino, 
pasan a la sangre y causan daftos en el epitelio vascular, inducen una 
coagulación intravascular local y una acumulación de fibrina en el SNC, 
en el tubo digestivo y en los riflones. Estos eventos pueden conducir a un 
dafto intestinal, renal, cerebral o multisistemico. (S,20). 

La inoculación con Escllniclllll coU productora de citotoxinas, 
presenta una respuesta principalmente en ciego y colon distal, en fonna de 
erosiones y ulceraciones en el sitio de unión, los enterocitos se presentan 
cuboides, edema extenso, hemorragia, asi como una :rona de cicatriz.ación y 
la formación de adherencias. (3S) 
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5. - MODELOS ANIMALES: 
Se han realizado experimentos para estudiar los mecanismos de 

patogenicidad, así como la respuesta inmune de las citotoxinas y Verotoxinas 
producidas por la bacteria de Escherichia co/L Cuando fue empleado el 
conejo como modelo para los experimentos descritos por Shennan en 1988, en 
los cuales se inocularon diferentes serotipos de Escltericltla coU productoras 
de VT por vía intragástrica, en algunos casos se presentó diarrea no 
hemorrágica a los siete días postinoculación, los resultados no mostraron 
evidencia relacionada con enfermedades como el SUH. En la utiliz.ación del 
conejo como modelo en el cual se administró VT vía parenteral, se observó 
el daño a células epiteliales y efectos en la respuesta inmunológica celular y 
humoral, así como la selectividad de los tejidos involucrados, con ello se 
fundamenta la lúpótesis de que estos daños y respuesta inmune se produce por 
acción directa de la toxina. Además las células endoteliales sintetizan el 
factor de coagulación VIIl, cuya anonnalidad parece conducir la 
trombocitopenia. En un modelo en caninos desarrollado previamente, se 
administraron cultivos de cepas citotóxicas en un segmento aislado del 
intestino delgado y se mantuvo durante 14 días, los animales desarrollaron 
diarrea, en algunos casos hemorragias, coagulación intravascular y 
fenómeno de Shawrz, baja de la haptoglobina libre, hemosiderorosis, 
cilindriuria, necrosis hepática y lesiones en el segmento intestinal. El fenómeno 
fue más aparente al inocular la cepa 933 y la cepa productora de VT2 
(933W) que al utilizar la cepa productora de VTl. 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 " 
attaclúng and effacement" y demostrando que los enterocitos se afectan en 
grados diferentes, asi como el desprendimiento de la mucosa; además · el 
mesenterio se encontraba con edema marcado e infiltración supurativa en la 
mucosa y submucosa. El mismo modelo presenta cepas ECEH penetrllDdo a 
la mucosa y la lámina propia del intestino.Al administrar intragástricamente 
extracto del sobrenadante de cepa 0157:07, en cerdos se produjo diarrea de 
tipo secretor y se observa cambios histológicos como apoptosis. Estos mismos 
cambios se observaron en asas ligadas del conejo inoculado con el serotipos 
0157:07.Contradictoriamente, cuando se inocularon cepas VTI y VT2 
(obtenidas por mutación Espontanea) o lUl8 cepa VT(-) silvestre, en cerdos 
gnotobiontes se produjeron las mismas lesiones que las paternas por lo que la 
VTI y VT2 aparentemente no son esenciales para desarroll• dimas 
"attachiog 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 útil 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 Escl1eric/1ia coli, productora de VT2, en el cual se midió la 
distribución de linfocitos inmunes después de la inoculación intravenosa de VT2 
(50mg/Kg dosis letal) a los ratones de 4 semanas de edad, en los cuales se 
presentó una disminución de las células T después de 24 horas, así como 
de esplecnocitos a las 45 horas posteriores a la administración. En el timo 
también se observó una disminución en sus células. Estos resultados 
sugieren que la infección de ECVT puede eliminar células T y B, disminuyendo 
la producción de anticuerpos afectando así su supervivencia. (17) 

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

I.-JUSTIFICACIÓN: 

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

11.- HIPÓTESIS DEL TRABl\JO: 

Es posible desarrollar un modelo animal en conejos inoculados con Escherlcllla 
coli (VT) que permita evaluar el efecto sobre la respuesta inmunológica. 
Demostrando que la inoculación en conejos con Escllerlcllla coli por medio de 
una técnica quirúrgica en el apéndice cecal previamente descrita tiene un efecto 
sobre la respuesta inmune. 

·~ 
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111.- OBJETIVO GENERAL: 

Establecer y evaluar un modelo animal por medio del cual pueda ser observado 
el efecto de Esc/1ericllia coll (EHEC) sobre la respuesta humoral y celular. 

VI.- OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

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

2. - Analizar las lesiones macro y microscópicas del apéndice cecal por efecto de 
la cepa citotoxicas {VT) 933 y K12 de Escllerlcllla coU 

3. - Evaluar el efecto sobre la inmunidad hwnoral y celular por la inoculación de la 
cepa de Escller/cllia coU 0157:H7 en el apéndice cecal del conejo. 

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

5. - Analizar la relación entre las lesiones histológicas, celulares y de la respuesta 
inmune de los conejos inoculados. 
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MATERIAL Y MÉTODO 

Para la elaboración de esta tesis se utilizaron 16 conejos de la raza 
Nueva Zelanda con un peso de 1.5 a 2.0 Kg. Estos fueron obtenidos de 
la granja de cunicultura de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan 
FES-C. En la medida que los animales fueron adquiridos, estos permanecieron 
en jaulas especiales por cinco días previos a la cirugia, para su observación 
y evaluación. Los conejos fueron alimentados con preparados de tipo 
comercial (Purina) y con libre acceso de agua. Antes de que los animales 
f(mnaran parte de los grupos experimentales y se les practicara cualquiera de 
la cirugía, fueron puestos previamente en ayuno de 24 horas. 

METODO EXPERIMENTAL 

El modelo experimental consistió básicamente en la inoculación de una cepa 
citotóxica en el apéndice cecal de los animales mediante una técnica 
quirúrgica 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 Ja anatomía y fisiología del aparato 
digestivo, especialmente en el apéndice cecal, como se muestra en la siguiente 
figura. 

ANATOMfA DEL APARATO DIGESTIVO 

DEL CONf;JO Fls.l 
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l. -METODO PREOPERATORIO 

1. - Ayuno de los c1111111ales: 2,1 horas 

2. - l'reparacití11 y desil!fl'ccián de la área c¡uinírgic:a: 

Consistió en la desinfección del quirófano utilizando una disolución de 
Hipoclorito, las personas que participaron en la cirugía, utilizaron ropa 
esterilizada, para lo cual se utilizo el método de calor húmedo y el lavado de 
manos con jabón quirúrgico (Dermoclin). El material e instrumental de 
cirugía fue esterilizado por medio de calor húmedo, durante la misma estos 
fueron desinfectado con una solución de Cloruro de Benzalconio (Surgiqrit) 
diluyendo la cantidad de 1 O mi en 1 litro de agua. 

3. - l.m•ado y desili/eccián de la zona quirlÍrgic:a en el animal: 

Una vez localizada el área de la cirugía, esta fue lavada utilizando jabón 
quirúrgico (Dermoclin) y se rasuró la zona. 

4. - Anestesia: 

Los animales fueron inducidos a la anestesia utilizando una combinación de 
Propionilpromazina (Combelen) a una dosis de 0.3 mi y ketamina 
(Ketamina) a una dosis de 1.2 mi a 1.5 mi, estas dosis se modificaban con 
relación al peso del animal, obteniendo una dosis total de 1.5 a 1.8 mi, la vía 
de administración empleada fue intramuscular profunda. 

5. - Área quirlÍrgica: 

Los conejos fueron colocados decúbito dorsal en la mesa de cirugía, 
sujetados por las extremidades, en el área de cirugía se empleó una técnica 
aséptica utilizando torundas impre!,'lladas con una solución de Tintura del 
Benzal; esta fue delimitada con campos estériles. 
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2. -METODO OPERATORIO: 

l. - /.ocali=(l(:irí11 de área: 

Se localizó el área quirúrgica tomando como referencia la cicatriz 
umbilical y considerando unos cm hacia abajo de la punta del esternón. 

2. - /Jesarrol/o de la cirugla: 

/\) animales a los que se les inoculo las cepas K 12 y 933: 

La cirngía inició realizando una incisión por línea media ventral de 
aproximadamente 4 cm de longitud y en dirección posterior; enseguida se 
realizaron los cortes por estratos (piel, tejido subeutaneo, músculo y peritoneo) 
llegando de esta forma hasta la cavidad abdominal. Una vez en esta se 
localizó 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 ciego. Una vez identificado fue exteriorizado, se le protegió para ser 
aislado del resto del tracto intestinal y de la cavidad; para prevenir la 
contaminación se emplearon compresas abdominales humedecidas con 
solución salina fisiológica (gasas), adicionalmente el segmento aislado fue 
irrigado en fonna intermitente con solución salina fisiológica estéril, el 
apéndice cecal fue tomado con los dedos pulgar e índice de una mano, en la 
manipulación también se utilizaron las compresas para que fuera esta menos 
traumática. Una vez aislado el segmento se identificó la irrigación 
anatómicamente. 

Irrigación 
Cecal 

Apéndice cecal 

REGION CECAL TRAB.\JADA EN LOS CONE;)OS Fis.2 

--------~---- ------
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Una vez seleccionada el área en el segmento para la inoculación,se 
consideró de 2 a 3 cm aproximadamente de la punta del apéndice hacia atrás, 
primero se identifico en el sitio las ramas de las arterias , considerando una 
región de 1 cm, estas fueron ligan doblemente y seccionadas entre las 
ligaduras, se hizo un amarre con ceda antes del corte como se muestra en el 
siguiente figura 3. Una vez que lite ocluida la irrigación en la zona 
determinada, por delante del amarre ele ceda se corto transversalmente el 
segmento, lo cual permitió que fuera separado el apéndice cecal en dos 
secciones. El amarre de ceda negra, permaneció en la parte posterior del saco 
ciego y se inició a ce1rnr utilizando una técnica de jareta primero Conell y 
terminando con Lcmbcrth, el material ele la sutura utilizada fue reabsorbible 
( Yiclyl 2-0), como se muestra en la figura 4. Por otro lado el segmento 
anterior fue aislado y protegido debidamente con compresas húmedas antes 
de vaciar su contenido para evitar una posible contaminación en cavidad, 
durante el cierre del segmento posterior. 

OCLUSION DE l.A IRRIGACION lig. 3 
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En el segmento anterior del apéndice se continuo primero con el vaciado de 
su contenido y posteriormente el lavado en su interior con solución salina 
estéril (SSF) con la ayuda de una sonda conectada a una jeringa de 20 mi para 
introducir la solución 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 
hacterianas experimentales o de control ( 933 o K 12), por medio de una 
jeringa estéril con una dosis total de 1 mi para, terminar de cerrar el 
segmento se utilizó la técnica de jareta, utilizando el mismo tipo de material 
rcahsorbiblc . Como se muestra en el siguiente figura. 

··------ - --- --------------------., 

Al terminar de inocular la cepa correspondiente , y terminar el cerrado de 
los segmentos a este momento se le considero como un tiempo séptico, por lo 
cual se hacia el cambio de guantes, para evitar cualquier tipo de 
contaminación. Una vez inoculado el segmento del apéndice cecal, este fue 
reb'Tesado a la cavidad abdominal, regresando el omento al sitio de incisión. El 
abdomen fue cerrado en forma rutinaria, empleando en el peritoneo y 
músculo, la técnica de surgete continuo, mientras que para la piel y el tejido 
subcutáneo fue empleada la técnica de tipo subcuticular, para Jo cual fue 
utilizado un material de tipo reabsorbible . 
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JJ) Animales que se les practicó la técnica de apendicec10111fa: 

La cirugía inició como en lo descrito anteriormente hasta la identificación 
del apéndice cecal, este se exteriorizó, se identifico su anatomía e irrigación. 
Una vez seleccionada la región a extraer las arterias mesentericas fueron 
ocluidas por medio de dos ligaduras, cada una de ellas fue ocluida utilizando 
una sutura de tipo reabsorbiblc y se corto entre estas, posteriormente en el 
extremo anterior se hizo un cierre inicial con la ceda ncb'Ta para reforzar y un 
corte transversal delante del mismo, desprendiendo así el apéndice cecal una 
vez obtenido el muñón con la seda fue cerrado con una la técnica de tipo 
"'jareta", postcrionnente fi1e colocado en la cavidad y cerrada como fue 
descrita anteriormente. 

APENDICECTOMIA FIG. 6 

C) Animales que se les practicó Laparatomla: 

La llegada 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. 

22 



3. -METODO POSTOPERATORIO: 

Una vez terminada la cirugía a los animales de todos los grupos se le aplicó 
en forma local un cicatrizante Negasunt (Baycr), se dio un período de 
recuperación de cinco días para continuar con la parte experimental del 
trabajo. 

Los animales fueron puestos en sus jaulas y se observo su recuperación. 

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

1. - e 'epas de referencia: 

Se utilizaron las siguientes cepas de Esc/1eric/1ia co/i: 

a) Cepa K 12 (apatógena) 

b) Cepa 933 (productoras de VTl y VT2) del serotipo 0157:H7. 

2. - Organización de grupos y dos(ficación: 

-El primer ¡,'Tupo estuvo formado por 4 animales a los que solo se les 
practicó la técnica quirúrgica de laparatomía exploratoria y este fue el primer 
grupo control. 

- El segundo grupo se formo por 4 animales los cuales fueron sometidos a la 
tcenica quirúrgica del modelo experimental y se les inoculó la cepa de 
Escherichia coli K 12 (apatógena) en el segmento del apéndice cecal en una 
dosis de 1x1 O 8 u fe/mi. 
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- El tercer grupo estuvo formado por 4 animales a los que se les practicó la 
técnica quirúrgica del modelo experimental y se les inoculó la cepa de 
Escl1ericllia coli 933(produetora de VT 1 y YT2) en el segmento del 
apéndice cecal, la dosis usada file 1 x 102 ulC/1111. 

- l·:I cuarto grupo estaba formado por,¡ animales a los que se les practicó la 
Técnica quirúrgica de apendicectomía conformando el segundo grupo control. 

5. - PREPARACION DEL INOCULO: 

I Jos1ficaciú11: 

Para la obtención de la dosis que fue utilizada en los grupos inoculados con 
las cepas K 12 (apatógena) y los inoculados con la cepa 933 (productoras de 
VTI y VT2), se estandarizo mediante la utilización 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 se llego a establecer la dosis utilizada 
que permitía la sobrcvivencia de los animales por lo menos de 45 días para 
así obtener los resultados. La estandarización de la dosis se muestra en el 
cuadro No l. 

CEPA 
933 
933 
933 
933 

CUADRO 1 
Dosificació E.coli 933 
En el a11éndice cecal 

DILUCIÓN DOSIS 
SIN 1 ml 

0.5 en 1 ml 0.5 mi 
0.5 en 3 mi 0.5 mi 
0.2 en 3 mi 0.2ml 

--
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6. -RETO DE LOS ANIMALES: 

Los animales fueron estimulados inmunologicamente por medio de la 
utilización de vacunas Bruce/la ahortus y BCG o triple infantil. Para la 
obtención de los resultados y así poder valorar la respuesta inmune y el 
manejo de estas vncunas fue de la siguiente manera: 

a) Vac1111aciá11: 

Cinco días posteriores a la cirugía se seleccionaron aleatoriamente dos 
animales de los cuatro !,'Tupos, a los cuales se les aplicó una dosis de 0.5 mi 
de la vacuna de Brucella abort11s RB5 I, de laboratorio Litton de México, la 
cual fue diluida con S.S.F., hasta completar una dosis de 1 mi. La vía de 
administración utilizada fue intramuscular profunda. 

A los dos animales restantes de cada !,'TUpo se les aplicó la vacuna de 
BCG o triple infantil ( SSA clave 3801 ), la cual fue obtenida en el centro de 
Salud de Cuautitlan México, está vacuna fue diluida con S.S.F; y colocada 
en viales de 5 dosis. Solo se utilizo '!. de la dosis recomendada en niños 
y fue administrada en los animales por vía intramuscular profunda en una 
dosis total l mi. 



h) J\1uestreo: 

Los animales fueron muestreados de la siguiente manera: 

1. - Los animales vacunados con Bruce/la abort11s, al cumplir los 15 días 
posteriores a la vacunación, se les tomó una muestra de san¡,rre por vía 
intracardiaca, la cual fue trabajada en el laboratorio para obtener suero y de 
esta forma real izar la prueba de aglutinación en placa, urca y creatinina, con 
el resto de la muestra se realizó la prueba de y Biometría Hemátiea , 
posteriormente a los 30 días se tomo nuevamente la muestra con el mismo fin, 
una vez cumplido este tiempo los animales fueron sactificados y se 
obtuvieron muestras de los tejidos como apéndice cecal, intestino delgado, 
bazo y rifión para ser trabajadas posteriormente en el laboratorio para su 
análisis histológico. 

2. -Los animales vacunados con BCG o triple infantil, una vez que cumplieron 
30 días se les tomaron muestras de sangre por vía intracardiaca para la 
evaluación posterior en el laboratorio con pruebas como aglutinación en 
placa, Serología, Biometría Hemática, posteriormente al cumplir los 45 días 
de la aplicación de la vacuna se les tomó una segunda muestra de sangre 
utilizando la vía antes mencionada, para la realización de las pruebas de 
laboratorio correspondientes. En este caso al cumplir los 45 días los animales 
no fueron sacrificados, antes se les realizó la prueba de Intradermorreacción, 
para esta se utilizó el reactivo para la prueba de tuberculina PPD-Bovina. 
El área en donde se realizó la prueba fue en la parte dorsal del animal, la cual 

fue previamente seleccionada, lavada y rasurada, una vez identificada el área, 
esta fue marcada con un circulo, enseguida se aplicó en el centro de este la 
dosis de 0.1 mi 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 presentación de reacciones tales como induración./ eritema. 
La medida de estas reacciones fueron tomada utilizando un vernier. 
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Posteriormente a la toma de estas lecturas los animales fueron sacrificados 
y se obt 11\ ienm las muestras de tejido como apéndice cecal (scgíin el !,'TUpo 
del animal). intestino delgado, bazo y piel para un análisis histológico 
posterior. 

lJna \et. sacriticados los animales, se les tomó muestras a los siguientes 
tejidos: ril1ún. intestino delgado, bazo, apéndice (scgíin el grupo) y piel 
! animales vacunados con BCG), estas fueron colocadas en recipientes estériles 
en una suli1eiún de formalina amortiguada como fijador, posteriormente se 
n:ali1arn11 los cortes en zonas especificas de cada muestra y colocadas en las 
cajas pcrfcctamcntc identificadas, para así continuar con la inclusión en 
paral 1n:1. una \ cz preparadas las laminillas se tiiieron con hematoxilina -
cosina para su observación al microscopio. 

! ) Surologia: 

Para la realización de esta pmeba de determinación ant-Brucclla, se 
empico el método de Rivanol, en donde las globulinas son precipitadas en 
li:1ema selectiva quedando en suspensión solo las lgG.Para dicha prueba se 
utilizó el reactivo Antígeno de Brucella (4%), y la solución de Rivanol (1%), 
la técnica se realizó se la siguiente manera. En un tubo de ensayo se agrego 
0.4 mi de suero y 0.4 mi de reactivo de Rivanol (1%), se dejo reposar por 30 
minutos a temperatura ambiente, posterionnente se centrifugo a 2,000 rpm, 
durante 5 minutos, con el sobrenadante se realizó la prueba de aglutinación en 
placa, colocando las diluciones 0.08,0.04,0.02,0.01 y0.005 y una gota del 
antígeno Bruce/la (Pronavive), se dejo reposar por 3 minutos, durante este 
tiempo se movió en clrculos finalmente se hizo la lectura con una luz debajo, 
de esta forma se identificaron aquellas disoluciones que presentan una 
respuesta de aglutinación. Esta pmeba fue realizada en los animales que 
fueron vacunados con Bruce/la abortus y los que fueron vacunados con BCG 
o Triple infantil. 

27 



RESULTADOS 

1. - EV ALUACION DE LA TECNICA QUIRURGICA.-

La inducción de la anestesia fue por medio la combinación de productos como 
Combelen y Ketamicina, la vía de administración utilizada fue intramuscular 
profunda. La zona destinada para la cirugía en el apéndice cecal fue la región 
terminal. La técnica de sutura que dio mejor resultado para la parte distal del 
ciego, fue la anudación completamente con seda antes del corte transversal y 
sobre esta una sutura invaginante tipo "jareta", se utilizó una sutura invaginante 
tipo Lembeth y después una tipo Connell. El material utilizado fue Vicryl 2-0. 

La recuperación de los animales fue de 2 horas aproximadamente 
posteriores a la cirugía, mostrando una recuperación favorable así como una 
cicatrización rápida. La alimentación con sólidos se inició al segundo dla 
cun buena aceptación. 

2. - DOSIFICACION: 

Para el desarrollo del modelo de infección crónica la dosificación se realizó 
de la siguiente manera: 

A) grupo inoculado con cepas Kl2 de Eschericllia coli (apatógenas): 

En este b'TUpo control la cantidad suministrada de la cepa fue de 1 mi, 
colocado en un segmento preparado del apéndice cecal, con esta dosis se 
lob'TO la sobrevivencia de los animales provocándoles solo signos clinicos 
pasajeros, hasta completar el tiempo de experimentación que fue de 30 
días. 
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B) Grupo inoculado con la cepa patógena 933 de Escllerichia coli 
productora de citotoxinas . 

Para el desarrollo del modelo de infección crónica, primero se estandarizó 
la dosis que pcnnitió que los animales sobrevivieran por más de 45 días, y asi 
tener una continuidad del desarrollo experimental. La estandarización de la 
dosis se muetra en el cuadro No.2. 

CUADR02 
RESULTADO DE LAS DISOLUCIONES DE E.COLI 

INOCULADAS EN EL APÉNDICE CECAL DEL CONEJO. 

CEPA CONCENTRACION 
BACTERIANA ufclml 

933 IXIO" 
933 1x10º 
933 IXIO 4 

933 IXIO 2 

uíc.- unidad fonnado.-a de colonias. 

DOSIS 

!mi 
O.Sml 
O.Sml 
0.2ml 

SOBREVIVENCIA 

24 horas 
3 o 4 días 
6a!Odías 

más de 45 días 
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3. - EV ALUACION DEL MODELO ANIMAL: 

,J.- I )ato.,·< "/f111co.,· .1 ·de /)(//o/ogfa. 

/\ continuaciú11 se describen brevemente los datos clínicos y lesiones más 
importantes c1H;ontradas en los animales inoculados, las principales lesiones a 
la necropsia (NP) así como en el estudio histológico de los órganos obtenidos 
( 111'). Los ap;1ratos, sistemas u órganos que no presentaron cambios 
patológicos aparentes (SCP/\) no se mencionan. 

Testigos 111.:gativos: grupo controles: 

Los animales presentaron buena recuperación a la anestesia, la ingestión de 
agua füc prácticamente inmediata y la ingestión de alimento fue al segundo 
día postopcratorio. No se presentó sinología durante el periodo de observación 
que fue de nn mes. 

Grupo K 12 (cepas no patógenas): 

Los animales presentaron una buena recuperación a la anestesia e inició él 
consumo de agua y alimento aproximadamente a los 2 días de la cirugía sin 
embargo, Jos animales que fueron inoculados con estas cepas después de 6 a 7 
días presentaron una ligera inflamación en ojos, lesiones en la piel, asl como 
ligeros problemas respiratorios. A los 15 dfas presentaron diarrea moderada 
de color amarillento teniendo un periodo corto de duración, pasando este 
período los animales se recuperaron y sobrevivieron hasta cumplir los 30 días. 
Es importante mencionar que no presentaron alteraciones en el sistema 

nervioso. 

30 



Grupo 933 (productoras de VT 1 y VT2): 

Los animales mostraron buena rccuperac1on a la anestesia, el consumo de 
alimentos y agua fue aceptada a los dos días después de la cirugía, los 
animales presentaron signos clínicos pasajeros los cuales consistieron en 
Jiarrca leve de color amarillenta de 3 Jías, indicándonos la lesión de la toxina 
hacia el i11testino delgado y ¡,'Tueso, después de 6 o 7 días presentaron signos 
de depresión leve, emaciación y deshidratación moderada, aumento de urea y 
creatinina a niveles de 70 mg/dl y 1.9 mg/dl respectivamente y por un lapso no 
mayor a 7 días lo que correlaciona con el datio al ritión y la insuficiencia renal 
pasajera esperada, problemas respiratorios leves y no se observaron las 
lesiones en el sistema nervioso central es importante mencionar que cuando se 
ponía la dosis completa estos desarrollaron lesiones provocando la muerte en 
un período de 5 a 7 días. Por ello la importancia de estandari7..ar la dosis. 

/J.- !.esiones a la necropsia: 

Grupos control: 

No se encontraron lesiones en estos animales ya que a un grupo de ellos 
se le practicó una laparatomía y otros fueron apendicectomi7.ados. 
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Grupo Kl2 (cepa apatógena ): 

Las lesiones a la necropsia observadas en este grupo de animales se encontró 
únicamente en el segmento aislado el cual mostró a los 30 días una atrofia 
marcada(disminución de su tamaño),adquiriendo una consistencia más finne 
de lo normal pero manteniendo el aspecto de saco ciego. En todo el 
peritoneo la irrigación no se perdió y el contenido encontrado fue de un 
líquido seroso y levemente estratificado a los 30 dlas. 

El apéndice cecal aislado presentó una histología propia, conteniendo una 
mucosa del epitelio cubico simple, que en algunas regiones se aplana y 
presenta proyecciones. 

Grupo 933 (productoras de VTI y VTII) 

El apéndice cecal aislado presenta un aumento en su tamailo, congestión, y al 
momento del corte en el interior la presencia de liquido de color 
blanco amarillento espeso y abundante, liquido sangruioolento en la cavidad 
abdominal, vasos mesentéricos congentionados, hemorragias petequiales a 
difusas asas intestinales con presencia de gas. Hígado con bordes irregulares, 
el corazón con cambios de coloración, el riñon al corte con salida de liquido 
sanguinolento, siendo poco evidente la zona medular y corteza renal. 

-t. - RESULTADOS DE IABORATORI01 

A los animales del grupo control y Kl2, se les tomaron muestras de suero 
a los 1 S dias y 30 días posteriores a la cirugía para reali7.llrles pruebas 
de laboratorio tales como BH, los resultados obtenidos se muestran en el 
cuadro No.3 
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CRUADR03 
PRUEBA HEMÁTICA GRUPO K12 Y CONTROLES 

INTROOUCCION GR llH SF.ll llTO VGM CllGM llGM GB 
m ,_, .,,. 

M3 LAP 1 S DIAS S.08 13.I 
M3 LAP 30 DIAS S.9S 13.7 
M4 LAP 15 DIAS 6.85 14.1 
M4 LA!' 30 DIAS 4.95 9.5 

M2 S/A IS DIAS S.86 IS.9 
M2 S/A 30 DIAS 5.80 14.6 
MIOS/A IS D!AS 6.11 12.5 
MIOS/A 30 DIAS 5.89 13.4 

M6 K12 IS DIAS 6.51 13.6 
M6 Kl2 30 DIAS 8.96 18.6 
M7Kl21SDIAS 6.0 13.2 
M7 K12 30 D!AS 5.53 13.8 

M2 LAP 30 DIAS 5.14 13.0 
M2 LAP 45 DIAS 5.86 15.9 
M4 LAP 30 DIAS 6.05 14.1 
M4 LAP 45 DIAS 6.85 14.1 

MIS/A 30DIAS 6.01 15.6 
MI S/A45DIAS 7.25 12.9 
M6 S/A 30 DIAS ND ND 
M6 S/A 45 DIAS ND ND 

M3 Kl2 30 DIAS 4.58 10.3 
M3Kl245D1AS 5.08 13.I 
M7Kl230DIAS 5.44 11.4 

GR: GLOBULOS ROJOS 
HlloHEMOGLOBINA 
SEI>.5EDIMENTADOS 
1-ITOHEMATOCR.ITO 

..... 
o 
o 
o 
13 

o 
1 
1 
o 

o 
o 
o 
o 

1 
o 
o 
o 

o 
1 

ND 
ND 

4 
o 
o 

... " .. -44.1 86.8 29.7 2S.7 
14.2 74.2 30.9 23.0 
4S.S 66.3 31.0 20.6 
33.8 68.9 28.0 19.3 

so.o 85.3 31.8 27.1 
46.0 79.3 31.7 2S.5 
40 .. 6 66.4 30.7 20.4 
39.3 66.9 34.1 22.8 

41.S 67.5 32.7 22.1 
S0.5 SS.O 37.0 20.8 
42.1 69.S 31.3 21.8 
44.4 80.2 31.0 24.9 

40.3 78.4 32.2 25.S 
50 85.3 31.8 27.1 

38.3 63.3 36.B 23.3 
45.5 66.3 31.0 20.6 

52.S 87.1 29.7 25.9 
44.6 61.5 21.7 17.7 
ND ND NO NO 
ND NO NO NO 

31.7 64.2 32.4 22.4 
44.1 86.1 29.7 25.7 
34.4 63.2 33.I 20.9 

VGMNOLUMEN MEDIO DE ERITROCITOS 
a-IGM:CONCENTRAOON DE ERITROCITOS 
HGMCANTIDAD DE HEMOGLOBINA EN ERITROCITOS 
GB: GLOBULOS BLANCOS 
L:LINFOCITOS 
M:MONOCITOS 
N:NEUTROFILOS 
E:EOSINOFILOS 
B:BASOFILOS 

.. 
8500 
12600 
4200 
21400 

8500 
9800 
7450 
10900 

10250 
9780 
12150 
9650 

6700 
8500 
7100 
6850 

9600 
11400 
NO 
NO 

7100 
7850 
6050 

t. M N F. B Rll .. .. .. .. ... .. 
78 o 22 o o 1 
72 4 24 o o o 
S4 2 42 1 1 1 
40 3 84 o o o 

SS 2 43 o o 2 
40 1 S9 o o o 
NO NO NO o o o 
NO NO NO o o o 

46 1 S3 o o 4 
40 o 60 o o o 
S4 1 45 o o 3 
37 7 56 o o o 

o o o o o o 
SS 2 42 o o 1 
o o o o o o 
55 2 42 o o 1 

o o o o o o 
37 4 59 o o 1 

NO NO NO o o NO 
NO NO NO o o NO 

o o o o o o 
78 o 22 o o o 
56 o 43 o o o 

... 
21 
o 

41 
o 

41 
o 
o 
o 

49 
o 
42 
o 

o 
41 
o 

41 

o 
58 
NO 
ND 

o 
21 
42 
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A los animales del b'fllpo 933 se les tomaron muestras de suero a los 30 dias 
y a los 45 días para realizarles pruebas de BH los resultados obtenidos se 
muestran en el cuadro No 4. 

CUADR04 
PRUEBA HEMÁTICA GRUPO 933 

GR 1111 
lDENTlFICACION mJmml ftldl 
M15 933 30 DIAS 6.01 14.6 
M15 933 45 DIAS 7.25 12.9 
M22 933 30 DIAS 6.13 12.1 
M22 933 45 DIAS o o 

M24 93315 DIAS 
M24 933 30 DIAS 
M25 933 25 DIAS 
M25 933 30 DIAS 

5.85 13.1 
6.3 18.6 

6.15 12.1 
6.83 12.5 

GR: GLOBULOS ROJOS 
HB: HEMOGLOBINA 
SED:SEDJMENTADOS 
HTO:HEMATOCRITO 

SED IITO VGM CllGM llGM GR ,, 
mmJlh o/o • % " o/o o/o 

1 50.4 67 29.7 25.9 9600 59 
1 43.6 61.5 27.6 o 10500 37 
o 44.5 o o o o 84 
o o o o o o o 

o 42.3 72.3 30.9 22.4 84500 30 
O 50.3 52 30 NO 8500 47 
o 40.9 68.5 29.6 19.6 2100 27 
O 55.5 NO NO NO O 31 

VGMVOLUMEN MEDIO DE EROTROCITOS 
CHGMCONCENTRAOON DE ERITROCITOS 
GB:GLOBULOS BLANCOS 
L:LINFOOTOS 
M:MONOCITOS 
N:NEUTROFILOS 
E:EOSJNOFILOS 
8'BASOFILOS 

M 
% 

N E R BD 
%% % % 

2 41 o o 1 40 
4 59 o o 2 211 
2 14 o o 1 13 
o o o o o o 

06910287 
35030050 
37220272 
162 3 042811 
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A los cuatro grupos de animales se les realizó la prueba de aglutinación 
en placa para determinar anticuerpos contra BruceUa abortus. Los resultados 
obtenidos se muestran a continuación en el cuadro No. 5. 

CUADROS 
DETERMINACION DE ANTICUERPOS 

CONTRA Brucella abortua EN LOS CONFJOS 
EXPERIMENTALES 

IDENTIFJCACION 15 DIAS 30DIAS 
M3 B 1 400 1:50 
Ml B 1 400 l:lOO 
Ml B 1 lOO l:lOO 
MIOB 1 lOO 1:50 
M6 B 1 400 1:50 
M7 B 1 lOO l:lOO 
Ml4B 1 so NEGATIVO 
Ml5 B 1 50 NEGATIVO 
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A los animales que fueron inmunizados con la vacuna de BCG, se les 
realizó la prueba de Intradermorreaeción (PPD), obteniendo los siguientes 
resultados como se muestran en el cuadro No.6. 

CUADR06 
DETERMINACION DE LA RESPUESTRA INTADERMICA 

CONTRA..BQG EN LOS CON~OS EXPERIMENTALES 

IDENTJFICACION LECTURA (mm) INTERPRETACION 
1 dia 

E 1 

Ml BCG LAPARATOMIA o o 
M4 BCG LAPARATOMIA o o 
MI BCG S/ APENDICE o o 
M6 BCG S/ An:N1.11< E o o 
M3 BCG CEPA K 12 o o 
M7 BCG CEPA K 12 o o 
MISBCG CEPA933 o o 
M22 BCG CEPA 933 o o 

E: ERITEMA 
I: INDURACION 
ND: NO DETERMINADA 
S/C: SIN CAMBIOS 

E 
5 
13 
12 
20 
s 
s 

S/C 
S/C 

ldia 3 dia 
1 E 1 

NO 10 NO POSITIVA 
13 17 17 POSITIVA 
10 14 10 POSITIVA 
2 20 s POSITIVA 
s 10 s POSITIVA 
s 10 s POSITIVA 

S/C S/C SIC NEGATIVA 
S/C S/C S/C NEGATIVA 
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5. -CORTES HISTOLÓGICOS 

Las muestras obtenidas durante la necropsia del apéndice cecal y la piel 
fueron preparada y tei\idas con hematoxilina-eosina para su observación al 
microscopio.Los resultados obtenidos en estos cortes se muestran en el cuadro 
No. 7,8,9. 

CUADR07 
ANÁ.LISIS HISTOLÓGICO EN CORTES DE APÉNDICE 

DE CONEJOS DEL GRUPO K12 Y CONTROL 

IDENTIFICACION TIPOS DE CELULAS 
CONEJO MONOCITOS UNI'OCITOS U!L. MACROFAGOS GRANULOCITOS 

PU\SMATICAS 
MJB LAPARATOMIA + + ++ ++ -
M4 llCG LAPARATOMIA + ++ +++ +++ -
M2B S/APENDICE - - - - -
MSBCG S/ APENDICE - - - - -
M7B K12 APATOGENA +++ ++ +++ ++ + 
M7 llCGKl2APATOGENA + +++ + ++ + 

37 



CUADROS 
ANÁLISIS HISTOLÓGICO EN CORTES DE APÉNDICE 

DE CONEJOS DEL GRUPO 933 

f_IDEN"rIFICACION TIPOS DE CELULAS 

1~}lf]:¡ 
NE.JOS 

1 
MONocrros 

1 
l.INFocrros 

1 
CEI- MACROFAGOS \ GRANUl:.OClnii 

Pl.ASMATICAS 

EPA 9JJ +- + 1 +-t+ 1 +++ +-t++ 
--CEPA 9:iJ- - + 1 -t++ 1 +-t+ +-t++ 

CUADR09 
ANALISIS 1-IlSTOLOGICO EN COR TFS DE PIEL 

EN CONEJOS INOCULADOS CON BCG 

JDENTIFICACION TIPOS DE CELULAS 

1 +++ 
1 +++ 

TRATAMIENTO l.JNFOC:ífOS MACROFAGOS POLIMORFO FIBROBLASTOS 

LAPARATOMIA +++ 
APENDICECI'OMIA +++ 
CEPA Kl2C600 ++ 
CEPA 933 O STx + 

=NEGATIVO 
+ =ESCASAS 
++ =MODERADO /PRESENTE 
+++ =ABUNDANTE 
++++ =MUY ABUNDANTE 

NUCLEAR 

+++ +++ +++ 
+++ +++ +++ 
++ ++ ++ 
+ + + 
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CORTES HISTOLÓGICOS DEL APÉNDICE CECAL 
GRUPO INOCULADO CON LA CEPA DE E.COL! K 12. 

Fig7-b 

Fig7.- Microfotografias de las ~ histológicas del lpáldice cecal, ánci6n H:E: 
a) muestra Túnica muscular( A ),subrnucosa(B) y nódulos linf,ticos(C). a "400x 
b) muestra tm aummw cdular linfucitos (A),cBulas p~). a 100. · 
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COR TFS 1-IlSrOLOGICOS DE DE APENDICE CECAL 
GRUPO EXPERJMENT AL 933 

Fig.- 8.-Microfotografiu de las üúgma dd ..,mditt cecal ánción H:E; 
a) Muesua los acumulos linfoides (A) • a 400x 
b) Muesb'a >a1.1 de necrosis aJ.tlUlativa, úu linfucitica. (A). a 400ir 
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CORTI:.'S HlSTOLÓGKQS DE L..t;. PIEL 
GRUPO DE LAPARATOMIA ... 

Pis .9.-Microíowgrafw do: la pid unción H:E: RapcJtSU de~ positiva 
a) P~I se obKrva qiidttmis(A).dttmis(ll) tejido subcuráneo(TC).infihndo cdular linfocitos (C). a 
-4()().1 

b) R.npuesta lnOamatoria, aumento de lu c:élulu gipntes,c:élulu plumiticas (A,B,C).a 
IOOx 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN · 
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CORTES HISTOLOGICO DE PIEL RFSPUFSTA CELULAR 
GRUPO INOCULADOS CON LA CEPA DE E.COLI KI2. 

Fig 10-a 

Fig • IO.- Microfotografias de la respuesta cdular m pid tinción H.E. 
Las imágmes a.b.c rnunran una racci6n inlbmatoria positiva como repunta a la prueba de 

hipersensibilidad . Las imágaies son dt la zona de "f>licación de la prueba intradúmica 



RESPUESTA CELULAR EN EL 
GRUPO INOCULADO CON LA CEPA DE E.COLI 933. 

Fis 11-h 

Fis 11< 

Fia-ll.- Microfotografiu de la piel tioción H:E: Las imágmes muestran tJna respuesta 
neptiva con IDlllknda a - caulu inftamatoriu, lu imia- muestran la mna de 
realización de la prueba de hipenemihiliüd. a - b a 400x y c-d a IOOx. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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6.-ANALISIS ESTADISTICOS: 

Los resultados obtenidos a partir de la prueba de Biometria 
l lemútiea e lntradermorreacción para los grupos, K 12 y 933 respectivamente 
fueron analizados etadisticamcntc obteniendo los siguientes datos : 

CUADRO 10 
PRUEBAS DE HIPOTESIS 

~ 

GR 110 HTO -· 
Kl2 Y C" 6.00 1.35 4.21 

MfüJ/;\ 933 "" 5.56 1.19 4.09 -
VI11.0U 

'/~\/Jl//.;\U 
( t) 0.53 0.81 0.19 

\1/1/DN 
(',,\J,('{l/..t\/)() 

( p) 0.59 0.41 0.84 

CUADRO 11 
l/ DILUCION"*" DI A METRO DIAMETRO 

INDURACION ( mm). ERITEMA (mm). 
1~DIAS JO DIAS 

,\f/•.'/JIA K/2 re. 320 80 
AfHJIA 933 •• so o 

1·/ll.011 TAIJUl.All (1) 5.51 2.66 
VAi.O// 0.02 0.04 

C 'Al.<.'/ 11.AIJO(p} 

' GRUPO INOCULADO CON K 12 Y CONTROLES 
••GRUPO INOCULADO CON 933 . 

13.S 9.17 
o o 

7.73 4.42 
0.02 0.04 

... INVERSO DE LA DILUCION MAXIMA PARA LOS Ac. AGLUTINANTES CONTRA 
BRIJCFJJ.A ABORIVS. 

LAS PRUEBAS ESTADISTICAS FUERON REALIZADAS CON EL PROGRAMA NWAS_(3) 
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DISCUSIÓN 

En el modelo de infección descrito previamente por Valdivia y 
colaboradores (35) se desarrollaron las lesiones y se indujo la muerte de los 
animales en un período de 5 a 7 días, por ello en el presente trabajo fue 
necesario inducir un modelo de infección crónica, lqs resultados mostrados en 
la tabla Nº 1 demuestran que empicando una dosis de IXI02 ufc/ml se logró la 
sobrcvivcncia <le los animales provocándoles solo signos clínicos pasajeros los 
cuales consistieron en diarrea leve a los 3 días indicándonos la lesión 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 
días lo que correlaciona con el <laño al riílón y la insuficiencia renal pasajera 
esperada y no se observaron las lesiones en el sistema nervioso central como 
las reportadas previamente (35, 18,31 ). 

Los datos anteriores nos indicaron que sí se produjeron lesiones e 
111suficiencias en los animales, sin embargo al ser más leves e incompletas con 
respecto a lo reportado previamente, no condujeron a la muerte de los 
animales, por ello quedo claramente establecido el modelo de infección 
crónica. La dosis infcctiva para la infección natural de colitis hemorrágica y 
Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) se ha establecido en 10 bacterias de las 
cepas citotóxicas administradas por vía oral (18); sin embargo en otro trabajo 
en el que empicaron lechones se requirieron 1 O io ufc para desarrollar las 
lesiones (8) en el modelo desarrollado se aprecia que la dosis mlnima para 
lograr las lesiones completas fue mayor; esto pudo ser debido a que los 
mecanismos incspecíficos de destmcción de la bacteria son más eficientes en 
el apéndice cecal que en el intestino gmcso dado su característica de órgano 
linfoide, o a que el modelo permite el efecto local y encerrado de los 
fenómenos celulares inflamatorios siendo más 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 activación de la toxina en el microambiente tisular. Otra 
probable explicación es la disminución en virulencia que tienen las cepas de 
Escherichia coli mantenidas en el laboratorio por resiembras contlnuas(7 ,8); 
en cualquier caso las lesiones desarrolladas nos permitieron identificar que la 
toxina se produjo en el apéndice cecal, se absorbió por vla sanguinea y pudo 
tener efecto en el intestino, riftón y eritrocitos pero con una recuperación 
subclfnica en los conejos. 
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Estos efoctos 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 seleccionados del modulo agropecuario de FES-C. 
de la raza Nueva Zelanda y que a la par del trabajo se determinaron los 
valores normales para la determinación de BH y QS ,se utilizaron los mismos 
valores mencionados en dicho trabajo Valdivia 1995 (35) 

CUADRO 12 
VALORE..<; NORMALES EN LOS CONEJOS PARA 

LA DE·1·ERMINACION DESANGRE 
DERMINACION 1 RANGO NORMAL 1 UNIDADES 

~-----------

ERITROCITOS 
llEMOGLOBIN,\ 
HEMATROCRITO 
PLAQUETAS 
LEUCOCITOS 
LINFOCITOS 
MONOCITOS 
NEUTROFILOS 
N. SEGMENTADOS 
N. EN BANDA 
EOSINOFILOS 
BASO FILOS 
UREA 
CREATININA 
HEMOG. PLASMATICA 
HAPTOGLOBINA SERICA 
TGP 
LDH 
CPK .. 

Tomado de Vald1v1a AG 1995 
N: N!!UTROl'll.OS 

S.12 
7.7 
25.6 
225 
6.24 
35 
o 
24 
23 
o 
o 
o 
22.0 
0.30 
2.9 
50.6 
11 
217 
108 

TGP: 1RANSAMINASA GI.IIT AMICO PIRUVJCA 
LDI (, DF..SHIDROGENASA LACflCA 
C.l>I(,, OtEA"llN l'OSFOQUINASA 

- 6.27 millones /mm 3 
- 9.5 g/ di 
- 31.9 % 
- 598 Miles I mm3 
- 9.21 Miles/ mm3 
- 74 % 
- 2 % 
- 59 % 
- 57 % 
- 3 % 
- 3 % 
- 1 % 
- 32.2 mg/dl 
- 0.73 mg/dl 
- 14.1 mg/dl 

- 103.I mg/dl 
- 31 U/mi 
- 377 U/mi 
- 217 U/l 
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En este contexto es importante considerar algunas apreciaciones 
epidemiológicas respectivas a la infección por estas cepas en los niños y 
ancianos, en las cuales se sabe que el 15 % de los enfermos de colitis 
hemorrágica desarrollan Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) y de éstos sólo 
un porcentaje de 30% mueren (IR>. por lo que la virulencia de la bacteria en 
personas es baja. 

Los resultados mostrados en la tabla Nº 5 indican que la inoculación con 
la cepa 933 disminuyó significativamente la respuesta de anticuerpos hacia 
una cepa de /Jrucel/a abort11s muerta, este efecto no se desarrolló con la cepa 
K 12 (la cual no produce toxina). La inducción de anticuerpos por un animal, 
requiere una previa presentación de antígenos por parte de los macrófagos, la 
clonación y replicación de linfocitos B inducida por la mediación de las 
linfócinas producidas por el linfocito T y la maduración de los linfocitos B a 
células plasmúticas productoras de anticuerpos (20) por inducción 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 el proceso se requieren de lO a 15 días (dependiendo del 
inmunógeno, ruta de administración y presencia de adyuvantes); en el modelo 
desarrollado esperamos hasta 45 días para ir midiendo la respuesta, como se 
puede observar en la tabla Nº 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 Nº6, se produjo una 
disminución en la respuesta de los conejos hacia un antigeno que previamente 
se sabe que induce primordialmente una respuesta celular, el fenómeno fue 
medido mediante una intradermorreacción y comprobado mediante análisis 
histolób'ÍCo, como se pudo observar, no existió una respuesta mediada por 
células en el sitio de inoculación de la tuberculina, fenómeno observado sólo 
en los animales desafiados con la cepa verocitotóxica. De nueva cuenta, la 
explicación esta dada por una reacción de la toxina hacia alguno de los 
componentes participantes, incluyendo además a los linfocitos T "citotóxicos" 
CDS. 
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En ambos experimentos anteriormente mencionados se descarto un 
efecto local (a nivel del apéndice cecal) debido a que la reacción fue normal 
en los conejos apendiceclomizados, a pesar de que este órgano se ha 
considerado como una zona eminentemente linfoide (1, 35, 14), así mismo se 
descartó un efecto inmunosupresor asociado al LPS (14,40) debido a que el 
efecto no se presentó con la cepa de Escl1erichia coli Kl2, que aunque es una 
cepa rngosa, contiene completa la fracción lípido A, responsable del efecto 
endotóxico. 

Valdivia AG. y col 1997,(36) previamente reportaron un efecto de 
destrucción de linfocitos tanto a nivel local como a nivel de bazo, mencionan 
que dicho efecto puede ser una lisis asociada a la expresión de los receptores 
Gb3 o bien ser un fenómeno indirecto. 

Aunque es comprensible que para poder tener una claridad de cual es la 
(las) células afectadas se requiere hacer un estudio del tipo de linfocitos 
afectados en los conejos con infección crónica y aguda por la cepa 933 
empleada, a continuación 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 
VTI y VT2 ( Gb3) se localiza en las células inmaduras de los centros 
germinales y en los linfocitos B activados (cél. Plasmática) productoras de 
IgG. Otros trabajos demuestran que el linfocito T, las células preT y las B 
maduras, no tienen receptor para la toxina (tS). Así mismo se encontró que 
la toxina VTl inhibe la proliferación 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 disminuyó la respuesta mitogénica de las células B 
y T in vivo de los ratones conduciendo a una disminución de la producción de 
anticuerpos, disminución del número de linfocitos CD4, CD8 y B; asi como la 
disminución de la reactividad de los CD4 y CDS; en este mismo trabajo se 
informa del efecto de la administración endovenosa de la toxina Stx2 
disminuyo la cantidad de células T y B circulantes, así como las presentes en 
el bazo y el timo (33). Lingwood C.A. 1994 (21), menciona que el antígeno 
CD 19 es el marcador de las células B humanas que aparece más temprano y 
está involucrado en la regulación de algunas partes de la diferenciación, 
incluyendo la estimulación antigénica y el parecido estructural a la toxina 
VTlB, por lo que el CD19 se puede unir directamente al receptor Gb3; por 
ello la unión de las VT sobre el receptor Gb3 interferirá con el CDl9 y/o 
seftalización vía IF 2. 
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En un brote de SUH en Japón afectando niños de menos de JO años de 
edad, se observaron bajos niveles de anticuerpos contra la toxina VT2 y en 
otros países se observa que en los adultos con infecciones por VTs existen 
tilulos de anticuerpos contrn VTI bajísimos.En un modelo animal empleando 
cerdos gnotobiontcs, se indujeron cerdos inmunocomprometidos .La toxina 
VTI file capaz de suprimir la respuesta inmune a nivel de mucosas.(JJ) 

Con los datos anteriormente presentados se deduce que la toxina con 
mayores efectos sobre las células del sistema inmune es la VT2, sin embargo 
se observan dalos cm1tradictorios en los efectos, los cuales dependen del 
sistema de prueba. Esta situación probablemente tenga una relación directa a 
la expresión del receptor Gb3 sobre las células, el cual es diferente de acuerdo 
a la especie animal usada en el ensayo ( 10,21,3 1. 37). 

/\sí mismo, en nuestro modelo desarrollado, se pudo confinnar un 
efecto depresor de la respuesta tanto humoral como celular, por lo que es 
evidente que en los conejos existen receptores para la toxina en los diferentes 
tipos de linfocitos, obscrvúndose este efecto a nivel tisular y no a nivel 
circulatorio dado que en el modelo en conejo previamente descrito no se 
obtuvieron datos de leucopenias o linfocitopenias (36). 

Otra probable explicación al efecto encontrado puede estar relacionada 
a una modulación alterada de la respuesta vía interleueinas o vía citocinas; en 
el primer caso un buen candidato sería la IL-10 puesto que esta se ha 
involucrado con los fenómenos de tolerancia intestinal y la regulación de los 
linfocitos Th3, los cuales a su vez abaten la respuesta de los Th 1 y Th2. La 
IL-1 O es producida por los macrófagos en respuesta a una estimulación directa 
por el LP.S (10), el que proviene de una lisis de bacterias Gram negativas 
(como E.coli) (13), se demostró que los neutrófilos de respuesta tisular local 
al tratar de actuar sobre la bacteria, induce en ella el sistema de respuesta SOS, 
teniendo como consecuencia la inducción del fago codificante de la toxina y 
colateralmente el aumento de la lisis bacteriana provocada por el ciclo litico 
del fago (to). Asimismo Torpe y colaboradores (34) han implicado la secreción 
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 aumentarla la 
respuesta inflamatoria local con un aumento de la secreción de IL-10 
secundaria (9,12). 
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Como en el modelo en conejo desarrollado se inocula la bacteria 
completa y viable,. Es posible que algún otro factor, además de las toxinas 
STxs, esté presente en las cepas O 157:117 y le pennita interactuar alterando la 
función del linfocito. Un probable candidato es el (los) productos de los genes 
ubic<1dos en el plásmido grande ORFL 7095 , localizado en la cepa utilizada 
para la inoculación (6); el producto ha sido nombrado linfostatina por su efecto 
de disminuir las células mononuclcares periféricas y tisulares , por un 
mecanismo independiente a la apoptosis , así como de bloquear la 
proliferación de los linfocitos cu los centros germinales (6,19). Aunque en este 
trabajo no descartan totalmente la participación de las Verotoxinas. Algunos 
otros productos liberados por E. coli pueden influir la función linfocitaria a 
nivel de mucosas o del bazo en los ratones (l~I conduciendo a una inhibición 
del efecto mitogénico de los linfocitos (23> A la fecha no es posible diferenciar 
si el l!fceto de las toxinas es de forma directa sobre los linfocitos , o se 
requiere de una cadena de eventos que conducen a la destrucción de los 
linfocitos en bovinos; aunque estudios in vitro han demostrado que es 
citotóxico para los linfocitos B humanos (25). 
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CONCLUSION 

Por medio de la estandarización de la dosis de la cepa 933 se 
puedo establecer un modelo de infección crónica que les permitió 
la sobrevivencia de los animales por más de 45 días, provocando 
en estos lesiones e insuficiencia, sin embargo se obtenían una 
recuperación subclínica de estos. Las lesiones desarrolladas nos 
permitieron identificar que la toxina se produjo en el apéndice 
cecal, la cual se absorbió por vla sanguínea y presento un efecto 
en el intestino, riñón y eritrocitos. Con estos datos se pudo 
establecer que los mecanismos inespecíficos de destrucción de la 
bacteria son más eficientes en el apéndice cecal que en el 
intestino grueso dado a su característica de órgano linfoide.La 
dosis minima para la infección cronica fue de lxlO 2 

ufc/ml 

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la hipótesis 
planteada es aceptada ya que en et modelo desarrollado en los 
conejos, se demostró que tras la inoculación con cepas de 
Escl1erichia coli Verocitotóxicas (933) por medio de una técnica 
quirurgica en el apéndice cecal, los animales inoculados 
presentaron un efecto en la respuesta inmunológica, tanto celular 
como humoral ta cual se caracterizó por la disminución en la 
respuesta de los linfocitos, el modelo permitió observar las 
alteraciones en el efecto local de los fenómenos de inmunidad 
celular. 

El modelo demostró que los animales inoculados con la cepa 
933 presentaron una respuesta de anticuerpos aglutinantes menor 
que en de los grupos inoculados con la cepa Kl2. 

Se estableció que los animales inoculados con la cepa 933 
presentaron una disminución en la respuesta celular hacia los 
antígenos de Mycobacterlum 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 
evidente que en los conejos existe un receptor para la toxina en 
di fcrentes tipos de linfocitos,observándose este efecto a nivel tisular 
principalmente . 

l lasta este momento no es posible diferenciar si el efecto de las 
toxinas es de forma directa en los linfocitos, o si se requiere de una 
cadena de eventos que conducen a la destrucción(apoptosis) de los 
linfocitos. 
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