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RESUMEN

Las cepas de E.coli se han subdividido en seis grupos patogénicos, esto va de acuerdo a su grado de dafio
en el hospedador.

Estos seis grupos son los siguientes: ECET (enterotoxigena), ECEP (enteropatdgena), ECEI
(enteroinvasiva), ECEH (enterohemorragica), ECEA (enteroagregativa) y ECDA (difusamente
adherente).

La cepa que pertenece al grupo enterohemorrégica (principalmente O157:H7), se le ha asociado con la
enfermedad de Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), ademas de la presentacion de diarrea hemorragica,
principalmente en humanos siendo esto una enfermedad de suma importancia a nivel de salud publica. Es
importante en veterinaria ya que afecta a mamiferos y los bovinos son su principal reservorio y este a su
vez uno de los transmisores para el humano.

Esta cepa produce una toxina denominada como Stx de tipo 1 y 2, la cual se ha demostrado que su
principal receptor es el Gbs/ CD77.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la participacion de los factores auxiliares de virulencia (E/A,
Stx 1y Stx 2) de seis cepas de referencia de E.coli para la expresion de receptores Gbs/ CD77.

Dichas cepas son: K12, EDL 933 IBT, EDL 933 MED, EDL 933 A-LER, 933 Jy 933 W

Se utilizd un modelo en conejos previamente disefiado para trabajos anteriores. La técnica quirurgica
utilizada, fue modificada, obteniendo resultados diferentes a lo que se esperaba. Se inocularon las 6 cepas
de referencia de E. coli en diferentes conejos y se evalud posteriormente dicha participacion de los
factores auxiliares de virulencia que presentaban cada una de las cepas.

Se demostrd que la técnica que se utilizo para la evaluacion de los factores, no fue la méas adecuada, ya
que el factor E/A tuvo un efecto inductor del Gbs/CD77 en las células del rifibn como una reaccion de
modulacién para algunas cepas, por otro lado este mismo factor (E/A) indujo mayor cantidad de
receptores a nivel de apéndice cecal y esto pudo haber sido directo o por modulacion.

Se observd que la toxina tipo Stx 2 es mas potente que la de tipo Stx 1 para inducir la presentacion de
receptores Gbs/CD77 principalmente en células renales a nivel de glomérulo y tabulo contorneado
proximal (T.C.P.) a diferencia del apéndice cecal, en donde se observo una reaccion minima.

ABREVIATURAS



E/A (attaching and effacing). Lesion provocada por la toxina de shiga o Stx
en el epitelio intestinal, dafo y pérdida del epitelio

A.C. Apéndice Cecal

CST. Caldo soya tripticaseina

CD77. Receptor para la toxina Stx al igual que el Gb3.

ND. No determinado

T.C.P. Tubulo contorneado proximal

T.C.D. Tubulo contorneado distal

Stx 1,2. Shigatoxina tipo 1y tipo 2.

SUH. Sindrome Urémico Hemolitico
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INTRODUCCION.

Gastroenteritis.

Las E. coli patdgenas son caracterizadas por la expresion de factores de patogenicidad, como factores de
adherencia, invasinas y capsulas entre otras. En los Gltimos afios se han identificado 6 categorias de E. coli
causantes de Enfermedad diarreica aguda: E. coli enterotoxigenica (ECET) genera una enterotoxina, E. coli
enteropatdgena (ECEP) generada por adherencia intima a la célula huésped, E. coli enteroinvasiva (ECEI) por
invasién a la célula, E. coli enterohemorragica (ECEH) adherencia a la intima de la célula huésped, E. coli
enteroagregativa (ECEAgQ), E. coli enteroadherente (ECDA) generada por una produccion de enterotoxina.
(Patrick R. Murray, 1994).

En animales domésticos las colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo esencialmente en animales de pocos
dias de edad y en recién destetados, y ocasionan importantes pérdidas econdmicas en las explotaciones de
ganado bovino, porcino y ovino, asi como en la cria intensiva de aves y conejos. Mientras que en terneros,
lechones, corderos y gazapos E. coli suele producir diarrea, en aves provoca fundamentalmente infecciones
respiratorias (aerosaculitis) y septicemias. Ademas E. coli puede causar en rumiantes, ganado porcino, perros y
gatos colisepticemias en neonatos hipoganmaglobulinémicos, infecciones urinarias y mamitis.

ECET (enterotoxigénica). La enfermedad producida por esta bacteria, se ve con més frecuencia en los paises
en desarrollo. Las infecciones se adquieren fundamentalmente a través de consumo de alimentos o de agua
contaminada con restos fecales. No ocurre la transmision de persona a persona. Produce 2 clases de
enterotoxinas: termolabiles (52°-70°) (LT-I, LT-1I) y termoestables (35°-40°)(STa y STb). Mientras que la LT-
Il no se asocia con la enfermedad humana, la LT-I es funcional y estructuralmente similar a la toxina colérica 'y
se asocia con la enfermedad en el ser humano. Esta formada por una subunidad A y por 5 subunidades B
idénticas. Las subunidades B se unen al mismo receptor que la toxina colérica (gangliésidos GM;) y a otras
glucoproteinas de superficie en las celulas epiteliales del intestino delgado. Después de la endocitosis, la
subunidad A de LT-I se transloca a través de la membrana de la vacuola. La subunidad A tiene actividad ADP
(Adenosin difosfato)-robosiltransferasa e interacciona con una proteina de membrana (Gs) que regula la
adenilatociclasa. El resultado neto de esta interaccion es un aumento de los valores de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc), con un incremento de la secrecién de cloro y una disminucion de la absorcion de cloro y de
sodio. Estos cambios se manifiestan como una diarrea acuosa. La exposicién a la toxina estimula también la
secrecion de prostaglandinas y la produccion de citocinas inflamatorias, lo que da lugar a una mayor pérdida de
liquidos.

La diarrea secretora producida por ECET ocurre tras un periodo de incubacion de 1 a 2 dias, y dura una media
de 3 a 4 dias. Sintomas: espasmos abdominales, nauseas, vomito (raro) y diarrea acuosa. No se observan
cambios histolégicos de la mucosa intestinal ni inflamacion. En animales domésticos, las colibacilosis causadas
por los ECET son muy frecuentes, afectan fundamentalmente a animales de pocos dias de edad y recién
destetados, y ocasionan importantes pérdidas economicas en las explotaciones de ganado porcino y bovino.
(Patrick R. Murray, 1994).



ECEP (enteropatogena). Es la principal causa de diarrea infantil en los paises pobres. La enfermedad es rara
en nifios mayores y en adultos, presumiblemente porque desarrollan una inmunidad protectora. La infeccion se
caracteriza por la adhesion bacteriana a las células epiteliales del intestino delgado con la destruccion posterior
de la microvellosidad (E/A histopatologia). Estas cepas forman microcolonias en la superficie de las células
epiteliales con las bacterias unidas a las células del huésped mediante pedestales en forma de copa. Inicialmente
ocurre una unién laxa mediada por los pilis que forman haces (Bfp), seguida de una secrecion activa de
proteinas por el sistema de secrecion bacteriano de tipo Il en la célula epitelial del huésped. Una proteina, el
receptor de la intimina translocada (Tir) se inserta en la membrana epitelial y funciona como un receptor para
una adhesina bacteriana de la membrana externa, la intimina. La diarrea resulta de la mala absorcién que se
produce por la destruccion de la microvellosidades. Las cepas de E. coli que causan diarrea en conejos poseen
la isla de patogenicidad LEE y provocan lesiones intestinales de adhesion y borrado, por lo que se incluyen
dentro de los ECEP. También se han descrito cepas de ECEP que pueden causar diarrea en perros, algunas de
las cuales poseen el plasmido EAF que codifica para la adhesina BFP. No obstante, se ha observado que la
intimina de las cepas de perros no se encuentra relacionada seroldgicamente con la de las cepas humanas.
(Patrick R. Murray.1994).

ECEI (enteroinvasiva). Son pocos los estudios epidemioldgicos en los que se ha estudiado el papel jugado por
los EIEC y, excepto en los llevados a cabo en Brasil, México y Tailandia, las cepas invasivas no se detectaron o
su frecuencia de aislamiento fue muy baja. Sin embargo, se han producido algunos brotes causados por este tipo
de cepas en EE.UU., Checoslovaquia y en Espafia. La mayor parte de los pacientes infectados desarrollan una
diarrea acuosa indistinguible de la provocado por otros grupos de E. coli diarreagénicos. Solamente algunos
pacientes presentan disenteria, que se manifiesta con sangre, mucus y leucocitos en las heces y fiebre. Los
ECEI son muy parecidos a Shigella ya que generalmente son incapaces de fermentar la lactosa, no son moviles,
lisina descarboxilasa negativos y ademas poseen antigenos O que presentan reaccion cruzada con los de
Shigella. Los genes necesarios para la invasividad son llevados por un plasmido (pInv) de 120 MDa en
Shigella sonnei y por un plasmido de 140 MDa en las otras especies de Shigella 'y en E. coli. Ademas también
estan implicados genes cromosomicos que regulan la transcripcion de algunos de los genes plasmidicos. El
modelo actual de patogénesis de Shigella y ECEl comprende los siguientes pasos: (1) penetracion por
endocitosis dentro de las células de la mucosa intestinal del colon, (2) lisis de la vacuola endocitica, (3)
multiplicacion intracelular, (4) movimiento intracelular y (5) diseminacion lateral a las células adyacentes. Los
genes plamidicos mxi y spa codifican para un aparato de secrecion de proteinas de tipo 111 similar al que poseen
los ECEP y ECVT. Este aparato se requiere para la secrecion de multiples proteinas de la membrana externa
(OMP) que estan implicadas en el proceso invasivo y que se denominan proteinas Ipas (invasion plasmid
antigens) (Ipas A a IpasD). IpaC promociona la entrada de la bacteria en la célula, mientras que IpaB lisa la
vacuola fagocitica e induce apoptosis en macréfagos. VirG (IcsA) es una proteina de superficie que es esencial

para que se produzca la condensacion de actina que facilita el movimiento de la bacteria a través del



citoplasma. Los EIEC producen una enterotoxina de 63 kDa (ShET2) que se encuentra codificada en el gen
plasmidico sen. (Patrick R. Murray, 1994).

ECEA 6 ECEAgg (enteroagregativo). Estas cepas se han visto implicadas en una diarrea acuosa, persistente y
con deshidratacion, en los nifios de los paises en desarrollo. Las bacterias se caracterizan por su
autoaglutinacion en forma de “ladrillos apilados”. Este proceso estd mediado por unas fimbrias formadoras de
haces (fimbrias de adherencia agregacion |y 11 [AAF/I y AAF/I1]), que se transportan en un plasmido. ECEA
estimula la secrecion de moco que atrapa a las bacterias en una biopelicula que recubre el epitelio del intestino
delgado. Se observa acortamiento de las microvellosidades, infiltracion mononuclear y hemorragia. No se ha
demostrado ninguna citotoxina, pero es probable que este presente. (Patrick R. Murray, 1994).

ECDA (difusamente adherente). Se ha reconocido por su adherencia caracteristica en cultivos celulares.
ECDA estimula el alargamiento de las microvellosidades con las bacterias embebidas en la membrana celular.
La enfermedad resultante es una diarrea acuosa que se observa fundamentalmente en los nifios de 1 a 5 afios.
(Patrick R. Murray, 1994).

ECEH (enterohemorragica). Son las cepas que causan con mas frecuencia enfermedad en los paises
desarrollados. La ingestion de menos de 100 bacilos puede producir la enfermedad. La gravedad de la
enfermedad varia desde una diarrea leve y no complicada hasta una colitis hemorragica con dolor abdominal
grave, diarrea sanguinolenta, sin fiebre o con ella. (Patrick R. Murray, 1994).

El sindrome hemolitico urémico (SHU), es un trastorno que se caracteriza por insuficiencia renal aguda,
trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica, siendo una complicacion que se ve en el 10% de los
nifios menores de 10 afios. Esta enfermedad es més frecuente en los meses calidos, y la mayor incidencia se da
en los nifios menores de 5 afios. La mayoria de los casos se han atribuido al consumo de carne de vaca o de
otros productos céarnicos poco cocinados, agua, leche no pasteurizada, o0 zumos de frutas ej. Sidra contaminada,
vegetales y frutas contaminadas. (Patrick R. Murray, 1994).

Inicialmente se desarrolla en los pacientes, tras un periodo de incubacion de 3 a 4 dias, una diarrea no
sanguinolenta con dolor abdominal. Se observan vomitos en la mitad de los pacientes. En los dos primeros dias
desde el inicio la enfermedad puede progresar a una diarrea sanguinolenta con dolor abdominal grave. La
resolucion de los sintomas ocurre generalmente entre los 4 y los 9 dias en la mayoria de los pacientes que no
reciben tratamiento; sin embargo, el SHU es una complicacion grave, especialmente en los nifios pequefios. La
muerte puede ocurrir de 3 al 5% con SHU y pueden quedar secuelas graves, (ej. Insuficiencia renal,
hipertension, manifestaciones del SNC como paralisis), hasta en el 30% de los pacientes. (Patrick R. Murray,
1994).

Las cepas de ECEH expresan la toxina Shiga (Stx-1, Stx-2, o ambas), inducen lesiones E/A en las células
epiteliales y poseen un plasmido de 60 MDa que transporta los genes de otros factores de virulencia. Stx-1 es
esencialmente idéntica a la toxina shiga producida por Shigella dysenteriae, Stx-2 tiene una homologia del
60%. Ambas toxinas estan codificadas por bacteriofagos lisogénicos, tiene una subunidad A y cinco
subunidades B que se unen a un glicolipido especifico de la célula huésped (globotriaosilceramida, Gbs). Hay

una alta concentracion de receptores de Gbs en las vellosidades intestinales y en las células endoteliales del
3



rifidn. La destruccion de las vellosidades intestinales da lugar a una disminucién de la absorcidn y un aumento
relativo de la secrecion de liquidos. (Patrick R. Murray, 1994).

El SHU se ha asociado fundamentalmente con la produccion de Stx-2, que destruye las células endoteliales del
glomérulo. Esta destruccion da lugar a la disminucion del filtrado glomerular y a una falla renal aguda. Las
toxinas Stx estimulan también la expresién de citocinas inflamatorias (factor de necrosis tumoral o [TNF-a],
interleucina-6), que entre otros efectos aumentan la expresioén de Gbs. Se han aislado méas de 50 serogrupos de
ECEH; sin embargo se cree que la mayoria de los que producen enfermedad en humanos en Estados Unidos son
del serotipo O157:H7. Los rumiantes, especialmente el ganado vacuno, constituyen el principal reservorio de este

tipo de microorganismos, siendo la carne picada y las hamburguesas los principales vehiculos de transmision.

(Patrick R. Murray, 1994).

Propiedades de las cepas de E. coli que causan infecciones entéricas.

Cepa Mecanismo Infecciones | Presentaciones |Grupo Factores
patogénico entéricas |clinicas comun  de|comunes de
comunes edad riesgo
ECET |LTyST Diarrea, Diarrea  acuosa | Adultos, Viajes al
diarrea  de | profusa; nifos extranjero
los viajeros | calambres,
nauseas,
deshidratacion
ECEP Factor de adhe-|Diarrea Diarrea acuosa, | Nifios de|Edad inferior a
rencia; ataque y|aguda fiebre, vomitos, | menos de | dos afos
lesion en el mucus en las|dos afnos;
epitelio intestinal heces adultos
ECEI Invasion y | Disenteria | Disenteria, Adultos Viajes al
destruccion del |similar a la|constipacion, extranjero
epitelio de la|disenteria |sangre, mucus y
mucosa por Shigella | leucocitos en
intestinal heces; fiebre,
calambres
ECEH |toxinas tipo | Diarrea; Diarrea (no | Nifios Consumo de
Shiga colitis leucocitos); carne poco
hemorragica | calambres cosida.
abdominales;
sangre en heces,
fiebre, sindrome
urémico
hemolitico y
purpura
trombocitopénica
trombrohepatica
(puede o no estar
presente)
ECDA Adherencia |Diarrea acuosa |Nifios de 1 a|Desconocido
células Hela 5 afios
Hep-2
ECEAqgg | Ignorado Diarreas Diarrea acuosa, | Todas las | Desconocido
cronicas y | vomitos edades
agudas




Factores auxiliares de virulencia en E. coli.

Factores de adherencia.

Varios factores desempefian funciones importantes; la hidrofobicidad de la superficie y la carga eléctrica neta
de dicha superficie; las moléculas de adhesion situadas en la bacteria (ligandos) y la interaccion de estas con las
células receptoras del huésped. Por lo general las bacterias y células huésped tienen carga eléctrica negativa
neta en la superficie y, por tanto, son fuerzas electrostaticas que se repelen. Estas fuerzas pueden ser superadas
por interacciones hidréfobas y otras mas especificas entre bacterias y células del huésped, esto es cuanto mas
hidrofdbica sea la superficie de la célula huésped mayor sera la adherencia. Las bacterias también tienen
moléculas especificas en la superficie. Muchas tienen pilis apéndices parecidos a cabellos que se extienden
desde la superficie celular bacteriana y ayudan a mediar la adherencia de la bacteria a la superficie de la célula.
Algunas cepas de E. coli tiene pili de tipo | que se adhieren a los receptores de las células epiteliales que tienen
D-manosa. Las cepas que causan infeccion del conducto urinario comunmente no muestran adherencia mediada
por D-manosa, pero tienen pili P, que se unen a una porcién del antigeno P f del grupo sanguineo; la estructura
minima para el reconocimiento es un disacarido a-D-galactopiranosil-(1-4) B-D-galactopirandsido (adhesion
mediante enlace GAL-GAL). La E. coli que causa enfermedades diarreicas muestran adherencia mediada por
pili a las células del epitelio intestinal, aunque los pili y los mecanismos moleculares especificos de la
adherencia parecen ser diferentes segun la variedad de E. coli causante de la diarrea. (Jawetz, Melnick y
Adelberg, 2005).



ANTECEDENTES.

Estructura quimica de los receptores Gbs.

El receptor Gb; es una globotriaosilceramida, que tiene funcion de glucoesfingolipido neutro (Gala-
1—-4Galpl—4Galcpl—ceramida), une a la toxina de shiga y el entrecruzamiento conduce a la apoptosis.
(Charles A. Janeway Jr., 2003).

Su estructura quimica es la siguiente:

Gb;

Células que expresan Gbs.

Las células B de centro germinal expresan Gbs en su superficie, su funcién es de un glucoesfingolipido neutro,
que une la toxina de shiga a la superficie. El receptor B o BCR, es una inmunoglobulina unida a la membrana
que se expresa en la superficie de la célula B y sirve como receptor celular del antigeno. Las células B
diferenciadas a células plasmaticas secretan inmunoglobulinas con la misma especificidad antigénica
denominadas anticuerpos. La secrecion de anticuerpos, que se unen a agentes patdégenos o a sus productos
toxicos en los espacios extracelulares del organismo, es la principal funcién efectora de las células B en la
inmunidad adaptativa. (Charles A. y Janeway Jr., 2003).

La célula B expresa una variante de IgM que se localiza en la superficie celular. La IgM de la superficie tiene la
misma especificidad antigénica de la molécula del anticuerpo IgM secretado, esto se logra mediante un
mecanismo de “splicing” o empalme diferencial del RNA. EI RNA de la cadena p puede incluir una secuencia
que codifica para cerca de 25 aminoacidos hodrofébicos, misma que le permite a la molécula de IgM
localizarse en la membrana celular como un receptor transmembranal. Posteriormente, en el desarrollo de la

célula B, la regulacion del procesamiento del RNA permite la expresion de una variante de IgD unida a la
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membrana, nuevamente con la misma especificidad de union con el antigeno. A lo largo de este proceso, el
mismo segmento de la region V se expresa con diferentes segmentos de la region C. Como receptores unidos a
la membrana, la IgM o la IgD interactian con otras moléculas de la superficie celular, conocidas como Iga e
IgB, que pueden transducir sefiales después de la union con el antigeno al interactuar con moléculas de
tirosinacinasa y otros componentes de maquinaria de transduccion de la sefial. Estas sefiales provocan eventos
bioquimicos que involucran a fosfatasas intracelulares, cinasas, proteinas de fijacion del GTP, mediadores
lipidicos, iones de calcio y otros intermediarios que eventualmente conducen a la activacion celular. (Jawetz,
Melnick y Adelberg, 2005).

El receptor Gbs también esta presente en células endoteliales, especialmente en el endotelio de glomérulo renal
y de otras areas de la microcirculacion, en células tubulares renales y en glébulos rojos del grupo sanguineo Pk.
(Paton J, Paton A., 1998 y Besser R. 1999). También se ha hecho la deteccion de Gbs por medio de
inmunohistoquimica en cerebro de rata, conejo y humanos resultando esta positiva. (Iku U., 2001).

Células que expresan Gbs en el conejo.

En un estudio previo la toxina de Shiga causé efecto enterotoxico y neurotoxico en conejos mediado por el
receptor celular Gbs. Por otro lado en el modelo desarrollado por Valdivia A.G. 1995 se pudo apreciar que el
conejo dio un efecto renal mas marcado que el reportado para el cerdo y, en base a la bibliografia, que este
efecto pudiera ser por la mayor cantidad de Gbs a nivel glomerular, principalmente del lado capilar. Por lo que
se concluyo que las células que manifiestan Gbs; en su superficie son las del endotelio vascular, células
endoteliales intestinales, células renales y células de S.N.C. (Valdivia A. G., 1995).

Factores que afectan la expresion del receptor.

Se ha determinado que en el conejo el receptor Gh; aparece a los 16 dias de edad en el intestino, lo que explica
el efecto enterotdxico. Observandose que la cantidad de Gbs se incrementa hacia el destete, a diferencia con
otras especies animales como el raton que al nacimiento tienen Gbs pero su cantidad se disminuye al destete,
esto probablemente sea regulado por hormonas. (Valdivia A.G., 1995).

Revision de la enfermedad de Sindrome Urémico Hemolitico (SUH).

A pesar de que el termino SUH fue introducido en 1954 por Passer, se hace una revision cuidadosa de la vieja
literatura que revela algunas observaciones trascendentes. En 1927, Adam (Adam, A. 1927) reportd una
epidemia infantil de gastroenteritis producida por un tipo especial de bacteria coniforme con propiedades
fermentativas Unicas. Posteriores observaciones, describieron una enfermedad similar, con diarrea y que
ocasionalmente se complicaba con purpura, anuria y anormalidades neurolégicas. En la necropsia, estos casos
evidenciaban trombosis capilar y arteriolar y oclusion del ovillo glomerular por trombos de fibrina (Adam, A.
1927), fue considerada E. coli serotipo O111:B4 el agente causal en mas del 90% de estos casos (Belnap, W.D.
1955). Varios afios después, Konovalciuck (Konowalchuk, J. 1977) observd que las cepas E.coli aisladas de
heces humanas provenientes de casos con diarrea, producian una toxina similar por Shigella disenteriae (tipo 1),
Ilamada Shigatoxina o Stx, la que resultaba citopatica para las células Vero (células de rifidn de mono africano).

Subsecuentemente, esta toxina recibio diferentes nombres, tales como Toxina Shiga-Like SLTx o Verotoxina
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(O'Brien, A.D. 1987). En 1978 Koster y col. (Koster, 1978) propusieron que una toxina circulante fuese la
causa de la colitis, hemdlisis e insuficiencia renal presente en nifios con SUH y evidencia de infeccion con
Shigella disenteriae tipo 1. Pocos afos después un estudio de caso-control de Riley y colaboradores (Riley,
L.W., 1983) encontr6 una fuerte asociacion entre colitis hemorragica e ingestion de hamburguesas
contaminadas con E. coli O157:H7. El aislamiento posterior de la misma cepa E. coli, con Unicas propiedades
fermentativas del sorbitol, en la mitad de 47 nifios con diarrea y en ninguno de los sujetos sanos usados como
control sugirié una fuerte relacion de causa efecto entre la ingestion del alimento contaminado y la colitis
hemorragica (Riley, L.W., 1983). En el mismo periodo Karmali y col. demostraron la actividad de Stx en
filtrados de heces, asi como también un aumento en el titulo sérico de anticuerpos neutralizantes de la Stx en
nifios con infeccidn por E.coli O157:H7 y diarrea esporadica asociada con SUH () Karmali, M.A., 1983). De
esta manera a casi 60 afios después de las observaciones por Adams y col. () Karmali, M.A., 1983), estos
hallazgos suministraron una demostracion definitiva del rol directo de una toxina bacteriana (Stx) en la
patogénesis del SUH. Las cepas de E. coli O157:H7 aisladas en pacientes con SUH generalmente producen
ambas toxinas Stx1 y Stx2 (Keusch, G.T. 1997 y Paton, J.C. 1998). En una reciente epidemia de colitis
hemorragica producida por Stx1 ningun paciente desarrollo SUH, lo cual podria sugerir que la Stx2 de la E. coli
es el patogeno principal en la mayoria de los casos de SUH. (Hashimoto, H., 1999).

Agentes implicados en la activacion y dafio endotelial.

La secuencia de eventos que unen la infeccidon con E. coli a las manifestaciones de la enfermedad no son
completamente conocidas. Luego de la ingestion oral de alimentos o agua contaminada, E. coli O157:H7
alcanza el intestino y se adhiere firmemente a las células epiteliales de la mucosa intestinal. La adhesion a
través de una proteina externa de membrana de 97 kDa Ilamada intimina (Jerse, A.E. 1991), produce una lesion
caracteristica de adhesion y eliminacion, destinada a prevenir la expulsion del microorganismo (Donnenberg,
M.S., 1993). La rotura consecuente del borde en cepillo es suficiente “per se” para ocasionar diarrea
sanguinolenta. Sumado a esto, E. coli O157:H7 (asi como también otros serotipos productores de Stx como E.
coli O111, y las no méviles 026:H11 o O103:H2) pueden producir grandes cantidades de Stx, la cual atraviesa
las células epiteliales polarizadas gastrointestinales, probablemente a través de la via transcelular (Acheson,
D.W.K., 1996), para luego arribar a la circulacion general. La forma de transporte de la toxina desde el intestino
hacia los diferentes 6rganos es aln desconocida, no obstante nunca fue detectada toxina libre en circulacion en
pacientes con SUH (Uchida, H., 1999). Un reciente estudio observé in vitro una rapida union de la Stx a los
leucocitos polimorfonucleares (PMNSs), no asi a los hematies, monocitos, plaquetas y lipoproteinas (te Loo,
2000) El receptor de los PMNs para la Stx, tiene 100 veces menor afinidad por la toxina que el receptor de alta
afinidad (globotriaosilceramida) presente en las células endoteliales glomerulares. Como consecuencia de ello,
al menos in vitro, los PMNSs cargados de toxina transfieren el ligando a las células epiteliales glomerulares lo

cual promueve la muerte celular (te Loo, 2000).



Shigatoxinas.

Las shigatoxinas (Stx) se clasifican de acuerdo a la similitud antigénica con la toxina de shiga. Aquellas cuya
actividad citotoxica es neutralizada por antisuero contra la toxina de Shiga son llamadas como tipo 1 (Stx-1), en
tanto que las Stx sin neutralizacion cruzada con el antisuero para Stx son clasificadas como tipo 2 (Stx-2).
Existen también subtipos de Stx2 (Stx-2c y Stx-2e) que comparten propiedades de hibridacion cruzada de sus
genes, pero muestran diferencias significativas en sus actividades bioldgicas, reactividad serolégica y union al
receptor (Calderwood, S.B., 1998). Todos los miembros de la familia de las Stx consisten de pentameros de 7-8
kd llamados subunidades de unién (subunidades B) asociados en manera no covalente con subunidades
enzimaticas de aproximadamente 35 kd (subunidades A). Las Stx se unen a las células blanco a traveés de un
glicolipido neutro Gbs y la globotetraocilceramida Gby, y producen una inhibicion de la sintesis proteica en las
células blanco a través de la actividad de una glicosidasa-N especifica de las subunidades A que actdan en un
sitio adyacente a la adenina- 4324 en el componente 28 S rRNA de los ribosomas eucariotes (Inward, C.D.,
1995). Las células del epitelio glomerular humano son sensibles a los efectos citotoxicos de la Stx, en particular
cuando la exposicion al TNFa incrementa en la superficie celular la expresion de Gbg, ya que el Gb; media en
la union e internalizacién de la toxina por endocitosis (Van Setten, 1997). Los receptores de la Gbs contienen
acidos grasos de cadena corta que conducen a la toxina al reticulo endoplédsmico en lugar del aparato de Golgi y
de esta manera incrementan la citotoxicidad de la toxina (Kiarash, A., 1994, Sandvig, K., 1996 y Arab, S.
1998). Las diferencias genéticas en la composicion de los acidos grasos de la Gbs pueden explicar la diferente
susceptibilidad individual a los efectos de la toxina (Arab, S. 1998). Los efectos usuales de la Stx son la
inhibicion de la sintesis proteica y la muerte celular. Las subletales de Stx pueden también alterar la produccion
de mediadores vasoactivos provenientes del endotelio, tales como endotelina y éxido nitrico, los cuales a su vez
pueden contribuir a los cambios microvasculares tales como la colitis hemorragica y el SUH (Bitzan, M.M.,
1998).

Las células mesangiales, las células epiteliales de los tubulos renales, los monocitos y las lineas celulares
derivadas de los monocitos, son también susceptibles a los efectos toxicos de la Stx (Andreoli, S.P. 1999). La
Stx-1 produce una inhibicion de la sintesis proteica en las células mesangiales humanas, ademas de dicho efecto
se ha demostrado potenciado al incubar dichas células con IL-1 y TNFo (van Setten, 1997).La Stx produce
también apoptosis de las células tubulares proximales humanas, este efecto también se ha visto potenciado por
IL-1, LPS y TNFa (Hughes, A.K., 1998). Varias lineas celulares incluidos los macréfagos (Harel, Y., 1993),
monocitos (van Setten, 1998, Inward, C.D., 1997), lineas celulares derivadas de los monocitos (van Setten,
1998, Inward, C.D., 1997) y las células tubulares (Hughes, A.K., 1998) al ser expuestas a dosis subletales de
toxina resultan estimuladas para producir grandes cantidades de citocinas, tales como TNFa, IL-1 e IL-6. Este
proceso se acomparfia de un incremento en la expresion de MRNA mediado por la translocacion nuclear de los
activadores nucleares: factor Kappa B y activador de la proteina 1 (Sakiri, R., 1998). Algunas de estas citocinas,
tal como IL-8, estimulan la degranulacion de los PMNs vy la liberacion de enzimas oxidantes y proteoliticas
como la elastasa (Fitzpatrick, M.M., 1992). El aumento en la regulacion de la produccion de citocinas,

activacion de los PMNs y el incremento de la actividad oxidativa, potencian los efectos citopéticos directos de
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la Stx, todo lo cual sirve para amplificar el dafio vascular y alterar el fenotipo normal de tromboresistencia de
las células endoteliales (Andreoli, S.P. 1999).

Existe evidencia experimental que demuestra la coincidencia en los sitios de expresion de la Gbs con los sitios
de dafio tisular producidos por la Stx (Zoja, C. 1992). Luego de una provocacion con Stx-1 purificada de E. coli
0157:H7, los conejos presentan alteraciones neuroldgicas y entéricas que se manifiestan con edema endotelial
y oclusién de las pequefias arterias y arteriolas, pero sin signos de compromiso renal (Zoja, C. 1992). En
humanos, el receptor Gbs se expresa en la membrana de las células epiteliales y endoteliales de la mucosa y
submucosa gastrointestinal respectivamente y en las células endoteliales y tubulares renales, particularmente en
la corteza renal (Boyd, B. 1989). Un estudio reciente demostré que la Stx dafia directamente las células del
tubulo proximal y que este efecto aumenta ante la presencia de IL-1 y lipopolisacaridos (Kaplan, B, S, 1998).
Es por ello que se ha especulado que la distribucion gastrointestinal y renal del receptor Gbs puede conducir al

dafo tisular, causando diarrea sanguinolenta e insuficiencia renal. (Kaplan, B, S, 1998).
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Mecanismo de accidn de la Toxina Shiga

Adhesinas.

E. coli es capaz de permanecer en el tracto urinario o en el tracto digestivo debido a que son capaces de
adherirse a las células en estos aparatos y evitar ser eliminados por el empuje de la orina en la miccion o por la
motilidad intestinal. Poseen numerosas adhesinas muy especializadas. Estas incluyen factores antigenos del
factor de colonizacién (CFA/I, CFA/IL, CFA/IINI), fimbrias de adherencia y agregacion (AAF/I, AAFII), pili que
forman haces (Bfp), intimina, pili P (que también se une a los antigenos del grupo sanguineo P), Proteina Ipa
(antigeno del plasmido de invasion) y fimbrias Dr (que se unen a los antigenos del grupo sanguineo Dr) (Patrick
R. Murray, 1994).
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Exotoxinas.

E. coli produce también un espectro variado de exotoxinas. Estas incluyen las toxinas Shiga (Stx-1, Stx-2), las
toxinas termoestables (STa y STh) y las toxinas termolabiles (LT-1y LT-11). Ademas las hemolisinas (HIyA) se
consideran importantes en la patogénesis de la enfermedad producida por E.coli uropatégeno. (Patrick R.
Murray, 1994).

Endotoxinas.

Ante una infeccion por E. coli, las endotoxinas bacterianas (lipopolisacaridos o LPS) y la Stx se sinergizan en el
dafo inicial a los 6rganos blanco, incluido el rifion (Karpman, D., 1997). Los LPS suceptibilizan a las células
endoteliales a la apoptosis cuando son expuestas a cantidades picomolares de Stx (van Setten, 1997, Louise,
C.B. 1995). Ademas los LPS provenientes de E. coli productoras de Stx activan a los PMN a liberar TNF a, IL-
1, elastasa y radicales libres que son altamente toxicos para el endotelio microvascular (Forsyth, K.D., 1989).
Consecuencias del dafio vascular, pérdida de la trombo resistencia fisioldgica.

Todas las propiedades del endotelio vascular normal estan virtualmente alteradas en el SUH/PTT. Las células
endoteliales sintetizan muchas sustancias involucradas en la coagulacion y fibrindlisis, incluyendo
prostaciclinas, éxido nitrico, trombomodulina, inhibidor del activador tisular del plasminégeno y proteina S.
Han sido reportadas alteraciones en los niveles de estas sustancias en el SUH/PTT. Particularmente, ha sido
demostrada una capacidad reducida para formar PGI2 in vitro (Remuzzi, G., 1978), y muy probablemente esto
también ocurre in vivo, como ha sido documentado por la reduccion en la excrecion urinaria del producto de
hidrolisis 6-ceto-PGF1a el cual refleja la sintesis renal de PGI2, como ha sido encontrado en nifios con SUH en
la etapa aguda de la enfermedad (Noris, M., 1992). La relajacién de las arterias renales de resistencia
dependiente del endotelio, constituye una prueba indirecta de la sintesis alterada de 6xido nitrico, que se
muestra deteriorada en animales tratados con CsA (Takenaka, T., 1991). Estos animales pueden desarrollar
lesiones microvasculares que recuerdan a las del SUH, sumado a la evidencia existente que la sintesis de 6xido
nitrico esta reducida en el SUH (Siegler, R.L., 1991). El segundo mensajero del 6xido nitrico, el GMPc, esta
significativamente reducido en la orina de los nifios con SUH agudo y se normaliza con la recuperacién del
cuadro. Si las anormalidades citadas reflejan simplemente la injuria a las células endoteliales o son de
importancia fisiologica no esta aun determinado. La pérdida de prostaciclinas y oxido nitrico y el incremento en
el factor de von Willebran podria resultar en una pérdida de la trombo resistencia fisiologica del endotelio
normal y la consecuente agregacion plaquetaria a los diversos lechos vasculares en todo el organismo, creando
un circulo de vasoconstriccion con depdsito de fibrina y plaquetas y posterior trombosis. En este sentido es de
interés notar que la Stx es un instrumento para promover la adhesion plaquetaria y trombosis en las células
endoteliales en condiciones de alto estrés (Galbusera, M., 1998). Ademas, las células del endotelio micro
vascular son remarcablemente mas susceptibles que el endotelio de los grandes vasos a la activacion plaquetaria
y trombosis inducida por la Stx, lo cual esta en relacién con la alta expresion de los receptores para la Stx en la

micro circulacion. (Galbusera, M., 1998).
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Hallazgos patoldgicos.

En el SUH, los microtrombos estan confinados casi exclusivamente al rifion es por ello que el fallo renal es la
caracteristica predominante. En la PTT, el cerebro es el 6rgano involucrado principalmente y aparentemente los
microtrombos se forman y dispersan repetidamente, produciendo sintomas neurolégicos intermitentes. Los
pacientes pediatricos, principalmente los nifios menores de 2 afios, con SUH asociado a Stx, es predominante el
patrén de dafio glomerular. Los infiltrados leucocitarios y los trombos son frecuentemente observados en la fase
temprana de la enfermedad y usualmente se resuelven en 2 o 3 semanas (Kaplan, B.S., 1998). En adultos es raro
el compromiso glomerular puro. En tanto que la afeccion vascular es el hallazgo predominante, asociado con
hipertension arterial severa, frecuente compromiso neurolégico con secuelas y alta mortalidad.(Morel-Maroger,
1980).
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

Evaluar la participacion de los factores auxiliares de virulencia (Stx1, Stx2, A/E) de Escherichia coli O157:H7
en la expresion de receptores de Gbs para las toxinas Stx.

Objetivos particulares.

Determinar la expresion de los receptores para las toxinas Stx1 y Stx2 en el rifion y apéndice cecal del conejo,
causados por la infeccidn experimental con la cepa de referencia EDL933.

Determinar la sobre expresion de los receptores para las toxinas causados por el factor A/E, endotoxina y
toxinas Stx de Escherichia coli O157:H7; en el rifion y apéndice cecal del conejo.

Determinar el posible papel de los factores auxiliares de virulencia (Stx1, Stx2, A/E) en la patogénesis de la
infeccidn experimental en el conejo.

Hipotesis.

La infeccion experimental en el modelo de conejos incrementa los receptores Gbg, asociandolo a los factores
auxiliares de virulencia: A/E asi como a las toxinas Stx1 y Stx2 de las cepas de E. coli enterohemorrégica
(EHEC).
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MATERIAL Y METODOS.

Se hizo la identificacion previamente de las cepas de E. coli mediante las pruebas bioguimicas como Citratos
(Bioxon), reduccion de Nitratos (Difco), Urea (Bioxon), TSI (Hierro y triple azlcar) (Bioxon), MIO (Movilidad
produccion de Indol y actividad de Ornitina descarboxilasa) (Bioxon), LIA (Lisina Hierro Agar) (Bioxon), MR-
VP (Rojo de Metilo-Voges Proskauer) (Bioxon), Sorbitol (Bioxon) y Tincion de Gram, esto para asegurar que
el inoculo no estuviera contaminado por otras bacterias y que no desviara los resultados posteriores.
Primero se hizo un sembrado de las cepas donde se utiliz6 Agar soya tripticaseina, Medio de Mc Conkey,
EMB, de la marca Bioxon, Posteriormente se realizaron la pruebas bioquimicas utilizando medios para MIO,
TSI, LIA, Citratos, Urea, MR-VP y Sorbitol.
Se hicieron pruebas bioquimicas a las 6 cepas de referencia, y se determiné el género y la especie, con las tablas
de clasificacion de Enterobacterias (Cowan, S., 1979, Holt, J., 1994).
Las cepas EDL 933 MED, K12, 933 J y 933 W fueron donadas por el Dr. Carlos Eslava de la Facultad de
Medicina de la UNAM y la cepa EDL 933 IBT y EDL933 A-ler, por el Dr. José Luis Puente del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. (Cuadro # 1).

FACTORES AUXILIARES DE VIRULENCIA DE LAS CEPAS DE Escherichia coli USADAS EN EL

TRABAJO
CUADRO #1

CEPA SEROTIPO Stx 1 Stx 2 Gen eae AgO LPS
K 12 OR - : ; ; "
EDL 933 IBT 0157:H7 n T ; T ;
EDL 933 MED 0157:H7 + T T T ;
EDL933 A-LER 0157:H7 + T 5 " ;
933J OR i - ; . n
933 W OR - T _ . ;

OR.- antigeno O de tipo rugoso
Obtencion de los tejidos.
Se llevd a cabo la inoculacion de las cepas faltantes, EDL 933 MED y EDL 933 IBT en el apéndice cecal, por
medio de la cirugia previamente descrita. (Valdivia Anda Guillermo, 1995). Las demés cepas como K12, 933
A-ler, 933 J y 933 W ya se habian obtenido 6rganos por medio de trabajos previos. (Cortes Fernandez de A.
Norhan, 2003, Brambila Gonzélez Adriana y Martinez Rivas Mariana, 2006). (Cuadro # 2)

CONEJOS INOCULADOS PREVIAMENTE Y PARA EL PRESENTE TRABAJO

CUADRO #2

CEPAS CST | K12 EDL EDL EDL EDL EDL
933 A-|933)J 933 W | 933 933
LER IBT MED

NUMERO DE

CONEJOS *4 *6 *4 *3 *6 'Y *3

INOCULADOS Y,
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* Conejos inoculados previamente en otros trabajos de tesis de licenciatura. (Cortes Ferndndez de A. Norhan,
2003, Brambila Gonzélez Adriana y Martinez Rivas Mariana, 2006).

e Conejos inoculados en el presente trabajo.

Las muestras de los tejidos de los conejos fueron tomados de un trabajo previo correspondiente. (Cortes
Fernandez de A. Norhan, 2003, Brambila Gonzalez Adriana y Martinez Rivas Mariana, 2006), en los casos en
que no se contaba con el tejido o estaba dafiado, se realiz6 la cirugia de acuerdo a la técnica descrita en Valdivia
A.G., 1995, la cual se describe brevemente a continuacion.

Se utilizaron conejos de la raza Nueva Zelanda blancos con un peso entre 1.6 Y 1.7 Kg. para la realizacion de
las cirugias, los animales se obtuvieron de la granja de cunicultura de la FESC Campo # 4.

*Se pusieron a los conejos en ayunas durante 24 h. aproximadamente antes de las cirugias.

*Se limpid y desinfecto el quiréfano con una solucion de cloruro de benzalconio, tanto mesa de cirugia como
mesa mayo y el material de cirugia como batas, gasas y jeringas se esterilizaron previamente en la autoclave. El
material de corte se colocd en una solucion de cloruro de benzalconio una hora previa a la cirugia.10 ml en un
litro de agua y por ultimo las manos fueron lavadas con agua y jabdn quirdrgico.

*Antes de anestesiar a los conejos se sangraron de la vena yugular para posteriormente procesar las muestras en
el laboratorio. En este tiempo se rasuraron del cuello y del abdomen.

*Se tranquilizo a los animales con propionilpromazina (Combelen) a una dosis de .3 ml y posteriormente se
anestesié con ketamina (Anesket) a una dosis de 1.2 a 1.3 ml dependiendo del peso de cada animal ya que
algunos requirieron de un poco mas. Las dosis de tranquilizante y anestésico fueron aplicadas por via
intramuscular.

*Se colocaron los conejos en decubito dorsal en la mesa de cirugia sujetados de las 4 extremidades, nos
cambiamos para la realizacion de las cirugias poniendonos las piyamas y guantes estériles asi como cofia y
cubre bocas se hizo la asepsia del area abdominal previamente rasurada, con una solucién de benzal.

*Se delimito el area de cirugia con campos estériles, sobre el abdomen del conejo previamente esterilizado.
Cirugia.

Se procedid a hacer la incisién sobre la linea media del abdomen a partir del proceso Xifoides 4 cms hacia
abajo antes de llegar a la cicatriz umbilical. Se incidié piel, tejido subcutaneo, musculo sobre la linea alba y
peritoneo hasta llegar a cavidad. Se localiz6 el apéndice cecal en el cuadrante posterior derecho. Se delimitd y
se pusieron gasas alrededor de la incision humedecidas con S.S.F. estéril y se estuvo rehidratando el érgano
todo el tiempo.

Ya localizada la apéndice cecal se localizd e identificd la irrigacion anatémicamente del 6rgano, también se
seleccionod la parte para la inoculacion, esta se consideré del &pice del saco ciego 3 a 4 cms hacia atras
aproximadamente (figura # 1). Teniendo identificado esto se prosiguio con la hemostasis de la arteria principal
que irriga estas porciones, se fueron ligando y seccionando (figura # 2), una vez terminado con la separacién de
la irrigacion arterial se procedio a diseccionar el 6rgano el cual fue sostenido por unas pinzas de mosquito. La

porcién que quedd del lado contrario del saco ciego se cerrd primero con una sutura de Conell y después con
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Cushing, al terminar se rehidratd y se regresé a cavidad abdominal (figura # 3). La porcion restante se hizo lo
siguiente: se protegio toda el &rea con gasas humedecidas a manera de que cualquier sustancia no cayera en
cavidad abdominal, se lavo el 6rgano introduciendo una sonda con S.S.F. estéril y salieron todos los desechos
que habia en ella, estos se depositaron en un frasco donde cayd todo el contenido (figura # 4), una vez
terminado con el lavado y sin quedar residuos se sacé la sonda y se retird el frasco. Después se tomo el inoculo
y se le inyecté 1 ml dentro del saco, con la precaucion necesaria para que no hubiera alguna infeccion en
cavidad abdominal produciendo una peritonitis posterior. Al terminar se limpi6 y se desinfectd el area de

inoculacién con unos toques de benzal antes de suturar.

Figura # 2

Figura# 4 Figura#5 Figura # 6

Al terminar con la desinfeccién se procedi6 a suturar de igual manera primero con una sutura de tipo Conell y
después con Cushing. Al terminar se limpié y se rehidratd el 6rgano para regresarlo a cavidad abdominal
(figura # 5). En este momento tomd un tiempo séptico en donde se cambid el material de cirugia, campos y
guantes.

Después se procedio a cerrar cavidad abdominal por estratos (peritoneo, muasculo por linea media, tejido
subcutaneo y piel) (figura # 6). Al terminar se le aplic6 Negasunt (polvo) para evitar cualquier infeccion en la
herida (figura # 7). (Valdivia A.G 1995).
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Figura# 7

Postoperatorio

Posteriormente a todos los conejos que se les realizo la cirugia, se dejaron en jaulas con alimento y agua y se
tuvieron en observacion durante 7 dias, al termino de estos dias se realizé la eutanasia en forma humanitaria,
con sobredosis de anestesia, a los que no morian en este lapso. (Valdivia A.G 1995).

Necropsia y obtencion de tejidos.

Al momento de la muerte de los conejos se les hizo la necropsia para obtener los érganos como bazo, rifion,
intestino delgado, intestino grueso, apéndice cecal y cerebro, los cuales se pusieron en una solucion de
paraformaldehido para su conservacion. Hubo conejos que no murieron en el tiempo que se tenia determinado
(7 dias) los cuales se les realizd la eutanasia en forma humanitaria con sobredosis de anestesia. (Valdivia A.G
1995).

Proceso histologico de los 6rganos.

Los &rganos utilizados para la evaluacion fueron el rifion y apéndice cecal; previamente puestos en
paraformaldehido, se sacaron de la solucidn, y se obtuvieron cortes por medio de la técnica por congelacion.

Se incluyeron los 6rganos ya cortados en porciones, en el medio para congelacion llamado crio preservador
Tissue Freezing Medium, un dia antes y se pusieron en refrigeracion a 4°C.

Posteriormente se sacaron del refrigerador y se pusieron en las bases del criotomo para su corte, el criotomo se
encontraba a una temperatura entre -24° a -26° C.

Se realizaron los cortes y se montaron en las laminillas, siendo estos, 3 cortes en cada laminilla, se
identificaron, se envolvieron en papel servilleta, por Gltimo en papel aluminio y se dejaron en el congelador
para su posterior procesamiento.

Meétodo para la estandarizacion de la prueba.

Para la estandarizacion del anticuerpo monoclonal anti — hum CD/77 (marca Serotec) y del anticuerpo
policlonal anti — rata IgM Conjugado HRP (marca Serotec), se hizo lo siguiente:

Se utilizaron muestras de rifién a las cuales se procesaron una sin CD/77, otra con CD/77 a la dilucién con PBS
1:2 y otra con CD/77 directo sin diluir y al mismo tiempo se utilizaron diluciones del conjugado 1:1000,
1:2000. 1:4000 y 1:8000. Tomando en cuenta y como resultado final la laminilla que tuviera menor ruido de

fondo y mayor marcaje. (Cuadro # 4).
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Técnica de inhibicion de peroxidasa enddgena.

Antes de procesar los tejidos se realizd la inhibicién de la peroxidasa enddgena de los tejidos de la siguiente
manera:

Se tomaron las laminillas con los tejidos montados y se hidrataron durante media hora.

Después se les agreg6 una solucion de H,O; al 6% y metanol al 80% por 45 minutos.

Por altimo se enjuagaron con PBS.

Teniendo los tejidos ya listos se siguid el tren de procesamiento siguiente:

Inhibicion d Se aplicé 20 pl de CD/77 Se 1avé 5 veces
nhibicion ae directo, se dejo en camara
peroxidasa . htimeda a 37° C por 1 hora. I con PBS (pH 7.5)
enddnena
Revelado <+—— Se lavo 5 veces con PBS Se aplicd 30 pl Anti — rata HRP
(pH 7.5) < (1:4000), se dejo en camara
hiimeda a 37° C nor 1 hora.

\

Se puso medio de montaje
como resina.

El Revelado consistio de:

Reactivo A, gque es una solucion Buffer

Reactivo B, que es Diaminobencidina

Reactivo C, que es H,O, (perdxido de hidrégeno)

Liquid DAB Substrate Kit (Marca Zymed)

Se prepar6 en un tubo Eppendorf 1 ml de agua destilada y se agregaron 2 gotas del reactivo A, luego se
agregaron 17 ul de reactivo B, se mezclaron y después se agregaron 17 pl de reactivo C, esta solucién se agregd
a los tejidos al mismo tiempo que se observd al microscopio para ver la reaccion de revelado, se detuvo a
criterio agregando PBS.

Tincion.

Después se tifieron las laminillas agregando 20 pl de Hematoxilina y Carbonato de Litio al 1% a cada tejido
por 3 minutos, se enjuag6é con agua corriente y por ultimo se deshidrataron los 6rganos sumergiéndolos 3
minutos por solucion, las soluciones fueron las siguientes:

OH80° —p OH96° —p OH ABSOLUTO —p XILENOI — XILENOII

Se dejaron secar las laminillas por unos minutos, por Gltimo se les puso la resina y se cubrieron con los
cubreobjetos.

Posteriormente se observaron a microscopio y se leyeron las reacciones obtenidas, teniendo como resultados los

siguientes datos en los cuadros de Rifion y Apéndice Cecal. (Cuadro # 5)
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RESULTADOS.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS A LAS 6 CEPAS DE

REFERENCIA.
CUADRO #3
BACTERIA. M.1.O. | T.S.L. L.I.A. CITRAT. | UREA | MR | VP | SORB.
K12 + + - Fermentacion de | Descarboxilacion de
carbohidratos lisina a cadaverina y
Produccion de gas | didxido de carbono (+)
Lactosa () OO NIONIORNGC
No produce acido
sulfhidrico
EDL 933 IBT + + - Fermentacion de | Descarboxilacion de
carbohidratos lisina
Produccion de gas | a cadaverina y dioxido
Lactosa (+) de carbono (+) (') (') (+) (') (')
No produce acido
sulfhidrico
EDL 933 MED + + + | Fermentacionde | Descarboxilacion de
carbohidratos lisina a cadaverina y
Produccion de gas | dioxido de carbono (+)
Lactos (4 G |G H6] 6
No produce acido
sulfhidrico
EDL 933 A-LER + + + | Fermentacion de | Descarboxilacion  de
carbohidratos lisina a cadaverina y
Produccion de gas | dioxido de carbono (+)
Lactos (4 OENONIGINOING
No produce acido
sulfhidrico
933 J + + - Fermentacion de | Descarboxilacion  de
carbohidratos lisina a cadaverina y (') (') (+) (+) (')
produccién de gas | didxido de carbono (+)
Lactosa (-)
933 W + + - Fermentacion de | Descarboxilacion  de

carbohidratos
No produce gas
Lactosa (-)

lisina a cadaverina y
diéxido de carbono (+)

(+)

(+)

(+)

Todas las pruebas bioquimicas realizadas a las 6 cepas de referencia empleadas en el estudio, se obtuvo que

todas confirman al género y especie de Escherichia coli, como se observa en el cuadro # 3, esto permitid

utilizarlas posteriormente para la inoculacién en los conejos.
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RESULTADOS DE LA ESTANDARIZACION DEL ANTICUERPO POLICLONAL HRP ANTIRATA
IgM (CONJUGADO) Y DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-HUMANO CD/77.

CUADRO #4
REACTIVOS RUIDO DE FONDO MARCAJE DILUCIONES DEL
ANTICUERPO POLICLONAL

ANTI-RATA IgM

(CONJUGADO)
Sin anticuerpo monoclonal ++ + 1:1000
anti-humano CD77 ++ + 1:2000
++ - 1:4000
- - 1:8000
Con anticuerpo monoclonal + ++ 1:1000
anti-humano 1:2 CD77 +++ ++ 1:2000
++ + 1:4000
++ + 1:8000
Con anticuerpo monoclonal +++ +++ 1:1000
anti-humano CD77 directo. + ++ 1:2000
+ s 1:4000
+ - 1:8000

Para la prueba de estandarizacion de inmunoperoxidasa, se aprecia que el menor ruido de fondo y mayor
marcaje se obtuvo con las diluciones 1:4000 de conjugado y anticuerpo monoclonal anti-humano CD77 sin
diluir, por lo tanto es la que se utiliz para el presente trabajo. Estos resultados los podemos apreciar en el
cuadro # 4. Por lo tanto la dilucién con mejores resultados fue de CD77 directo con conjugado a dilucion de
1:4000.
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RESULTADOS DE LA EXPRESION EN LOS CORTES HISTOLOGICOS AL APLICAR PBS,
CONJUGADO Y CONJUGADO/CD77

CUADRO #5
MED MED IBT IBT CST
Laminilla# 1 Laminilla# 2 Laminilla# 3 Laminilla# 4 Laminilla# 5
RINON
pbs | conj | Conj/cd77 | Pbs | conj | Conj/cd77 | pbs | conj | Conj/cd77 | pbs | conj | Conj/cd77 | pbs | conj | Conj/cd77
CAPSULA - + ++ - - - ++ + + + - -
GLOMERULAR
GLOMERULO - + + - - + - - - - + + + +
T.CP ++ ++ + + - ++ + - - + + ++ ++ + ++
T.C.D ++ ++ + - + - + - + + + ++ + ++ +
TUB. COLECOR / + +++ - - + ++ ++ ++ + ++ + + + +
ASADE LA / + +++ - - ++ ++ ++ ++ + ++ ++ + + +
NEFRONA
VASO SANG. / ++ ++++ - - - + ++ ++ + ++ + ++ | o+t ++
AP. CECAL
DOMO SUPERF. - - - / + - - B + + T N - _
LINFO..MUCQOSA + + + + ++ + - + + ++ ++ ++ - - -
LINFO. SUBMUC + + + + + - - - B + + T N B -
SUPERF. VELLO. / / / - - - / / / / + / - - +
PAR INT. VELLO / / / - - ++ / / / / + + - N N
LUZ - - - - - - - - - - - - - - -
CST MED IBT MED 933 J
Laminilla# 6 Laminilla# 8 Laminilla# 9 Laminilla# 10 Laminilla# 11
RINON
pbs | conj | Conj/lcd77 | Pbs | conj | Conj/cd77 | pbs | conj | Conj/lcd77 | pbs | conj | Conj/lcd77 | pbs | conj | Conj/cd77
CAPSULA - + + ++ +++ - - - - - - - - B
GLOMERULAR
GLOMERULO - + + - ++ ++++ = - - - - - - + B
T.CP - + + + + ++ - - - - + N B T T
T.CD - ++ ++ + + + - - - R N - R ¥ T
TUB. COLECOR - ++ ++ + + ++ - R R R T T+ T T T
ASADE LA - + + + + ++ - - - - + ++ + T T
NEFRONA
VASO SANG. - + + + ++ + - - - R + + T T+ T+
AP. CECAL
DOMO SUPERF. - - - - - + - - - - - - - - B
LINFO..MUCOSA - - - - - + . . - ND | - - + . -
LINFO. SUBMUC - - - - - + - - - ND | - - + - -
SUPERF. VELLO. - - - - - / - - - / - - / - B
PAR INT. VELLO - - - - - / - - - ND - - - - B
LUz - - - - - - - - - - - - - - -
933 J 933 W 933 W 933 W 933 W
Laminilla# 12 Laminilla# 13 Laminilla# 14 Laminilla# 15 > Laminilla # 16
RINON
pbs | conj | Conj/lcd77 | Pbs | conj | Conj/cd77 | pbs | conj | Conj/cd77 | pbs | conj | Conj/cd77 | pbs | conj | Conj/cd77
CAPSULA - - - - . B N n - N " T
GLOMERULAR
GLOMERULO - - - - - - - - - - + +
TCP - - - - + - - - - - + ++
T.CD - - - - - - - - - - ++ ++
TUB. COLECOR - ++ . B . - N N - - n "
ASA DE LA - + - - - - B B N - T T
NEFRONA
VASO SANG. - + - - - B _ _ _ T T +
AP. CECAL
DOMO SUPERF. - - - - - N - - - - - - B - _

LINFO..MUCOSA

LINFO. SUBMUC

SUPERF. VELLO.

PAR INT. VELLO

LUZ
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A-LER
Laminilla# 17

A-LER

Laminilla# 18 *

K12

Laminilla# 19 *

K12

Laminilla# 20

K12
Laminilla# 21

RINON

pbs

Conj

Conj/cd77

pb

Conj

Conj/cd77

pb

conj

Conj/cd77

pb

conj Conj/cd77

=]
+ |T

conj Conj/cd77

CAPSULA
GLOMERULAR

+

GLOMERULO

+

T.CP

++

T.CD

+

TUB COLECOR

+

++ +

ASADE LA
NEFRONA

+

~|~|+|[+]"

+| 4|+ |+ |+

VASO SANG.

+

AP. CECAL

ND

DOMO SUPERF

ND

ND

LINFO.MUCOS

LINFOSUBMU

SUPERF.VELL

PAR INTVELL

LUZ

]+

~|~|+]|+
Vo~~~ ~]~

K12
Laminilla # 22

K12

Laminilla# 23 >

RINON

pbs

pbs

Conj/cd77

pbs

conj

Conj/cd77

pbs

conj | Conj/cd77

pbs

conj | Conj/cd77

CAPSULA
GLOMERULAR

conj

Conj/cd77

conj

GLOMERULO

T.CP

T.CD

TUB. COLECOR

ASADE LA
NEFRONA

VASO SANG.

AP. CECAL

DOMO SUPERF.

LINFO..MUCOSA

ND

LINFO. SUBMUC

ND

SUPERF. VELLO.

PAR INT. VELLO

P S e iy

LUZ

/ Se perdi6

ND No determinado
Reaccion muy leve +

Reaccion leve ++

Reaccion Moderada +++
Reaccion Severa ++++

En el cuadro # 5 se pudo observar las reacciones de la expresion del receptor Gbs/CD77 por cepa en Rifion y

Apendice Cecal al hacer el procesamiento de las laminillas con PBS, PBS/conjugado y CD77/conjugado. Los

resultados se midieron de forma cualitativa en donde CST y K-12 se utilizaron como controles negativos, las

(+) (++) se consider6 como una expresion constitutiva y (+++) (++++) se consider6 como una reaccién de

sobreexpresion del receptor Gbs.

Al momento de aplicar PBS solo y conjugado solo, se observd que se presentd expresion del receptor de forma

constitutiva en algunas laminillas como se observa en las numero 1, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 16, 17, 21 y en

otras no se presento reaccion como se observa en las laminillas numero 2, 9, 13, 14, 15, 18, 19, 20, 22, 23.

Donde se aplico conjugado/CD77, se presentd sobreexpresion del receptor y esto se aprecia en las laminillas #

1, 8 'y 17. Esta sobreexpresion fue principalmente notada a nivel de rifion, mientras que en apéndice cecal la

expresion fue minima.

22




En las siguientes figuras se muestran ejemplos de la forma en como fue medida la expresion constitutiva y la

sobreexpresion del receptor Gh3/CD77.

SOBREEXPRESION (+++) SOBREEXPRESION (++++)

El puntilleo fue el factor determinante para la expresion y sobreexpresion del receptor, a mayor cantidad se
considero una sobreexpresion, siendo que en cantidad moderada se considero una expresion minima
constitutiva.
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RESULTADOS DE EXPRESION DEL RECEPTOR Gb3 0 CD77 AL APLICAR
CONJUGADO/CD77.
CUADRO #6

MED MED IBT IBT CST CST MED IBT MED 933J
Conejo# 1 conejo# 2 conejo# 3 conejo#4 conejo# 5 conejo# 6 conejo# 8 conejo# 9 conejo # 10 conejo# 11

RINON

Conj/cd77 | Conj/cd77 | Conj/cd77 | Conj/lcd77 | Conj/cd77 | Conj/cd77 | Conj/cd77 | Conj/lcd77 | Conj/cd77 | Conj/cd77

CAPSULA ++ / - + - + +H - - -

GLOMERULAR

GLOMERULO + - + + + ++++ - - _

T.CP + - ++ ++ + ++ - - -

T.CD + ++ + ++ + - - _

TUB. COLECOR +++ ++ + ++ ++ - ++ -

+

~|~[~[~|—
+

ASA DE LA +++
NEFRONA

++ ++ + + ++ - ++ -

VASO SANG. +4+++ / ++ + ++ + + B T N

AP. CECAL

DOMO SUPERF.

+
+

LINFO..MUCOSA

LINFO. SUBMUC

SUPERF. VELLO.

+|~|+
+
\

PAR INT. VELLO ++

Vol ~|~[+|+]"
!
!
[~ F+]|+ |+
!
!
!

L ~[~]"1

LUZ

933 J 933 W 933 W 933 W 933 W A-LER  A-LER K12 K12 K12
Conejo # 12 conejo # 13 conejo # 14 conejo # 15 conejo # 16 conejo # 17 conejo # 18 conejo # 19 conejo # 20 conejo # 21

RINON

Conj/cd77 | Conj/cd77 | Conj/cd77 | Conj/lcd77 | Conj/cd77 | Conj/cd77 | Conj/lcd77 | Conj/cd77 | Conj/lcd77 | Conj/cd77

+++

CAPSULA - - ] - "
GLOMERULAR

GLOMERULO - - - + +++ - - B _

T.CP - - - ++ 4+ - B _ -

T.CD - - + Tt - - - -

TUB. COLECOR - - N T ] - - _ "

~| |~
'

ASADE LA - -
NEFRONA

- + / - - - -

VASO SANG. - - / - + 4+ R - - Tt

AP. CECAL

DOMO SUPERF. - - - ) : : : ND N

LINFO..MUCOSA - - - - - - - - -

LINFO. SUBMUC - - - - - - B + _

SUPERF. VELLO. - - - ) : ] : ND :

PAR INT. VELLO - - - - - - - + R

U ~[~|+|~]~

LUZ - - - - - - - - -

K12 K12
Conejo # 22 conejo # 23

RINON / Se perdio el tejido

Conj/cd77 | Conj/icd77 | ND No determinado

CAPSULA - -

GLOMERULAR

GLOMERULO

T.CP

T.CD

TUB. COLECOR

ASADE LA
NEFRONA

VASO SANG.

AP. CECAL

DOMO SUPERF.

LINFO..MUCOSA

LINFO. SUBMUC

SUPERF. VELLO.

PAR INT. VELLO

v ~|+ [+

LUZ

Reaccion muy leve +
Reaccion leve ++

Reaccién Moderada +++

Reaccién Severa ++++

En el cuadro # 6 podemos observar los resultados al utilizar conjugado/CD77 y se aprecia de manera mas

practica las diferencias que hubo por cada cepa inoculada en cada conejo.
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Se presento sobreexpresion en las cepas EDL 933 MED (conejos # 1y 8) y EDL 933 A-ler (conejo # 17) y la
expresion minima constitutiva se aprecia en las cepas EDL 933 IBT (conejos # 3 'y 4), 933 W (conejo # 16)
CST (conejos # 5y 6) y para las cepas 933 J y K-12 se presento una reaccién leve a nula. La cepa K-12 y el

CST se utilizaron como controles negativos.
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En las siguientes figuras se muestran las células normales y de tejido destruido probablemente por la
patogenicidad de la bacteria.

Figura# 9

CST A.C. DOMO CST A.C. NODULO LINFOIDE
DE SUBMUCOSA.
Figura# 11

Figura # 10

) A

DESTRUCCION DE DESTRUCCION DE
VELLOSIDADES EN A. C. VELLOSIDADESEN A. C
Figura # 12

Figura # 13

&

TUBULOS RENALES GLOMERULO RENAL
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Figuras de células en donde se presentd expresion del receptor Gb3/CD77.

Figura # 14

OVILLO GLOMERULAR EDL 933

NODULO LINFOIDE DE LA
MUCOSA DEL A.C. EDL 933

Figura # 15

TUBULOS RENALES EDL 933

Figura # 17

NODULO LINFOIDE DE LA
MUCOSA DEL A.C. EDL 933

Figura # 19

NODULO LINFOIDE DE LA
MUCOSA DEL A.C. K12
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Figura # 20

TUBULO RENAL EDL 933 TUBULO RENAL EDL 933

Figura # 23

]

OVILLO GLOMERULAR 933 W TUBULOS RENALES 933 W

Figura # 25

OVILLO GLOMERULAR EDL 933 TUBULOS RENALES EDL 933
A-LER A-LER
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EXPRESION DE Gb3/CD77

CUADRO #7
INOCULO EMPLEADO
CST | K12 | 933 J|933 W |EDL 933| EDL 933 A- | Posible factor
ler involucrado

RINON
CAP BOWMAN - T+t +++ A/E
GLOMERULO - +++ T+t +++ A/E, Stx2
T.C.P + - 4+ +++ A/E, Stx1,2
TCD - +++ +++ +++ Stx 2
TUB. COLECTOR - +++ A/E
ASA DE HENLE - +H++ A/E
VASO SANG. - T+t +++ A/E
AP. CECAL
DOMO SUPERF. - ND -
LINFO.MUCOSA - T+t A/E
LINFO. SUBMUC - +
SUPERF. VELLO. + ND - - Stx1,Stx2
PAR INT. VELLO - +++ A/E
LUZ

Los posibles factores de virulencia involucrados y que se sospecho para la expresion del receptor CD77 son Stx
1, Stx 2 y A/E para las cepas EDL 933 IBT, EDL 933 MED, EDL 933 A-ler y 933 W como se observa en el
cuadro # 7, sin embargo para poder confirmar el factor involucrado exacto, se necesitan hacer pruebas mas

especificas y que no pertenecen al presente trabajo.
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DISCUSION

Se hizo la identificacion de las 6 cepas de referencia, apoyando los resultados con la bibliografia (Jean F. Mac
Faddin, 1979). De acuerdo a nuestros resultados las pruebas bioquimicas MIO, TSI, LIA, Citratos y Urea, que se
realizaron a las cepas K12, EDL 933 IBT, EDL 933 MED, EDL 933 A-LER, 933 J y 933 W, coinciden con la
bibliografia, algunas siendo lactosas positivas y otras no; esto se puede deber a que las bacterias no son
Escherichia coli puras, esto es, 933 J y 933 W, son cepas K12 que se les introdujo el fago de la cepa EDL 933,
para producir Stx 1 y Stx2 respectivamente; La cepa A-LER es una cepa EDL 933 que tiene delesion en una
fraccion del gen llamada LER esto quiere decir, que el gen LER hace que los deméas genes se expresen y por lo
tanto, si se le quita el gen LER los otros genes no se expresan pero si los tiene la bacteria, por ejemplo, el gen
eae 0 los genes que codifican para la produccidn de las toxinas Stx1 y Stx2, etc. no se expresan pero si los tiene.
La cepa K12 es una cepa apatdgena y rugosa la cual se utiliza como testigo negativo y finalmente las cepas
EDL 933 IBT y EDL 933 MED son cepas silvestres que provienen del Instituto de Biotecnologia y de la
Facultad de Medicina, asi podemos notar que cada bacteria es diferente y por lo tanto difiere en cuanto a la
bibliografia sin relevancia.
En cuanto a los resultados de la prueba MR, la bacteria K12, resulto ser negativa, pudiendo deberse a que la
cepa es apatogena y por lo tanto probablemente no tiene la capacidad de producir ni mantener los productos
terminales acidos de la fermentacion de la glucosa, como las demas cepas que resultaron positivas. Sin embargo
para los resultados de VP no solamente K12 fue negativa sino también EDL 933 IBT, EDL 933 MED, EDL
933 A-LER esto coincidiendo con la bibliografia (Jean F. Mac Faddin 1979), mientras que las cepas 933 Jy 933 W,
fueron positivas, nuevamente siendo esto probablemente por el tipo de cepas que son y causando que estas no
sean capaces de producir un producto final neutro (acetoina).
Cirugias
Se tuvieron que realizar cirugias, puesto que al momento de recopilar las muestras de trabajos previos, faltaron
6rganos con cepas inoculadas previamente como EDL 933 MED y EDL 933 IBT. Estas cirugias tuvieron una
variacion en cuanto a las cirugias descritas en los trabajos de tesis de Pérez O. M. I. (2002) Brambilia G.A. y
Martinez R. M. (2006), Cortez F. N. (2003) y Valdivia A. G. (1995) ya que en los trabajos previos se realizaron
sin hacer hemostasis en las arterias principales, Unicamente se realiz6 en las ramas de estas arterias; a diferencia
con el presente trabajo, que se realizé la hemostasis total de arterias principales, y por lo tanto la continuidad
del érgano, esto provocd que el saco ciego donde se deposité el inoculo Unicamente fuera irrigado por las ramas
arteriales que quedaron, habiendo también provocado una menor absorcion del inoculo, y aun con esta
variacion se pudo observar una reaccion positiva en ciertos érganos.
En los cuadros de resultados (cuadro # 5) se observaron las reacciones cuando se les aplico a los 6rganos PBS,
conjugado y conjugado/CD77 por separado. Y se muestra la expresion minima constitutiva asi como la sobre
expresion del receptor Gbs, dada por cada uno de los reactivos aplicados.
Resumiendo los resultados (cuadro # 6) se pudo observar el comportamiento de cada cepa inoculada en el
apéndice cecal de los conejos, para presentar la expresion o sobreexpresion del receptor Gbs, en apéndice cecal
y rifidn.
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En las cepas EDL 933 (MED e IBT) se observé una mayor reaccion a nivel renal, reflejandose estos resultados
en el cuadro # 6 siendo que a nivel de apéndice cecal, hubo una reaccion minima. (Figuras 14, 15, 16, 17, 18y
19)

En los conejos inoculados con CST, se presentd una reaccion minima constitutiva en rifion, siendo que en
apéndice cecal fue casi nula, asi como en los conejos inoculados con la cepa 933 J, que no se encontro reaccion
en ninguno de los 6rganos.

En los conejos que fueron inoculados con la cepa 933 W se observd reaccion a nivel renal, mientras que en
apéndice cecal no se encontrd ninguna reaccion. En cuanto a la cepa A- LER se presento reaccién a nivel renal,
siendo que en apéndice cecal no hubo ninguna reaccion. (Figuras 22, 23, 24y 25)

Y por ultimo con la cepa K-12 se observé una muy leve reaccion pudiéndose considerar casi nula (cuadro # 6).
También en los resultados de este cuadro estd considerado, la destrucciéon del tejido, principalmente en
apéndice cecal, registrado como ND, esta destruccion pudo deberse al procesamiento del tejido. Por otro lado
esta destruccion de tejido (mucosa principalmente) pudo deberse a la patogenia que ejerce la bacteria EHEC
como lo mencionan (Puente J.L y col 2001 y Valdivia A.G. 2003), que produce el efecto A/E habiendo
destruccion del tejido (figuras # 18 y 19).

Todos estos resultados podrian estar relacionados con los factores de virulencia Stx1, Stx2 y A/E, como se
muestra en el cuadro # 7.

A su vez podemos sospechar los posibles efectos provocados por los factores de virulencia, ya que coincide con
investigaciones anteriores (Valdivia A.G. 2003).

El factor A/E parece que estimulo la aparicion de los receptores en practicamente todo el rifién, asi como en los
linfocitos de la mucosa y de la submucosa, en las células de la vellosidad del apéndice cecal. Analizando el
modelo quirargico empleado y los resultados obtenidos previamente con este modelo, (cuadro # 7) la Unica
posibilidad del efecto sobre el rifion tiene que ser una reaccion en cascada via interleucinas debido a que la cepa
solo se encuentra en el apéndice cecal, esto puede ser llamado una modulacion. El efecto sobre la vellosidad en
el apéndice cecal pudiera ser directo o bien mediado por interleucinas ya que la cepa se puede encontrar en la
submucosa del apéndice cecal como fue demostrado (Valdivia A.G. 2003.)

Por otro lado, la toxina Stx 1, aparentemente suprimio la aparicion del marcador en el TCP y la superficie de la
vellosidad. (Cuadro # 8). En forma diferencial, la toxina Stx2 estimul6 a nivel de glomérulo, del TCD, y del
TCP, sin embargo inhibi6 la expresion de receptores a nivel de la superficie de la vellosidad en el apéndice

cecal, mientras que en los linfonodos de la mucosa estimul6 levemente la expresion de receptores. (Cuadro # 8)
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RESUMEN DE LOS POSIBLES EFECTOS PROVOCADOS POR LOS FACTORES DE
VIRULENCIA SOBRE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES EN EL RINON Y APENDICE
CECAL DEL CONEJO
CUADRO #8

A/E | Stxl | Stx2 LPS |Posible factor involucrado
RINON
CAP BOWMAN 1 - - A/E
GLOMERULO - - 1 Stx 2
T.C.P 1 1 ! AJE Stx1,2
T.C.D - - 1 Stx 2
TUB. COLECTOR 1 - - A/E
ASA DE HENLE 1 - - A/E
VASO SANG. 1 - - A/E
AP. CECAL
DOMO SUPERF. - - -
LINFO..MUCOSA 1 - - A/E
LINFO. SUBMUC - - -
SUPERF. VELLO. - ! ! Stx1,Stx2
PAR INT. VELLO 1 - - A/E

Para el caso de las toxinas se pueden pensar en dos efectos que en el presente trabajo no se pudieron
diferenciar, por un lado puede ser una inhibicion de la expresion o puede ser la destruccién previa de las células
del apéndice cecal, conteniendo los receptores por lo que no se pueden apreciar estas células en el estudio, este
fendmeno pudo pasar en la vellosidad, en donde se observé la destruccion del tejido y las células normales de
esta region, sin embargo a nivel renal las células se observaron presentes sin alteraciones estructurales a la
tincion con H-E, efecto que ya ha sido reportado previamente (Valdivia A.G, 1995 y 2003, Adriana B. G y
Mariana M. R. 2006) por ello podemos suponer que el efecto puede ser inhibitorio o que los sitios estén
ocupados por toxina y por ello no pueden ser detectados por el anticuerpo monoclonal empleado contra el
CD/77, para poder discriminar estos efectos, se debera hacer un estudio utilizando anticuerpos monoclonales
contra las toxinas y previo a su aplicacion agregar la toxina purificada a los cortes de tejido, de una manera
similar a lo realizado por Valdivia A.G. en el 2003. El efecto observado en las cepas que producen toxina al
mismo tiempo que los otros factores de virulencia, también pudiera estar interferido por la presencia de la
toxina en los receptores celulares, por lo que el experimento anterior pudiera discernir entre las dos
posibilidades.

En base a lo sugerido anteriormente de la presencia de la toxina sobre los receptores, es posible que las

inducciones por los factores pudieran ser mas severas de lo observado.
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De nuestros resultados podemos inferir que la toxina Stx2 es mas potente que la Stx1 en inducir la aparicién de
receptores sobre las células renales, principalmente del glomérulo y del TCP, este efecto pudiera en parte
explicar la mayor virulencia de las cepas productoras de Stx2, como lo observado por Pistone C. V. y col. en el
afio 2005 quienes demuestran que la accion toxica de Stx2 y Stx2B sobre las células renales pudo ser
potenciada por algunos factores inflamatorios presentes en el suero y orina de pacientes con SUH, asi como en
el trabajo de Miho W. y col. en el 2006 quienes mencionan que la Stx2 esta mas estrechamente relacionada con
las infecciones por STEC que la Stx1, ademas, demuestran la competencia que hay entre las toxinas Stx1 y Stx2
para el receptor Gb3 en los sitios de union.

En los conejos inoculados con CST, se observo una expresion constitutiva minima, tanto en rifidn como en el
apéndice cecal, esto posiblemente podria deberse a la presencia de Gb3/CD77, que presentan los 6rganos
normalmente. Para poder definir si la expresion de receptores es constitutiva o de alguna manera fue inducida
por el CST nos remitimos a los resultados previamente obtenidos por Valdivia A.G. 2003, quien encontro en
forma constitutiva el receptor en las diversas células del rifidn.

La comparacion de los resultados obtenidos en el presente trabajo y los resultados obtenidos por Valdivia A. G.
2003 quien empled otra técnica para evaluar el receptor basada en anticuerpos monoclonales contra la toxina,
adicion de la toxina directamente a los tejidos y la inmunofluorescencia para el revelado, se puede apreciar que
la técnica de IF es mas sensible para identificar receptores y que posiblemente no se ve interferida por la union
de la toxina al receptor. En el trabajo de Valdivia A.G. 2003 se aprecié una mayor reaccion en el apéndice
cecal, especificamente en la punta de las vellosidades lanceoladas, siendo que, en rifidbn no se detecta
sobreexpresion como en el presente trabajo pudiendo deberse a la técnica utilizada, ya que en el presente
trabajo se utiliz6 una técnica con anticuerpo policlonal y monoclonal y no se aplicé la toxina directamente
sobre los tejidos.

En nuestro trabajo se pudo apreciar la sobreexpresion de receptores a nivel de T.C.P. del T.C.D. y del ovillo
glomerular principalmente, asi como en endotelio vascular ademas de expresién en T.C. en los conejos
inoculados con las cepas EDL 933, 933 Wy EDL 933 A-LER. A nivel de Apéndice cecal se pudo observar una
expresion de receptores en el linfonodo de la mucosa y en la parte interna de la vellosidad en los conejos
inoculados con la cepa EDL 933. En forma diferente, Valdivia A.G. 2003 encontr6 que, en el rifidn no mostré
marcaje de receptores a nivel medular, pero si en los vasos sanguineos a nivel cortico-medular. Por lo tanto en
el trabajo de Valdivia A.G. 2003 se aprecio mas la reaccion en apéndice cecal que en rifion y en el presente
trabajo es al contrario, ya que a nivel de apéndice cecal se puede observar una reaccion a nivel de linfonodo de
la mucosa, parte interna de la vellosidad, asi como en linfonodo de la submucosa, con una reaccion moderada,
mientras que en el rifion se puedo apreciar una sobre expresion mas alta.

Otro aspecto que se debe de tomar en cuenta para la variabilidad de nuestros resultados, es la cirugia que se
empled, ya que en las cirugias descritas en los trabajos de Pérez O. M. I. (2002) Brambilia G.A. y Martinez R.
M. (2006), Licenciatura. Cortez F. N. (2003) y Valdivia A. G. (1995) se realizaron de diferente manera, no se
realizé la hemostasis en las arterias principales, solo en las ramas arteriales; a diferencia del presente trabajo, ya

que se realizé la hemostasis total de arterias principales, ademas de la continuidad del érgano, esto hizo que el
33



saco ciego unicamente fuera irrigado por las ramas arteriales que quedaron, habiendo también provocado una
menor absorcién del inoculo, cabe mencionar que aun modificada la cirugia, se obtuvieron resultados mas bajos

a los esperados, pero significativos en la evaluacion.
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CONCLUSIONES.

La técnica empleada para evaluar el receptor Gb3/CD77 no es la més adecuada para analizar el efecto de los
factores de virulencia de E. coli, se debera emplear una técnica de sandwich.

El factor A/E tuvo un efecto inductor del Gb3/CD77 sobre las células renales como una reaccion de
modulacion.

El factor A/E indujo mayor cantidad de receptores en las células linfocitarias y de otro tipo en la vellosidad, el
efecto puede ser directo o por modulacién.

La toxina Stx2 es mas potente que la Stx1 en inducir la aparicion de receptores sobre las células renales,
principalmente del glomérulo y del TCP.

Las cepas que contienen los genes para la expresion de Stx2 y A/E fueron las que indujeron con mayor
severidad la aparicién de receptores en el rifion y con menor severidad en apéndice cecal.

La cirugia empleada en el presente trabajo pudo haber interferido en los resultados y por lo tanto se recomienda

utilizar las técnicas descritas en las tesis anteriores para futuros trabajos.
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