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RESUMEN

Escherichia coli enterohemorragica esta relacionada con brotes caracterizados por dolor
abdominal, diarrea acuosa con sangre y poco o nada de fiebre , cuadro que se denominé
como colitis hemorragica (CH) y que era debido a la ingestiéon de carne cruda o mal cocida.
También se asocio a casos de sindrome urémico hemolitico (SUH) caracterizado por dafio
renal agudo, trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica, precedida por diarrea con
sangre.

En este trabajo se determinaron los efectos patoldgicos por diferentes cepas que se aislaron
de un brote diarreico en cerdos. Se utilizaron 4 cepas problema y un testigo positivo
pertenecientes a serotipo O157-H7 y una cepa testigo negativo Mc4100wt. Se caracterizaron
genotipicamente para los genes stxl, stx2 y eaeA, y se evaluaron los signos clinicos,
biometria hematica, quimica sanguinea e histopatologia, donde se encontraron diferentes
lesiones entre cepas.

Los resultados mostraron que las cepas aisladas de cerdo que presentan los genes stx1, stx2
y eaeA, presentan las mismas lesiones que la cepa aislada de humano y que caracterizan al
sindrome urémico hemolitico, ademas de ser mas virulentas. Se encontraron lesiones
severas a nivel gastrointestinal y Ulceras que llegaron hasta la perforacion del érgano.
También se demostrd que la sola presencia del gen eaeA es suficiente para causar lesiones
similares en el SUH.



I. INTRODUCCION

Escherichia coli Y SUS CARACTERISTICAS GENERALES

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia que forma parte de la microbiota normal
del intestino del hombre y animales, pocas horas después del nacimiento, sin
embargo hay cepas que pueden ser patdégenas y causar dafio produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos la diarrea. Se excreta diariamente con
las heces (entre 10%-10° UFC/g de heces). (36)

Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen Kauffman desarroll6 un
esquema de serotipificacion que continuamente varia y actualmente tiene 176
antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno
“O” es el responsable del serogrupo, la determinacion del antigeno somatico y
flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro
clinico en particular. (21)

Las E. coli patbgenas son caracterizadas por la expresion de factores de
patogenicidad, como factores de adherencia, invasivas y capsulas entre otras.
En los Ultimos afios se han identificado categorias de E. coli causantes de
enfermedad diarreica aguda: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatégena (EPEC), E coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de
adherencia difusa (DAEC). (5, 21, 35)

Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de fimbrias o
pilis que tiene diversas formas denominadas factor de colonizacién antigénico
(CFA), siendo su principal mecanismo de patogenicidad la sintesis de toxinas
llamadas, termolabil (LT) y toxina termoestable (ST). (7, 31)

Las toxinas LT y ST aumentan el nivel intracelular de cAMP y cGMP
respectivamente, que se encuentran en la membrana de las células
intestinales, provocando la salida de agua e iones. (42)

Escherichia coli ENTEROPATOGENA

EPEC fue el primer grupo que se identificO serolégicamente y se asocid con
casos de diarrea en infantes, siendo la adherencia su principal factor de
patogenicidad. La adherencia esta mediada por pilis o fimbrias rizadas que se
llaman Bfp (bundle-forming pilus) cuya informacion genética esta codificada en
un plasmido de 50-70 MDa denominado EAF (EPEC factor de adherencia) y de
algunos genes cromosomales. (14, 15). En la adherencia es necesaria la



sintesis de una proteina de membrana externa de 94 kDa llamada intimina,
codificada por el gen cromosomal eaeA y que sirve como sefial en adherencia
y esfacelaciéon (A/E). (21, 35)

Las cepas EPEC se consideran tipicas cuando tienen los genes eaeA para la
intimina, que participa en A/E, y el plasmido EAF que codifica para e Bfp; se
dice que son atipicas cuando solo presentan los genes eaeA. (34, 39)

Escherichia coli ENTEROINVASIVA

Su mecanismo de patogenicidad es la invasion del epitelio del colon; el primer
paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa
requiriendo la mucinasa y adhesinas, para después entrar por endocitosis a la
célula, y posteriormente multiplicaciéon de la EIEC dentro de la célula y
diseminacién a células sanas subyacentes. (35) La informacion genética esta
en el loci del cromosoma y del plasmido, ademas de tener la capacidad de
elaborar una o mas enterotoxinas que pudieran ser importantes en la
produccion de diarrea. Los genes necesarios para la invasion se encuentran en
un plasmido de 140 MDa llamado Plinv, que codifica para las proteinas.

Escherichia coli ENTEROAGREGATIVA

En el mecanismo de patogenicidad de las EAEC estan implicadas la bacteria y
diversas moléculas que ella produce, también se sabe que las cepas EAEC
tienen la capacidad de incrementar en la mucosa la produccion y secrecion de
moco que atrapa a las bacterias que se aglutinan en una fina pelicula en el
epitelio intestinal y puede estar relacionada con la capacidad de colonizar el
intestino. Es caracterizada por autoaglutinacion de las bacterias entre si y por
ser inespecifica, porque las bacterias se adhieren a la superficie de células
Hep-2 y a la superficie del cubreobijetos libre de células Hep-2. (21, 35, 52)

La adherencia a células Hep-2 y a la hemaglutinacién de eritrocitos se debe a
la presencia de una fimbria o adhesina flexible llamada fimbria 1 de adherencia
agregativa (AAF/1), codificada por el gen aggA que se encuentra en el plasmido
de 60 MDa. (12, 34)

Escherichia coli DE ADHERENCIA DIFUSA

Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad pero se ha caracterizado una
fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada en el fenomeno de
adherencia difusa. (4) Los genes que codifican para esta fimbria se pueden
encontrar en un cromosoma o plasmido, también se ha asociado con una
proteina de membrana externa de 100 kDa, en una cepa del serotipo
0126:H27. (3)



Escherichia coli ENTEROHEMORRAGICA o Escherichia coli PRODUCTOR DE
TOXINA SHIGA

La patogénesis involucra un proceso con multiples pasos, con complejas
interacciones entre la bacteria y el huésped. La etapa méas temprana en el
proceso de la enfermedad es la ingesta de alimento contaminado con EHEC,
que es capaz de resistir la acidez géastrica. Este fenotipo es medido por rpoS
que codifica un factor sigma de fase estacionaria que le permite sobrevivir
largos periodos al pH por debajo de 2.5 y cuyas mutaciones originan
variaciones en la resistencia a la acidez y diferencias en la infectividad de
distintas cepas y es superior en cepas que han permanecido en condiciones
acidas previas y a bajas temperaturas, lo que permite que este tipo de células
presente ventajas frente a las condiciones &cidas del estomago, pudiendo
resistirla y producir la infeccion. (2)

Riley describié y relacion6 a EHEC con brotes caracterizados por dolor
abdominal, diarrea acuosa con sangre y poco o nada de fiebre, cuadro que se
denomind como colitis hemorragica (CH) y que era debido a la ingestion de
carne cruda o mal cocida. (40) Karmali, en 1983, lo asoci6 a casos de
sindrome urémico hemolitico (SUH) caracterizado por dafio renal agudo,
trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopética, precedida por diarrea
con sangre. (27, 35, 37)

Se ha observado que la citotoxina se neutralizé6 con la antitoxina obtenida a
partir de Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que se le llamo “shiga-like-toxin” o
toxina semejante a Shiga (SLT) o “Shiga toxin” (Stx), y a las E. coli capaces de
producirla se les denomina STEC. (35, 37)

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es el patbgeno emergente
en alimentos de mayor impacto, siendo su principal reservorio el ganado
bovino, altamente riesgoso en la poblacion infantil, y se reconoce al serotipo
0157:H7 como el mas representativo. (10, 32, 38)

La citotoxina Stx es el principal mecanismo de patogenicidad de EHEC y su
sintesis esta relacionada con la presencia del bacteri6fago Stx, que esta
insertado en el genoma. La Stx actiua a nivel de sintesis de proteinas, ya que
se une a la unidad 60s ribosomal de las células intestinales o renales del
hospedero. (37)

En las cepas EHEC se han encontrado aisladas las variantes de Stx1 y Stx2
gue son inmunolégicamente diferentes, de tal manera que se pueden aislar
bacterias que sinteticen una o ambas toxinas. (35, 47, 53)



TOXINAS SHIGA
Stx1

Stxl es esencialmente idéntica a la toxina de Shiga, (difieren solo en un
aminoacido) producida por Shigella dysenteriae tipo 1, en cuanto a sus
propiedades bioldgicas, caracteristicas fisicas y antigénicas. Ha sido aislada de
cepas de EPEC y EHEC. (43)

Stx estd constituida, en sus diferentes isoformas, por una subunidad A y 5
subunidades B que forman una estructura pentamérica. Esta Ultima se une a
receptores (Gb3), presentes en algunas células eucariotas, para luego ser
endocitada siguiendo un camino de transporte retrégrado a la secrecion de
proteinas. En el interior de la célula, la subunidad A inhibe la sintesis de
proteinas por inactivacion de la unidad 60s ribosomal y la subunidad B puede
desencadenar procesos apoptéticos. (8, 45, 47)

Stx1 parece actuar directamente sobre la absorcion de las células epiteliales de
las vellosidades y de las criptas, debido a su gran contenido de Gb3 que las
convierte en células mas susceptibles a ser atacadas por la toxina. Este
receptor de membrana (Gb3) también esta altamente expresado en la corteza
de rifidn humano. (43)

Stx2

Las subunidades A y B de Stx2 exhiben 58% de homologia en nucleotidos y
56% de homologia en aminoacidos con respecto a Stx1, tienen el mismo
receptor el mismo mecanismo de accion intracelular que le confiere la misma
actividad bioldgica, sin embargo por unidad de proteinas en células lisadas es
menos citotoxica que stx1l y mas letal en ratones. Difiere significativamente en
cuanto al receptor que es Gb4, el cual da un rango de células blanco diferente,
los genes que codifica son cromosomales y no asociados a fagos. Ademas de
la toxina, las EHEC tienen otros mecanismos de patogenicidad, como el
fendbmeno de adherencia y esfacelacién (A/E), y presenta el gen cromosomal
eaeA que codifica para la proteina de membrana externa (OMP) de 94
kilodaltones (kDa), llamada intimina, cuya expresion es regulada por genes
plasmidicos; el gen eaeA también se encuentra en las cepas EPEC. Otro
factor de patégenicidad es el plasmido p0157 de 60 megadaltones (MDa), que
codifica para la enterohemolisina. (32, 34)



SINDROME UREMICO HEMOLITICO Y SU DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El sindrome urémico-hemolitico (SUH) es la causa mas frecuente de
insuficiencia renal aguda en la infancia a nivel mundial, un sindrome clinico
que se caracteriza por la triada diagnéstica de: anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda (IRA); fue
descrito por primera vez por Gagger en el afio 1957 y fue en Argentina donde
Carlos Gianantonio, publico la primera casuistica de 66 casos en el afio 1962
en un trabajo que ya es clasico a nivel mundial (3); desde entonces ese pais
ocupa el primer lugar en el mundo en incidencia del sindrome que es alrededor
de 200 a 400 casos por afo, o0 sea 7 a 12.5 pacientes por cada 100,000 nifios
(4, 5) mientras en Chile y Uruguay la incidencia es de 4-5 casos por cada
100,000 nifios, en tanto que dificilmente ningun otro pais supere 2 casos por
cada 100,000 nifios.

Como todo sindrome obedece a varias causas, siendo sin dudas las
gastroenteritis provocadas por bacterias enteroinvasoras (Escherichia coli
enterohemorragica, Shigella dysenterie tipo I, Campylobacter yeyuni, Yersinia,
Salmonella sp), las responsables del 90% de las formas tipicas asociado a
diarrea SUH(D+) afectando en particular a nifios menores de 2 afos; en la
forma esporadica el agente causal mas frecuente es el Escherichia coli entero-
hemorragico O157:H7, siendo también el serotipo mas implicado en las
epidemias en Argentina y en Norteamérica (3-5). Un estudio realizado por
Siegler en Norteamérica, 8-10% de los pacientes pueden desarrollar SUH
hasta un periodo de 14 dias después del inicio de la infeccion por la cepa
Escherichia coli 0157:H7(4), este riesgo aumenta en nifios menores de 5 afos
cuando la diarrea es sanguinolenta, cuando la cifra de leucocitos en sangre
esta marcadamente elevada, cuando se administran frenadores de la motilidad
intestinal (7) o debido al uso de antibiéticos(8,9), aunque un meta-analisis no
encontré asociacion entre el uso de estos, y el riesgo posterior de desarrollar
SUH. (10)

La infeccion por EHEC muestra una variacién estacional con un aumento de
casos en primavera y verano, épocas que coinciden con el periodo en que se
aislan mayor cantidad de muestras en ganado bovino. (35)

MECANISMOS DE TRANSMISION

La mayoria de los brotes causados por Escherichia coli O157:H7 y otras cepas
STEC estan asociadas al consumo de carne de vacuno poco cocinada, por lo
gue se le ha considerado como el principal reservorio de dicha bacteria. Sin
embargo no solo se encuentra en reservorios animales, de la misma forma se
han derivado brotes asociados al consumo de productos lacteos no
pasteurizados o de vegetales (33), posiblemente contaminados con heces de



animales y aguas de riego. También se han descrito brotes asociados a la
utilizacion de aguas recreacionales y al consumo de agua contaminada. (19,
44)

También se ha descrito la transmision directa de persona a persona via fecal-
oral. Es el mecanismo del cual se obtienen casos secundarios y se presenta
mayormente en nifios pequefios que aun no han adquirido buenos habitos de
higiene. (19)

Existen casos de transmision a través del contacto directo con animales, esto
se ve facilitado por la baja dosis infecciosa que presentan estos patdégenos,
situada entre 10 y 100 células. (26)



Il. ANTECEDENTES

Las cepas de Escherichia coli 0157:H7 ha despertado mucho interés por
presentar dos caracteristicas especiales: ocasiona un cuadro clinico de colitis
hemorrégica afebril, asociada con frecuencia a dos graves complicaciones, el
sindrome urémico hemolitico (SUH) y la purpura trombocitopenica (PTT) y es
causante de brotes epidémicos importantes. (22)

La E. coli enterohemorragica puede estar en el intestino del ganado vacuno
sano y asi ser transferido a la leche del mismo y contaminar la carne en los
mataderos, como fue detectada en 1.3% de las 66 muestras de carne molida
en una region de Argentina en el 2006 (9), en Wisconsin y Washington
identificaron E. coli O157:H7 en 2.8%. (6)

Estudios experimentales demuestran que cepas de STEC patdgenas en
humanos colonizan el tracto intestinal de terneros y pueden causar diarrea (3).
Los dafios observados tanto en intestino como en los rifiones de nifios
infectados, son ocasionados por productos bacterianos potenciados por
mediadores inflamatorios, siendo la toxina Shiga tipo 1 o 2 necesaria para el
desarrollo de SUH. (47)

A través de los afios se ha experimentado la inoculacion en Apéndice Cecal de
conejos, para determinar el comportamiento de toxinas de Shiga.

En 1997, Valdivia y col, usaron la inoculacion de E. coli en apéndice cecal de
conejo, para determinar el efecto sobre linfocitos y se observaron destruccion
de linfocitos locales y en el bazo, proponiéndose que dicho efecto pudo ser
mediado por una lisis de linfocitos portadores de receptores Gb3 o bien por un
fenémeno indirecto via citocinas. (50)



Ill. JUSTIFICACION

Es importante estudiar esta bacteria para saber si causa las mismas lesiones,
que las cepas aisladas de enfermedad en humano, ya que la mayoria de las
infecciones por EHEC en los seres humanos son transmitidas por los alimentos
y la fuente de infeccion se encuentra en el reservorio animal.

IV. HIPOTESIS

Las cepas aisladas de enfermedad en cerdos que presentan los genes stx1,
stx2 y eaeA, causaran lesiones similares a las cepas aisladas de enfermedad

de Sindrome Urémico Hemolitico de humano.



V.OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las alteraciones patologicas provocadas por Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) aisladas de enfermedad en cerdos, inoculadas en
el apéndice cecal de conejo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar las alteraciones clinicas que se causan al inocular en el
apéndice cecal de conejos cepas de Escherichia coli
enterohemorragicas aisladas de cerdos.

2. Evaluar las lesiones macroscopica y microscopicas originadas al
inocular las cepas de Escherichia coli enterohemorragica en el apéndice
cecal de conejos.

3. Evaluar las alteraciones en la biometria hematica, urea y creatinina
sérica provocadas al inocular en el apéndice cecal del conejo las cepas
de Escherichia coli enterohemorragica.



VL. MATERIALES Y METODOS

CEPAS

Se trabajaron en total 6 cepas de Escherichia coli, 5 fueron 0157-H7; EDL-
933 como testigo positivo, que fue aislada de un brote de Sindrome Urémico
Hemolitico en humanos, y 4 cepas problema EDI-200, EDI-221, EDI-222, EDI-
228, las cuales fueron obtenidas de un brote en enfermedad de cerdos, en una
unidad de produccion, donde se observo un cuadro clinico en lechones de 3
dias de edad con diarreas, en animales entre los 20 y 45 dias de edad y en
cerdos adultos con un desenlace de muerte. Un factor importante fue el hecho
de que las lesiones a la necropsia ubicaron casi exclusivamente al aparato
digestivo, lechones con el intestino hemorragico, estobmago lleno, alimento
seco, estbmago e intestinos con edema, asi como sistema nervioso con
presencia de edema en cerebro (51), y 1 cepa silvestre Mc4100wt apatdgena
que sirvié de testigo negativo (Cuadro 1). Fueron donadas por el cepario de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, que las conserva en tubos con
gelosa especial.

Cuadro 1. Caracteristicas de las cepas de Escherichia coli empleadas en
el presente trabajo

Identificacion Procedencia Genes Citotoxicidad a
presentes* células Vero
EDL933 Patégena de stx1, stx2, eaeA +
humanos
EDI-200 Patégena de stx1, stx2, eaeA +
(CIvB-009)* cerdos
EDI-221 Patégena de stx1, stx2 +
(CIvB-031)* cerdos
EDI-222 Patégena de Ninguno +
(CIVB-032)* cerdos
EDI-228 Patégena de stx1, eaeA +
(CIvVB-038)* cerdos
MC4100wt** Silvestre -
Apatdgena de Ninguno
humanos

stx1: codifica para toxina de Shiga tipol, stx2: codifica para toxina de Shiga
tipo 2, eaeA: gen que codifica para la intimida
*Citada por Vazquez 2008
**Cepa de Campo

BIOQUIMICA
Se realizaron pruebas bioquimicas para descartar contaminacion con otros

géneros bacterianos. Se realizaron las siguientes pruebas:
Pruebas primarias: tinciébn de Gram, Catalasa y Oxidasa.



Pruebas secundarias: Citrato de Simmons, Urea, Sorbitol, rojo de metilo y
Voges Proskauer (MR-VP).

Pruebas multiples: Triple Hierro Azucar (TSI), Lisina Hierro Agar (LIA) y
Movilidad Indol Ornitina (MIO).

Caracterizacion de factores auxiliares de virulencia por medio de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las cepas se sembraron en agar soya Tripticaseina en caja de petri mediante
estria continua, se incubaron a 37° C durante 24 hrs. Posteriormente se coloco
1 ml de agua estéril en un tubo Eppendorf al cual se le agregé con la ayuda de
un asa de inoculacién el cultivo obtenido de cada cepa.

Los tubos Eppendorf se colocaron en bafio Maria a ebullicibn por 10 minutos,
esto con la finalidad de provocar lisis celular, seguido de lo cual se colocaron
en hielo durante 10 minutos, pasado este tiempo se centrifugaron (BIO-RAD
Mod 16K microcentrifuge™) a 14000rpm durante 2 minutos. (OIE 2004).

Cuadro2. Secuencia de los iniciadores de los genes stx1, stx2 y eaeA
utilizados para la Técnica de PCR*

Genes Iniciadores Pares de Pares de
Bases Bases
(pb) amplificados
(pb)
stx1 F:5 CTG GAT TTA ATG TCG CAT 22 150
AGT G3 21
R:5 AGA ACG CCC ACT GAG
ATC ATC3
stx2 F:5 GGC ACT GTC TGA AAC 21 255
TGC TCC3 22
R:5 TCG CCA GTT ATC TGA CAT
TCT G3
eaeA F:5 GAC CCG GCACAAGCA 20 384
TAA GC3 20
R:5 CCA CCT GCA ACA AGA
GG3

*Aranguré, 2011
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Cuadro 3. Reactivos empleados en la reaccion de PCR muiltiplex para
Escherichia coli EHEC.*

Reactivo Concentracién Cantidad
Buffer 10x 2.5ul
MgCi2 50 mM 1pl
DNTPS 200uM 0.5ul

Iniciadores 6 genes 5ul
Agua 13.8ul
destilada
Taq 0.2ul
Polimerasa
DNA 2ul
Total 23ul

*Aranguré 2011

En un tubo Eppendorf se mezclaron los reactivos de la tabla (cabe mencionar
que la Tag polimerasa se agregd en ultimo lugar debido a que se manej6é en
frio) se agrego el lisado y se homogeneizé. Se utiliz6 como testigo positivo una
cepa O157:H7 y como negativo la cepa Mc4100wt, ambos controles se
trabajaron en las mismas condiciones que el resto de las cepas problema.

Los tubos preparados se colocaron en el termociclador PTC-100™
(Programmable Termal Controller MJ Researche Inc) con los siguientes

parametros:

Cuadro 4. Parametros del termociclador para PCR multiplex

Ciclos 1 2 3 4 5 6
Temperatura 94°C 50°C 72°C 94°C 50°C 72°C

Tiempo 5min 2min 0.45seg | 0.45seg | 0.45seg | 10min
Repeticiones | Una vez | Unavez 35 veces Una vez

Técnica de electroforesis

En un matraz se colocaron 50ml de TAE 1X al cual se le agregaron 2g de
agarosa al 2%, posteriormente se calentd directamente en la flama de un
mechero hasta clarificar y obtener un medio reconstituido. Se dejé enfriar (sin
solidificar) y se agregaron 10ul de bromuro de etidio, se homogenizd y se vertio
en la camara de electroforesis, se colocaron los peines dentro del gel con la
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finalidad de formar los pozos que contienen a las muestras. Estos peines se
retiraron una vez solidificado el gel.

Se monto el sistema en una camara de electroforesis y se agregé TAE 1X
hasta cubrir completamente el gel. Las muestras de ADN se colocaron de la
siguiente manera:

Sobre un papel Parafilm® se colocaron 3ul de Buffer de corrido y 7ul de ADN,
se homogeneizaron con ayuda de una micropipeta y se colocé cada muestra
en cada uno de los pozos del gel. Se encendié la camara de electroforesis con
un voltaje de 85 miliamper. El tiempo de corrido fue de aproximadamente 40
minutos. Posterior a esto se procedid a realizar la lectura del gel en el
transiluminador ultravioleta. Técnica empleada segun Lépez y col. 2003, con
algunas modificaciones.

Material biolégico

Se utilizaron 18 conejos de la raza nueva Zelanda de aproximadamente 1.8
kilogramos, de sexo indistinto, sanos, donados por la unidad de cunicultura de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautittan UNAM.

El numero de animales utilizados se determind en base a los trabajos
realizados por Valdivia en 1995, en los cuales el 100% de los animales que
fueron inoculados bajo las mismas condiciones de este experimento,
reaccionaron en forma idéntica de acuerdo al in6culo empleado. Los animales
gue murieron por la cirugia o en menor tiempo fueron eliminados, respetando la
numeracion cronolégica asignada. Los animales eran dietados un dia previo a
la cirugia solo de alimento sélido, con agua a libre acceso.

Cabe mencionar que todos los animales utilizados en este trabajo fueron
manejados y tratados en condiciones humanitarias de acuerdo a la NOM-062-
Z00-1999 y a las normas internacionales.

Técnica quirargica
La técnica quirurgica fue realizada como lo mencion6 Valdivia en 1995.

Se realiz6 tricotomia de toda la region abdominal del conejo
Se tomd muestra de sangre por puncion yugular y/o auricular.

Se procedio a tranquilizar al animal con maleato de acepromacina (0.20 ml),
sulfato de atropina (0.15 ml) y poco después se aplicé 26mg de ketamina
(0.48ml de anesket). El protocolo de medicacion completo llevado a cabo a lo
largo de todas las cirugias es indicado en la Cuadro 5.
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Cuadro 5. Anestésicos utilizados en la cirugia

Dosis Administrado (mg/kg)

Principio Activo Inicio Induccién Mantenimiento

Maleato de 0.08 - -
Acepromacina

Sulfato de Atropina 0.04 - -

Ketamina 0.26 0.65 33.33

Tras observar la entrada del paciente a primer plano de anestesia
(aproximadamente 5 minutos), se procedié a colocarlo en decubito dorsal y
realizar la antisepsia del area de intervenciéon con cloruro de benzalconio 1:100
tiempo durante el cual el paciente se fue profundizando hasta el plano Il de
anestesia.

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

PRIMER TIEMPO: Incision de la piel por la linea mediana ventral
aproximadamente 2cm, debajo del estern6n abarcando piel y linea alba. Una
vez en cavidad se procedi6 a localizar el apéndice cecal el cual (la mayoria de
las veces) se encontrd en la regién hipocondriaca derecha dorsal al ciego. Una
vez ubicada la estructura, ésta se expuso sobre gasas mojadas en solucion
salina fisiolégica estéril (SSFE).

SEGUNDO TIEMPO: Se seleccioné un segmento de 5cm aproximadamente en
el cual fuese facil ligar la vasculatura local del 6rgano y que fuese lo
suficientemente proximal al ciego para permitir una facil manipulacion del saco
ciego. Se procedié a ligar con doble nudo de cirujano de vicryl 3-0, la
vasculatura local a lo largo de una porcién de 2 a 3 cm de largo, lo suficiente
para crear holgadura comoda entre el apéndice cecal y su vasculatura
principal.

TERCER TIEMPO: Una vez ligada la vasculatura local del 6rgano se pinzé la
region que habia quedado sin irrigacion con dos pinzas rectas de Kelly una
junto a la otra y se realizo un corte entre ambas pinzas.

CUARTO TIEMPO: Se procedio a cerrar el extremo proximal al ciego por medio
de una sutura de jareta proseguida de una sutura de connell-cushing con
monocryl 3-0.

QUINTO TIEMPO: Se prosiguié a abrir la pinza del lado distal al ciego en
donde cuidadosamente se instild6 SSFE por medio de una jeringa de 20 ml
unida a una sonda de alimentacion infantil, recuperando el liquido en un
pequefio frasco estéril, tomando todas las medidas necesarias para evitar el
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derrame de liquido hacia las visceras o cavidad. Este procedimiento se repitid
hasta que el liquido dejo de ser turbio.

SEXTO TIEMPO: Una vez lavado el segmento del ciego, se prosiguio a realizar
una sutura de jareta, pero antes de apretarla, se aplicé con una jeringa, 1 ml
del inocul6 correspondiente, seguida de una sutura de connell-cushing. Se
cambiaron todos los campos inmediatamente, asi como guantes y el
instrumental.

SEPTIMO TIEMPO: Ambos mufiones fueron cerrados, y se comprobd la
hermeticidad de ellos, se tomaron los cabos libres de las suturas de ambos
mufiones y se anudaron entre ellos.

OCTAVO TIEMPO: Se procedio a regresar la viscera a su posicion original
para proseguir a cerrar la pared abdominal con surgete continuo anclado de
monocryl 2-0 y de la piel con puntos en “u” de naylon 3-0. Finalmente se aplico
negasunt.

Después de realizada la cirugia, los animales fueron llevados al laboratorio de
Diagnostico Integral Veterinario DIVET®, donde estaban continuamente
vigilados, proporcionandoles agua y alimento a libre acceso, y se tomaron
muestras de sangre periédicamente hasta el dia que fallecieron.

Las muestras sanguineas fueron procesadas en el laboratorio de Diagndstico
Integral Veterinario (DIVET®).

Elaboraciéon de Rangos Normales Sanguineos

Para comparar los datos que se obtuvieron después de la inoculacién, se
tomaron como rangos normales los resultados de las muestras de sangre
obtenidas antes de realizar la cirugia y antes de la anestesia.

Necropsia

Después de que los conejos fueron eutanasiados o murieron antes del tiempo
esperado, se le realiz6 necropsia. Se obtuvieron: rifién, bazo, apéndice cecal y
encéfalo; los cuales fueron fijados con paraformaldehido al 4%.

Histopatologia

Después de fijar el tejido, se realizaron cortes de cada muestra y se colocaron
en capsulas para proceder a enjuagarlas y someterlas a un tren de
deshidratacion en alcoholes en concentraciones crecientes durante una hora
cada uno (OH 60°, OH70°, OH80°, OH96°, absoluto) hasta llegar a xilol (dos
cambios) y por ultimo se infiltraron en parafina. (16, 18)
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Figura 1. Esquema de la técnica de inclusion en parafina

FIJACION
Muestra .
L1
Inmersién
DESHIDRATACION
= = = = =
L 4 * @ kg L d
H20 OH 70° OH 80 OH 96° OH 100°

10 min 2 X 25 min 2 X 25 min 2 X 25 min 3 X 25 min

et S——
Xilol OH- Xilol
2 X 25 min 25 min

ESTUFA 56 - 58°

parafina liquida parafina liquida parafina liquida
1 hora 1 hora _» 24 horas

Formacidn de Bloques
Rarafina liquida q

Enfriamiento

Bloque de parafina Bloque de parafina
retallado

Cortes

Los cortes se realizaron en el microtomo, con un grosor de 5 micras en series,
los cuales se sometieron a un bafio de flotacion a 37°C con grenetina, para
gue se extendieran y adhieran al portaobjetos, de dejaron secar a temperatura
ambiente por 24 horas.

Tincion hematoxilina-eosina

e Se sumergieron los preparados histolégicos en xilol para eliminar los
excesos de parafina.

e Luego pasaron por una serie de alcoholes (100°. 95°y 70°).

e Se lavaron en agua para eliminar exceso de alcohol
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e Se sumergieron en hematoxilina por 10 minutos, luego se lava en agua
para eliminar excesos y se pasa rapidamente por alcohol acido.

e Se lavaron nuevamente

e Se sumergieron 30 segundos en eosina.

e Se pasaron por otra serie de alcoholes, en orden creciente (70°, 95° y
100°).

« Finalmente se dejaron remojar 10 minutos en xilol, antes de realizar el
montaje final.

Finalmente se procedio a revisar las distintas muestras en diferentes objetivos.
La revision de las laminillas, se realiz6, dandole una puntuacion a los

elementos evaluados de la siguiente manera:

Cuadro 6. Evaluacion del grado de lesion en el estudio histopatolégico de
acuerdo a Hernandez y col.

0 Sin Cambio
Patologico
Aparente
(SPCA)

1 Leve

2 Moderado

3 Severo

*Hernandez y col. (1993)
Lesiones Histopalégicas Evaluadas

e Apéndice Cecal: Necrosis Linfoide y Apoptosis

e Bazo: Deplesion Linfoide, Apoptosis, Hemosiderina y Congestion.

e Rifidn: Hinchamiento Glomerular, Hemosiderina, Congestion y Necrosis
Glomerular.

Se realizaron 3 laminillas por 6rgano y cada en cada una se revisaron 3
campos, por 3 personas diferentes para realizar el analisis estadistico.

Los datos se analizaron con una estadistica no paramétrica de Kruskal, en el
software estadistico statgraphics 5.0 plus, con un nivel de significancia de
p{0.05
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VIl. RESULTADOS

PCR

Se realiz6 la identificacion del gen stx1, stx2 y eaeA mediante la técnica de
PCR, se confirmaron que el testigo positivo tiene la presencia de los 3 genes,
mientras que el testigo negativo no presentd ninguno, la cepa EDI-222 posee
los genes stx1, stx2 y eaeA, la cepa EDI-221 presenta stx1 y eaeA y las cepas
EDI-220 Y EDI-228 solo tuvieron la presencia del gen eaeA, como se observa
en la cuadro 7.

Cuadro 7. Genes encontrados en las cepas empleadas en el estudio mediante la
técnica de PCR

PCR*
CEPA Gen amplificado
stx1 stx2 eaeA
EDL-933 + * *
EDI-222 + * *
EDI-221 + - *
EDI-220 - - *
EDI-228 - - ¥
Mc4100wt - i )

*Se utilizo la técnica descrita por Aranguré, 2011
Modelo animal

Los dias posteriores a la inoculacion los animales se mantuvieron en el bioterio
de DIVET®, donde se les suministraba agua, alimento y estaban vigilados
constantemente. Se reviso la signologia que presentaba cada individuo hasta el
momento de fallecer, se realiz6 un cuadro comparativo para la signologia
mostrada por los diferentes grupos inoculados representando su grado de
severidad.
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Signos clinicos

Cuadro 8. Signos clinicos observados en los conejos inoculados en
Apéndice cecal con E. coli enterohemorragica O157:H7.

CEPA
EDL-933 | Mc4100wt | EDI-228 | EDI-200 | EDI-221 | EDI-222
SIGNOS CLINICOS
DESHIDRATACION +4 * + +++ ++ ++ et
ANOREXIA ++ + +++ ++ ++ 4+
CIANOSIS - - ++ +++ +++ +++
MUCOSAS PALIDAS ++ - - - - +
DIFICULTAD PARA Tt _ + it ) it
RESPIRAR
DIARREA +++ - +++ ++ +++ ++
DIARREA FETIDA ++ ] + it _ it
*SEVERIDAD:
- NULA
+ LEVE
++ MODERADA
+++ SEVERA

La mayoria de los grupos inoculados con cepas O157:H7 presentaron una
signologia similar en cuanto a la severidad, aunque los individuos que fueron
inoculados con las cepas EDL-933, Y EDI-222, la signologia se presentd a los
2 dias post-inoculacion, mientras que en los individuos inoculados con las
cepas EDI-200 Y EDI-228 es hasta los 4 dias después de la inoculacion.

Laboratorio
Resultados obtenidos en el hemograma

Los grupos que fueron inoculados con la cepa de Escherichia coli EDL-933 y
EDI-221 presentaron una disminucion en los valores promedio de glébulos
rojos, hemoglobina y hematocrito al segundo dia post inoculacién, mientras
gue los grupos inoculados con las cepas de Escherichia coli EDI-222 y EDI-
228 solo presentaron disminucion en el hematocrito fig. 2, 3,4.
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La cepa de Escherichia coli EDI-200, se comporté de manera contraria a los
demas grupos, mostrando una ligera policitemia, mientras que la cepa
Mc4100wt mantuvo los niveles normales fig. 2.

millones/mm3

figura 2. Comportamiento de las medias de glébulos rojos
por cepay su linea de tendencia central
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figura 3. Comportamiento de las medias de hemoglobina por
cepay su linea de tendencia central
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figura 4. Comportamiento de medias del hematocrito por cepa
y su linea de tendencia central.
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Figura 5. Comportamiento de medias de plaquetas por cepay
su linea de tendencia central
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figura 6. Comportamiento de las medias de leucocitos por
cepay su linea de tendencia central.
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figura 7. Comportamiento de medias de linfocitos por cepa 'y
su linea de tendencia central
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figura 8. Comportamiento de las medias de neutréfilos por
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figura 9. Comportamiento de medias de urea por cepay su
linea de tendencia central
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figura 10. Comportamiento de medias de creatinina por cepa y su linea de
tendencia central
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Necropsia

En los conejos inoculados con las cepas de Escherichia coli O157:H7 se
observaron diversas lesiones en distintos organos, siendo el apéndice cecal,
rifidn y bazo los més caracteristicos en todos los grupos.

En el cuadro 9 se muestra un comparativo de las lesiones que se presentaron
en los diferentes grupos inoculados.

Cuadro 9. Lesiones a la Necropsia de los grupos inoculados con
diferentes cepas de E. coli enterohemorragica O157-H7.

CEPA
LESION EDL-933 | Mc4100wt | EDI-228 EDI-200 EDI-221 EDI-222
Ulcera Gastrica + - + + +
Mucosa
Intestinal + - + + -
Traslucida
Necrosis Apéndice Cecal - - - - +
Inoculado
Intestino - - + + +
Congestion Rifidn - - + - +
Encéfalo - - - - -
Nefromegalia + - - - -
Hepatomegalia
+ - + + -
Atrofia de Bazo
- - + + +
Hemorragia en
Bazo - - - - +
(+) Positivo *En 2 de 3 animales se aprecié Ulcera Perforada en Estomago

(-) Negativo

Al igual que en los signos clinicos, las lesiones observadas son comunes entre
grupos y la variante es la severidad de la lesion, siendo las cepas que
contienen los genes stx1, stx2 y eaeA, las mas virulentas, ya que los animales
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solo sobrevivieron tres dias después de la inoculacion, mientras que los demas
grupos variaron entre 5y 6 dias posteriores a la cirugia.

En todos los individuos que fueron sometidos a la inoculacién se presentaron
algunas adherencias en peritoneo, en la region de segmento operado.

Las siguientes figuras representan algunas de las lesiones en los 6rganos, de
algunos individuos.

Figura 11. Perforaciéon Gastrica presentada en el conejo inoculado con la cepa
EDI-222 observada a la necropsia

Figura 12. Ulcera Gastrica presentada en el conejo inoculado con las cepas
EDL-933, EDI- 200, 221 y 228 observadas a la necropsia
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Figura 13. A) Encéfalo sin cambios patolégicos aparentes B) Congestion en el
encéfalo del conejo inoculado con la cepa EDI-222

Figura 14. A) Rifidn sin cambios patolégicos aparentes B) Rifidn congestionado
en los conejos inoculados con la cepa EDI-228 y EDI- 221 a la necropsia

B)



Figura 15. A) Bazo sin cambios patolégicos aparentes del conejo inoculado con
la cepa Mc4100wt B) Atrofia en Bazo de los conejos inoculados con las cepas

EDI-228, EDI- 200 y EDI-221 presentado a la necropsia

LESIONES HISTOPATOLOGICAS
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figura 16. Lesiones histopatoldgicas de riidn
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figura 17. Lesiones histopatoldgicas de bazo
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figura 18. Lesiones histopatoldgicas de apéndice cecal inoculado
con Escherichia coli 0157:H7
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Las siguientes figuras muestran algunas lesiones que se encontraron al microscopio
en diferentes objetivos.

Figura 19. Microfotografia de apéndice cecal de conejo inoculado con la cepa de
Escherichia coli Mc4100wt se encontré sin cambios histopatolégicos aparentes.
A) Domo, B) Centro Germinativo, C) Vellosidad, tincién H-E., 40x.



Figura 20. Microfotografia de apéndice cecal de conejo inoculado con la cepa de
Escherichia coli EDL-933, se encontré A) Necrosis linfoide de Centros Germinativos,
tinciéon H-E., 400 B) Apoptosis, tincién H-E., 1000x.

Figura 21. Microfotografia de bazo de conejo inoculado con la cepa de Escherichia coli
Mc4100wt, se encontré sin cambios histopatolégicos aparentes, A) Pulpa blanca, B)
Pulpa roja, tinciéon H-E., 400 x.



Figura 22. A) Microfotografia de bazo (pulpa blanca) de conejo inoculado con la cepa
Escherichia coli Mc4100wt, se encontré sin cambios patologicos aparentes B)
Microfotografia de bazo de conejo inoculado con la cepa de Escherichia coli EDL-933 se
encontré Deplesion linfoide y Congestion, tincion H-E., 400 x.

Figura 23. Microfotografia de rifién de conejo inoculado con la cepa de Escherichia coli
Mc4100wt, se encontré sin cambios histopatolégicos aparentes. A) Glomérulo renal B)
Tubulo Contorneado, tinciéon H-E., 400x.

Figura 24. Microfotografia de rinén de conejo inoculado con la cepa de Escherichia coli
EDL-933, se encontré necrosis glomerular, tincion H-E., 400x.



VIII. DISCUSION

Las cepas empleadas en el presente trabajo fueron obtenidas previamente de
un brote de enfermedad en cerdos y se seleccionaron todos los aislamientos
pertenecientes al serotipo O157:H7. Sin embargo al comparar los resultados de
la presencia de los genes reportados por Vazquez y los obtenidos en el
presente trabajo (Cuadro 1 y Cuadro 7) se observaron discrepancias, como por
ejemplo: en la cepa EDI- 200 ella menciona que presenta los genes a stx1, stx2
y eaeA, en el presente trabajo solo presento el gen eaeA, en la cepa EDI- 222
en el trabajo de Vazquez no presenta ningun gen y al realizar las pruebas de
PCR presento stx1, stx2 y eaeA. Esto pudo deberse a un inadecuado marcaje
de los viales que contenian las cepas en almacenamiento.

A pesar de que las cepas problemas desarrollaron en los conejos signos
clinicos iguales, las diferencias en tiempos y severidad nos marcan un
contraste elemental. Las cepas problema EDI-200, EDI-221 y EDI-228 en un
tiempo mas prolongado, como la diarrea que se presento hasta el 4to dia post-
inoculacién, mientras que en las cepas EDL- 933 y EDI-222 se present6 al 2do
dia post-inoculacién. Esto podria deberse a las diferencias genotipicas que
presenta cada una de las cepas (Cuadro 7) por lo que el tener los tres genes al
mismo tiempo les confiere mayor virulencia Brandt, 1995. Este efecto en los
conejos sugiere que los genes stx1, stx2 y eaeA en todas las cepas se estan
expresando.

Los animales desarrollaron diarrea, deshidratacion, mucosas palidas, anorexia,
cianosis y disnea, con una severidad que dependié de la cepa empleada,
correlacionando ésta con la portacion de los tres genes al mismo tiempo como
se observa en el Cuadro 8. Este hecho fue reportado previamente por Cuellar,
2002 al observar que los mayores efectos se han tenido con cepas portando
todos los genes de virulencia, por lo que los signos clinicos mas severos se
presentaron con la cepa EDI-222.

En virtud de que los animales empleados desarrollaron los signos clinicos y
lesiones en un tiempo muy corto y de que solo se emplearon tres conejos fue
necesario calcular la tendencia de los valores a lo largo del tiempo, linea de
tendencia central.

En la formula roja los grupos inoculados con la cepa EDI-221 y EDL-933
presentaron una anemia al segundo dia post inoculacion, siendo mas severa
en la cepa de referencia (Figura 2), esto podria deberse a que esta pertenece
al grupo de las altas productoras de citotoxinas como lo menciona Palacios en
1992, mientras que las cepas de cerdo son bajas productoras de citotoxina
mencionado en el trabajo de Vazquez. EIl grupo inoculado con la cepa EDI-222
y EDI-228 solo presentd una tendencia a la disminucion en el hematocrito. Las
demas grupos entran dentro de los rangos normales.

Los conejos inoculados con la cepa EDI- 200 presentaron una tendencia al
aumento en la formula roja, probablemente a la deshidratacion del animal,
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causada por la diarrea severa que manifestd (Figura 2, 3, 4), quizd por la
presencia del gen eaeA, el cual participa en la adherencia bacteriana a las
células del epitelio intestinal en los cerdos, el cual esta mediado por adhesinas,
mencionado por Nataro en 1998.

En relacién a los Globulos Blancos (GB) hay una tendencia a la disminucion
muy marcada en la cepa EDL-933 (Figura 6) esto podria deberse a que los
conejos tienen receptores en leucocitos, linfocitos y neutroéfilos para las toxinas,
que los destruye. La tendencia aumentar en leucocitos y linfocitos se presento
en los conejos inoculados con las cepas EDI-200, EDI-228, EDI-222 vy
Mc4100wt podria deberse a que estas cepas poseen otros factores de
virulencia como LPS (Figura 7 y 8).

En cuanto a los resultados obtenidos en el conteo de las plaquetas en los
conejos inoculados hay una tendencia a la disminucion con las cepas EDI-221,
EDI-222 y EDL-933 (Figura 5) la cual nos indica una trombocitopenia, la causa
de estd, podria deberse a una lesion en el endotelio de los pequefios vasos
sanguineos y a depdésitos de fibrina en estos microvasos, esto tiende a
presentar puntos de impacto en donde el glébulo rojo se destruye en su transito
por la sangre provocando una anemia microangiopatica la cual es una
caracteristica de el Sindrome Urémico Hemolitico como lo menciona Karmali,
1983. Esto se atribuye a que estas cepas tienen uno o los dos genes de stx1y
Stx2.

La urea en el presente trabajo se encontrd una tendencia aumentar en la cepas
EDI-228, EDI-222 y EDL-933 al contrario con el grupo inoculado con las cepas
EDI-200 y Mc4100wt la cuales tuvieron una tendencia a disminuir. No sucedio
lo mismo en relacion con la creatinina, ya que el grupo inoculado con la cepa
EDI-222 tuvo una tendencia al aumento, mientras que el grupo de la cepa EDL-
933 disminuyd. Las demas grupos entraron dentro de los rangos normales
(Figura 9y 10).

Los resultados encontrados en el hemograma de los conejos que se inocularon
con la cepa EDI- 222 que presentan una tendencia a aumentar en urea y
creatinina nos habla de un dafio en rifiébn, una insuficiencia renal aguda
provocada por los genes stx1 y stx2 que actian directamente sobre las células
endoteliales glomerulares alterando la tasa de filtracion de las células del rifion,
debido a su gran contenido de Gb3 que las convierte en las células mas
susceptibles a ser atacadas por la toxina, provocando asi la IRA. Tomas, 1995.

Varios modelos animales han sido desarrollados para estudiar la patogénesis
de la infeccion, sin embargo en ninguno de ellos se ha logrado producir la
triada del SUH que menciona Karmali, 1983, en el presente trabajo se
observaron dichas las caracteristicas en la cepa EDI-222, que tiene los tres
genes (stx1, stx2 y eaeA).

En estudios anteriores se ha determinado que el animal mas importante en
infeccion humana es el ganado vacuno, pero estos resultados demuestran que
los cerdos también podria ser otra fuente de infeccion.
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Las lesiones encontradas a la necropsia en los diferentes grupos inoculados
fueron muy similares, (Cuadro 9) solo que los tiempos fueron distintos, siendo
que las cepas EDL-933 y EDI-222 murieron a los 3 dias mientras que los
demas grupos inoculados fueron hasta los 5 o 6 dias. Lo cual nos indica que
las cepas que presentan los genes stxl, stx2 y eaeA, son mas virulentas,
aunque las cepas que provienen de enfermedad en cerdo son bajas
productoras de toxina.

Lo que se encontré en todos los individuos fue una ligera adherencia en
peritoneo, en el lugar donde se encontraba el segmento inoculado, esto
posiblemente por la manipulacion que hubo durante la cirugia, en el grupo
inoculado con la cepa Mc4100wt, fue la Unica lesion que se encontro, los
demas drganos se encontraban sin ningin cambio patolégico aparente, incluso
el segmento de apéndice cecal inoculado solo se encontraba ligeramente
palido, pero mantenia irrigacion.

El grupo inoculado con la cepa EDI-222 fue el Unico grupo que presentd una
lesion a nivel nervioso, que fue la congestion (figura 13), este puede ser un
efecto directo de la toxina sobre el sistema nervioso central, y puede estar
mediado por el receptor Gb3, esto ya se ha visto en otros trabajos como el de
Francis y col, en cerdos afectados con cepas O157:H7 y Stx2, pero en este
trabajo se describieron signos clinicos, que posiblemente podrian haberse
presentado en este modelo, solo que la agresividad de las toxina en otros
organos, no permitié la sobrevivencia de estos individuos.

Valdivia en 1995, describe lesiones vasculares sobre sistema nervioso central
en conejos inoculados con cepas O157:H7, pero presentan un cuadro de
paralisis de tren posterior, por lo que podriamos describir a la cepa EDI-222
como neurotédxico, a pesar de que los individuos no presentaron una signologia
nerviosa.

Entre las lesiones mas severas que se pudieron observar, fue Ulceras
gastricas hemorragicas en todos los grupos inoculados con cepas 0O157:H7,
pero los grupos inoculados con la cepa EDI-222 tuvieron una mayor severidad
siendo que esta llego a perforar el estbmago, esta lesion no ha sido reportada
en ningun modelo animal inoculado con cepas enterohemorragicas ni en casos
de SUH, siendo quiza una nueva patologia de las cepas, aunque en la cepa
EDL-933 no llego a la misma perforacion, las ulceras eran muy severas.
También se mostraron dafios en la mucosa intestinal que se torno translucida.

El efecto en el sitio de la inoculacién en las cepas EDI-221 y EDI-222, fue muy
severo presentando una necrosis del apéndice cecal, que puede ser debido al
gen eaeA que tienen un efecto directo en el enterocito de “attaching and
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effacement”. A pesar que las cepas provenientes de cerdo son consideradas
como bajas productoras de toxina.

La atrofia de bazo es también una lesion caracteristica de las cepas 0157:H7,
ya que todos los grupos inoculados con este tipo de cepas presentaron una
disminuciéon marcada en el tamafio, siendo por primera vez reportada por
Valdivia en 1995 en conejos, y posteriormente reportada por Brambila y
Martinez en 2006 igualmente inoculada en conejos. A pesar de que las
caracteristicas genéticas de las cepas son diferentes, la lesion se presenta,
aunque en menor severidad.

Por otra parte las lesiones encontradas en rifién, en las cepas EDL-933 y EDI-
222, fueron muy similares, la nefromegalia estuvo presente en todos los
individuos de estos grupos, los riflones presentaba congestién y edema, esta
lesion se puede asociar con la presencia de stx2 en ambas cepas, que se
caracteriza por la inhibicion de la sintesis proteica en los érganos blanco y
siendo quiza el rifidn el érgano que presenta los receptores Gb3 en la corteza
renal, por lo que el 6rgano se ve mas afectado.

Con base a los resultados obtenidos en la histopatologia, pudimos observar
que la cepa EDL-933 y EDI-222 que poseen los genes stxl, stx2 y eaeA,
presentan un mayor grado de lesién en cuanto a la deplesion linfoide de bazo,
como lo mencioné Thomas en 1996, sin embargo también pudimos observar
gue no es tan necesaria la presencia de dichas toxinas ya que las cepas EDI-
221 y EDI-200 que no presentan los tres genes, tienen la misma lesién, aunque
en menor severidad. Pudiendo ser que la causante de la lesién sea el gen
eaeA que es el Unico gen que se encuentra presente en todas las cepas, y la
presencia de los genes stx1 y stx2 agrave la lesion.

Las lesiones en rifibn mas severas que se obtuvieron fueron, necrosis de
tubulos contorneados y necrosis glomerular que son las mas importantes en el
funcionamiento del 6rgano, y este se vio mas dafiado en el grupo inoculado con
las cepas EDL-933, EDI-222 y EDI-221, como podemos observar en la Figura
24, en donde se demuestra el dafio celular provocado por la cepa a
comparacion de la Figura 23 en donde no se muestran cambios patologicos
estas cepas tienen en comun el gen stx1 que ha sido mencionado como el
gen que ataca dicho 6rgano provocando lesiones muy similares con lo que
reporta Hughes y col, en 2001 en los casos de sindrome urémico hemolitico,

Los grupos inoculados con las cepas EDI-221, EDI 222 Y EDL-933, también
demostraron dafio en tubulos, que se caracteriz6 por una necrosis, Yy
congestién en todo, con lo cual se ven alteradas las funciones del 6rgano,
estas lesiones ya habian sido descritas por Taguchi en 1998.
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La necrosis glomerular que se observo, fue similar a la que reporté Jaime y
col, 2003, en un brote de SUH en humanos. A pesar de que la cepa proviene
de una enfermedad en cerdos, en estos no se ha reportado dafio glomerular.
Pero ya que se ha demostrado la presencia de receptores para la toxina en
rifidn a nivel glomerular, la lesidbn que encontramos es explicada por este
hecho.

Podria ser que el conejo al igual que el humano, la corteza del rifibn expresa
gran cantidad de glicoproteina Gb3, por lo cual es el 6rgano mas afectado por
contar con los receptores adecuados para la union de la toxina, y por lo tanto
presenta las mismas lesiones al inocular la cepa de humano y la cepa de
cerdo, y las que se han reportado en SUH.

A pesar de la diferencia genética de las cepas todas se comportaron con una
deplesion linfoide marcada en apéndice cecal como Brambila y Martinez en
2006 encontraron inoculando cepas O157-H7, posiblemente por ser el érgano
de inoculacion, a excepcién de los grupos inoculados con las cepas EDI-228 y
MC4100wt que no tuvo cambios significativos.
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IX. CONCLUSIONES

Las cepas aisladas de enfermedad en cerdo que presentan los genes stx1,
stx2 y eaeA causan las mismas lesiones en el conejo que la cepa de humano,
siendo estas mas virulentas.

Los signos clinicos presentados fueron de mayor gravedad en aquellos
animales inoculados con las cepas que poseen los tres genes (stxl, stx2 y
eaeA).

Las cepas aisladas de enfermedad en cerdo provocaron el SUH y la colitis
hemorrégicas en los conejos, caracteristicas de cepas productoras de toxina de
Shiga.

2 animales inoculados con las cepas de origen porcino presentaron perforaciéon
de Estomago, esta lesion no ha sido descrita previamente en el SUH en
humanos.

Las cepas que presentan los genes eaeA, stxl y stx2, causaron mayor
deplesion linfoide en el bazo.

La sola presencia del gen eaeA es suficiente para causar lesiones similares a
las de SUH, aunque sea poco virulenta.

La histopatologia de las cepas de humano inoculada en conejo fueron igual que
las provocadas por las cepas que provienen de enfermedad en cerdos.

Los animales presentaron al mismo tiempo uremia, hemolisis vy
trombocitopenia, caracteristicas observadas en el SUH del humano.
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