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RESUMEN

Las cepas de Escherichia coli Enterohemorrigica (EHEC), estan
involucradas en la Colitis Hemorragica y el Sindrome Urémico Hemolitico
(SUH) en humanos, en la actualidad no se cuenta con un modelo que permita
estudiar la patogenicidad de las alteraciones inducidas por estas bacterias.
Previamente se describié un modelo en conejos inoculando Escherichia coli
0157:H7 en el apéndice cecal y se logro reproducir la mayor parte de las
alteraciones asociadas al SUH. El objetivo del presente trabajo fue la
caracterizacion del modelo y de establecer los mecanismos iniciales de dafio
que le permiten al serotipo O157:H7 desarrollar las alteraciones en los
conejos.

Se realizd una evaluacion del desarrollo del apéndice cecal del conejo,
posteriormente se inocularon bacterias en el apéndice cecal, modificando la
concentracion bacteriana, los productos bacterianos involucrados, el tiempo de
accion y se evaluaron las lesiones cecales y del rifion de los animales
inoculados.

El apéndice cecal aparentemente es un drgano linfoide secundario. Con
10* bacterias viables, se genera un modelo de infeccidn cronica, observiandose
que los animales mas jovenes son susceptibles al dafio intestinal. Se observo
una secuencia en la presentacion de alteraciones, iniciando con el cuadro
intestinal y renal y finaimente susceptibles a alteracién del SNC y la
disminucion de la respuesta inmune.

Asimismo, se requirid de la invasién bacteriana a la mucosa y
submucosa del apéndice cecal; ademas, que se encuentren al mismo tiempo el
LPS y las toxina SLT para desarrollar las lesiones caracteristicas . El principal
papel del LPS bacteriano parece ser que es el de aumentar la expresién del
receptor Gb3 para la toxina . También se observé la participacion del
fendmeno vascular en el rifion y la destruccion intravascular de eritrocitos.
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Abstract.

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are involved in
hemorrhagic colitis and the haemolytic uremic syndrome (HUS) in humans.
To today, there is not a model that allows the study of the pathogenesis
induced by this bacteria. We have previously described a rabbit animal model,
Escherichia coli O157:H7 was inoculated in the ceccal appendix and most of
the characteristic HUS were observed. The goal of the present work was the
characterization of the model and the early mechanisms by which EHEC
0157:H7 induced alterations in the rabbit animal model. -

The first step was to evaluate the normal development of the ceccal
appendix in the rabbit. Caeccum was inoculated in the appendix, with
~ different bacterial concentrations and your products. The kinetics lesion
formation in the caeccum appendix and kidneys was assessed.

The ceccal appendix is a secondary lymphoid organ. A concentration of
10* viable bacteria were enough for the establishment of a model of chronic
infection. Young animals developed initially the intestinal lesion, and
intestinal and renal alterations as subsequent events. Finally central nervous
system (CNS) alteration and reduced immune response.

In order to establish a characteristic lesion, the bacterial invasion of the
appendix submucose was necessary, as well as the presence of LPS
(Lipopolysaccharide) and SLT (Shiga Like toxin). The principal role of LPS
probably was to increase the expression of the Gb3 receptor for the toxin. It
was also observed the participation of vascular phenomena in the kidney and
the intravascular destruction of erythrocytes.
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INTRODUCCION

1.1 Escherichia coli

Existen cinco diferentes grupos de Escherichia col; que causan
enfermedad intestinal en humanos (patotipos): enteroagregativas (EAEC),
enteropatogenas (EPEC ), enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasjvas (EIEC)
Y las productoras de toxina de Shiga (STEC o EHEC) ( Nataro and Kaper,
1998: Hurley y col., 1999; Lai y col.,, 1999, ‘

Las  cepas de Escherichia  col; pertenecientes 4] grupo
enterohemorragico (EHEC) producen una o ambas de las toxinas Tiombradas
como Shiga like toxin (SLT) I y II. Mientras que para la SLTI no se han

encontrado variantes antigénicas ni de sy receptor sobre las célujas blanco,

deteccion de la bacteria (Paton and Paton 1998; Perna y col, 2001). A la
fecha, no se conoce Iz Secuencia precisa de eventos que conducen al SUH ¢ a
Ia colitis hemorragica (Hurley y col., 1999}, los dos principales problemas
provocados en humanos por las cepas EHEC. En los cerdos se identificé una
infeccion natural por estas cepas, conocida como enfermedad edematosa

porcina (Gyles and Thoen, 1986) siendo [a Oira especie susceptible en la
naturaleza a fas cepas productoras de Stx (Donohue y col. 2000),

1.2 Factores de virulencia -
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La lesion A/E se caracteriza por la disolucidon del ribete en cepillo
intestinal y pérdida de la microvellosidad intestinal (effacement) en él sitio de:
union de la bacteria {aftachment) después de lo cual se rearregia la actina
intracelular conduciendo a la formaciéon de un pedestal en el sitio de
interaccion bacteria-célula. La lesion A/E se lleva a cabo en tres fases: unidn a
la superficie celular en un patrén de adherencia localizada y asociada con las
fimbrias formadoras de rizos ( bundie-forming pili, BFP), se induce una
respuesta compleja de las células epiteliales que conducen a rearreglos del
citoesqueleto y que son inducidas por proteinas secretadas por la bacteria
(Esps) y finalmente la union intima y estrecha de la bacteria a la célula,
mediada por una proteina bacteriana, intimina, y un receptor celular secretado
por la misma bacteria (Tir); asi mismo, Tir actia como receptor celular para
las cepas EHEC (Puente and F mlay, 2001).

1.3 Verotoxinas

Las toxinas producidas por las cepas EHEC son conocidas, ademas de
Verotoxinas (VT) como: Shiga Like Toxins (SLT) o como toxinas de Shiga
(Stx). Los miembros de la familia de toxinas de Shiga (STx) tienen parecido
con la toxina de Shiga, producida por Shigella dysenteriae tipo 1,
compartiendo las siguientes propiedades: (Calderwood, 1994).

1.- Estructura polipeptidica de 5 subunidades B por una A.

2.- Estructura de un operdn, con el gen codificante de la subunidad A
“corriente arriba” del gen para la subunidad B.

3.- Actividad bioldgica idéntica para la subunidad A.

4.- Union del pentamero B al receptor de tipo esfingolipido sobre las células
eucarioticas.

5.- Actividades biologicas de enterotoxicidad en conejo, neurotox1c:1dad en
raton y citotoxicidad para cultivos celulares.

La nomenclatura propuesta por Alison O'Brien, (segiin Karmali y col.,
1994), como toxinas semejantes a Shiga, “Shiga like toxin” (SLT),
Verotoxinas (VT) o toxinas de Shiga (Stx), se emplean indistintamente y se
reconocen cuatro subtipos: SLT-1/VT1, SLT-1I¢/VT2¢, SLT-1Id/VT2d y SLT-
Ile/VT2e. Las cepas productoras de Stx 2 estan con frecuencia mayor
asociadas a enfermedad, por razones no bien conocidas (Hurley y col., 1999).

- Los genes estructurales para SLT-I y llc,d son parte de bacteriofagos
temperados, desconociéndose la ubicacion de las otras toxinas en elementos
méviles dentro o fuera del cromosoma. La transcripcion de SLT-I es regulada
por la concentracidon de hierro en el medio y la expresion de SLT-Ilc se
incrementa drasticamente por la presencia de mucina intestinal (Calderwood ,
1994)



Las subunidades B son las responsables de la actividad biologica
diferente, ademas de correlacionar con la diferencia en citotoxicidad,
localizacién de la holotoxina (espacio periplasmico o extracelular) y el
tropismo hacia los diversos 6rganos. La unidn sobre las células eucarioticas,
de esta subunidad, se establece con los Globoséridos, siendo el globotriosil-
ceramido (Gb3) el sitio de unidn para las toxinas SLT-I-11 y Ilc y el Gb4 para
la toxina SLT-Ile, existen evidencias de que la composicion de acidos grasos
de la molécula de Gb3 tiene un fuerte efecto sobre la uniéon a la toxina -
(Calderwood, 1994). El papel fisiolégico del receptor, parece corresponder
con el antigeno de diferenciacién de los linfocitos B (CD77); el cual es un
marcador de los centros germinales de las células B (Lingwood, 1994).

La subunidad B se une al receptor celular y promueve la entrada por
endocitosis, de la subunidad A, posterior al rompimiento de ella en las
" fracciones A; y A, De esta forma, la fraccion A, es transportada por el
aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico hasta los ribosomas, en donde
actia como una N-glicosidasa, hidrolizando una adenina de la fraccion
ribosomal 288, inhibiendo el factor de elongacién y bloquearido la sintesis de
proteinas, conduciendo a la muerte celular (Stephen, 1986). '

1.4 Sindrome Urémico Hemolitico

En humanos ha sido descrita una parte de la historia natural de la
enfermedad para las infecciones por EHEC, la cual consiste en resumen de:
La contaminacion por cepas EHEC de alimentos (principalmente carne de res)
las cuales al ser ingeridas con un cocimiento deficiente, permiten la entrada y
replicacion a nivel del colon de las bacterias, en un periodo de incubacién de 1
a 8 dias (promedio de 5) en el cual se puede producir un cuadro de diarrea sin
sangre, con menos del 10% de los pacientes que se muestran asintomaticos.
" En las 48 horas posteriores, se desarrolla en el 70% de los casos una diarrea
con sangre (Colitis hemorrégica), asociandose en un 30-60% de los pacientes
a la presencia de vomito, menos del 30% presenta fiebre y es posible un
aumento de leucocitos en sangre y s6lo el 5% de los casos resultan en
Sindrome Urémico hemolitico y de estos el 5% con un curso fatal (Chart,
2000). El SUH se caracteriza por tres signos: anemia hemolitica,
trombocitopenia, falia renal aguda con uremia y muerte.

1.5 Modelos animales

Se han realizado experimentos para estudiar los mecanismos de
patogenicidad de las bacterias que participan en el SUH, en ellos se ha
pretendido reproducir ia enfermedad en animales de laboratorio y domésticos



(Pai y col., 1986; Tzipori y col., 1986; Wadolkowski y col., 1990, Kita y col.,
2000) y en monos (Kang y col., 2001).

El empleo del conejo como modelo, parte de los experimentos descritos
por Sherman y col. en 1988, en los cuales se inocularon diferentes serotipos de
Escherichia coli productoras de VT por via intragastrica en animales jovenes,
aunque los resultados no mostraron evidencias de SUH, en algunos casos se
presentd diarrea no hemorragica a los siete dias posteriores a la inoculacion
(Sherman y col., 1988); asi como, colonizacién y lesiones en el intestino con
diarrea sin sangre en conejos jovenes. Ademas en conejos de 8 dias de edad,
las lesiones se presentaron primordialmente en el ciego y el apéndice cecal |
(Gyles, 1994). En otros experimentos en los que se inocularon verotoxinas por
via parenteral en conejos (Kavi y col., 1987; O Brig y col., 1987;_Pai y col.,
1986; Tzipori 1987) se observo dafio en células endoteliales y microangiopatia
en rifidn, intestino y encéfalo, muy similares a las observadas en humanos,
fundamentando la hipétesis de que estos dafios se producen por accidn directa
de la toxina sobre el rifion, el intestino y el encéfalo.

La administracién intravenosa de VTs marcadas radiactivamente en
conejos, demostrd que la toxina se une y dafla principalmente a las células
endoteliales en las areas correspondientes a la microcirculacién del ciego vy el
sistema nervioso central, pero no se observo microangiopatia, ni activacion y
consumo de plaquetas (Brunton, 1994); sin embargo, en otro trabajo se
demostro que Ja toxina VT2 se une a la microvasculatura del ciego.y la VT1 al
SNC en los conejos ( Nelson, 1994)

ANTECEDENTES

2.1 Desarrollo morfohistologico del apéndice cecal del conejo

El intestino grueso se extiende desde la unidn ileocecal al ano,
comprende al ciego, apéndice cecal, el colon, el recto y el canal anal. El ciego
es un gran fondo de saco que se continta con el colon proximal. El apéndice
cecal sale del ciego (Sanford, 1984).

La pared del tubo digestivo esta formada por cuatro capas principales: la
mucosa, la submucosa, la muscular y la serosa. La mucosa se compone de un
epitelio, la lamina propia y la muscular de la mucosa. En la lamina propia se
encuentrabn una gran cantidad de capilares sanguineos y linfaticos que se
proyectan hasta muy cerca del epitelio. La mucosa del intestino grueso no
tiene vellosidades, es mas gruesa que en el intestino delgado y por lo tanto las
criptas de Lieberkiihn son mas profundas, dichas criptas no tienen células de
Paneth, pero tienen mas células caliciformes que el intestino delgado, las



(Pai y col., 1986; Tzipori y col., 1986; Wadolkowski y col., 1990, Kita y col.,
2000) y en monos (Kang y col., 2001).

El empleo del conejo como modelo, parte de los experimentos descritos
por Sherman y col. en 1988, en los cuales se inocularon diferentes serotipos de
Escherichia coli productoras de VT por via intragastrica en animales jovenes,
aunque los resultados no mostraron evidencias de SUH, en algunos casos se
presentd diarrea no hemorragica a los siete dias posteriores a la inoculacion
(Sherman y col., 1988); asi como, colonizacién y lesiones en el intestino con
diarrea sin sangre en conejos jovenes. Ademas en conejos de 8 dias de edad,
las lesiones se presentaron primordialmente en el ciego y el apéndice cecal |
(Gyles, 1994). En otros experimentos en los que se inocularon verotoxinas por
via parenteral en conejos (Kavi y col., 1987; O Brig y col., 1987;_Pai y col.,
1986; Tzipori 1987) se observo dafio en células endoteliales y microangiopatia
en rifidn, intestino y encéfalo, muy similares a las observadas en humanos,
fundamentando la hipétesis de que estos dafios se producen por accidn directa
de la toxina sobre el rifion, el intestino y el encéfalo.

La administracién intravenosa de VTs marcadas radiactivamente en
conejos, demostrd que la toxina se une y dafla principalmente a las células
endoteliales en las areas correspondientes a la microcirculacién del ciego vy el
sistema nervioso central, pero no se observo microangiopatia, ni activacion y
consumo de plaquetas (Brunton, 1994); sin embargo, en otro trabajo se
demostro que Ja toxina VT2 se une a la microvasculatura del ciego.y la VT1 al
SNC en los conejos ( Nelson, 1994)

ANTECEDENTES

2.1 Desarrollo morfohistologico del apéndice cecal del conejo

El intestino grueso se extiende desde la unidn ileocecal al ano,
comprende al ciego, apéndice cecal, el colon, el recto y el canal anal. El ciego
es un gran fondo de saco que se continta con el colon proximal. El apéndice
cecal sale del ciego (Sanford, 1984).

La pared del tubo digestivo esta formada por cuatro capas principales: la
mucosa, la submucosa, la muscular y la serosa. La mucosa se compone de un
epitelio, la lamina propia y la muscular de la mucosa. En la lamina propia se
encuentrabn una gran cantidad de capilares sanguineos y linfaticos que se
proyectan hasta muy cerca del epitelio. La mucosa del intestino grueso no
tiene vellosidades, es mas gruesa que en el intestino delgado y por lo tanto las
criptas de Lieberkiihn son mas profundas, dichas criptas no tienen células de
Paneth, pero tienen mas células caliciformes que el intestino delgado, las



- células epiteliales de la superficie tienen bordes estriados (ribete en cepillo)

existiendo células enteroenddcrinas. Las células epiteliales se originan por
division en el interior de la cripta y de ahi migran hacia la superficie y
terminan siendo expulsadas hacia la luz (Ham, 1975).

El apéndice vermiforme o cecal, se origina embriologicamente
del mismo lugar que el ciego, pero sin sufrir la dilatacion caracteristica, el
epitelio de la mucosa es parecido al del intestino grueso , pero en la lamina
propia hay mucho mas tejido linfatico organizado en forma de nodulos que
contienen centros germinativos; en el humano, el numero de nddulos
disminuye con la edad (Ham, 1975). La capa muscular de la mucosa puede
faltar en algunos lugares del apéndice cecal.

2.2 Modelo animal en conejos

En un trabajo desarrollado previamente (Valdivia 1995), se demostré
que mediante la inoculacién de 10° Unidades formadoras de colonia (ufc) de
la cepa O157:H7 se lograba reproducir la colitis hemorragica, la falla renal
aguda y la anemia en los conejos, en forma parecida a la observada en la
presentacion clinica del SUH en los humanos. Durante este trabajo se
establecié un modelo de infeccion aguda con una muerte en 5-7 dias; sin
embargo, falté caracterizar mas a los animales, la dosis minima y las edades
de los animales.

Debido a que existié una diferencia sustancial con otros modelos
animales, en cerdos (Gyles,1994; Dean-Nystrom, 2000) , conejos (Fujii, 1992,
Pai, 1986; Gyles ,1994), terneros (Gyles,1994; Cray, 1995), ratones
(Gyles,1994) y perros (Brunton, 1994) desarrollados previamente, en cuanto al
sitio de inoculacion (en el apéndice cecal) y que existen pocos datos sobre
este organo en el conejo (Archer y col., 1954, Monroy 1973) , fue necesario
estudiar su desarrollo, para tratar de correlacionar los efectos semejantes al
SUH, con la morfologia del 6rgano. '

Los experimentos realizados por Pai y col., Potter y col., Li y col,,
(citados por Gyles, 1994), en conejos de diferentes edades inoculados
intragdstricamente, mostraron que los efectos observados dependen de la edad
de los animales, siendo altamente susceptibles a lesiones intestinales los més
pequefios y muy refractarios a estas lesiones los animales grandes. Asimismo,
cuando se indujo toxemia en los conejos al administrar las toxinas por via
intravenosa o Intraperitoneal, se observaron diferencias en los o6rganos
afectados, lesionandose principalmente el rifion por la administracion
intravenosa (Gyles, 1994),



2.3 Patogénesis de las infecciones por EHEC

Después de la colonizacion de la mucosa intestinal por parte de las
cepas EHEC, la cual se ha observado en intestino grueso (ciego y colon),
principalmente sobre el tejido linfoide asociado a mucosas y sin invasion a la
lamina propia (Pai y col., 1986), las toxinas Stx son capaces de atravesar la
barrera intestinal y entrar en el torrente circulatorio para llegar a sus
principales células blanco: las células endoteliales (Hurley y col., 1999).

Es un hecho que la aparicién del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)
requiere la presencia de una Verocitotoxemia y que las células endoteliales
 juegan un papel importante en la patogénesis (Van de Kar, 1992;
Ramegowda, 1996; Louise, 1997; Jacewicz, 1999) . Sin embargo, desde 1989,
se reporto el papel que tienen otros componentes bacterianos sobre el dafio
causado por las toxinas SLT. Barret y col. (1989), demostraron que en
conejos inoculados con STx mas endotoxina (LPS= 30ug/Kg), se apreciaba un
aumento en la severidad de las lesiones y la mortalidad de los animales, si se
comparaba con la sola administracion de la toxina StxII. Louise y col. (1992),
‘encontraron que el LPS aumentaba los efectos vasculares en la infeccién
intestinal con Shigella dysenteriae, también demostraron que el LPS de
Escherichia coli productora de SLT, aumentaba el dafio sobre células
endoteliales en cultivo, por un efecto sinérgico entre estos dos componentes.
Asi mismo, se encontrd que el efecto era aumentado por mediadores de la
inflamacion como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-oc), la interleucina 1
(IL-1) o la linfotoxina TNF-B; presumiblemente al mejorar la unién de la
toxina (SLT) a las células (Van de Kar y col., 1992; Sjogren y col., 1994,
Foster y col., 2000; Puente and Finlay, 2001). ' |

Algunas observaciones apoyan el papel de los componentes del propio
organismo sobre la severidad de las lesiones, tal es el caso de las
observaciones realizadas por Dean-Nystrom y col. (2000), quienes refieren
que fas lesiones nerviosas eran mas severas al inocular cerdos destetados y
calostrados, que al inocular cerdos privados del calostro. Se ha observado que
las respuestas a la inoculacion de las cepas O157:H7 en cerdos desarrollan las
lesiones y enfermedad parecidas a la edematosa porcina, por lo que el efecto
parece mas bien depender de la especie animal usada para los experimentos
(Donohue y col 2000). De la misma manera hay evidencias del papel que
juega el TNFoc sobre la infeccién, al emplear un modelo en ratones
gnotobiontes observando que los ratones co-inoculados con TNF-q,
desarrollaron signos neurologicos mas severos y tuvieron una frecuencia
mayor de patologias glomerulares (Isogai, 1998).



La participacion de otros componentes bacterianos, como el LPS, se
refuerza por las observaciones de una respuesta de anticuerpos hacia el LPS en
los pacientes con shigelosis complicada con SUH (Azim, 1996) y de IgM
contra el antigeno O157 en pacientes con SUH ( Kang, y col., 2001).

2.4 Expresion de los receptores para STx

Las toxinas STx tienen como principal receptor al Gb3, por lo que las
células afectadas son aquellas que lo presentan en su superficie,
condicionando la especificidad de los efectos en los diferentes drganos
afectados durante las infecciones por cepas productoras de toxinas STx.
(STEC) (Zojay col., 1992 ).

Las citocinas pro-inflamatorias regulan la expresion del glicolipido Gb3
sobre la membrana, sugiriendo que la respuesta del hospedado puede
contribuir a la patogénesis por sobre-expresion del Gb3 (Ramegowda, 1996).
Karpman y col., {1997), trabajando con ratones con y sin respuesta a LPS y
administrando E.coli O157:H7 por via intragastrica, demostraron que tanto la
toxina como el LPS son importantes en el desarrollo de la enfermedad.
Jacewicz y col. (1999), pensaron que el dafio al endotelio, estaba provocado
por la Stxs, la endotoxina y las citocinas derivadas del hospedador.

Varios autores presentan evidencias de que el receptor Gb3 es regulado
y sobrexpresado por las células endoteliales en respuesta a diversas
condiciones en las que se secretan citocinas (TNFa , IL-13). En el cuadro 1
se observan algunas células en las que se ha descrito la presencia del receptor
Gb3.

2.5 Lesiones en las infecciones por cepas EHEC

Cuando se inocularon cepas de E. coli O157:H7 en conejos infantes
(gazapos) por via intragéstrica , éstas colonizaron el colon en su porcion
media y distal con cambios morfologicos en las células del epitelio,
incremento de la actividad mitética de las criptas, disminucion de la mucina e
infiltrado de polimorfonucleares en la mucosa: Estas alteraciones podian ser
reproducidas por la administracién de VT sola (Stephen and Pietrowski,
1986). _

En el modelo animal en conejos desarrollado previamente (Valdivia,
1995), se demostro que la bacteria inoculada en el apéndice cecal era capaz de
producir las siguientes lesiones locales: migracidén de leucocitos a la luz,
hemorragias, edema, dilatacion linfatica y deplesion linfoide; asi como,
lesiones sistémicas como el dafio e insuficiencia renales, colitis hemorragica,
diarrea y anemia severas. Todos los hallazgos encontrados fueron sin
diseminacion de la bacteria y atribuibles a las verotoxinas producidas.



~ CUADRO 1

Células en las que se han demostrado receptores para las Verotoxinas de
Escherichia coli.

Células con receptor|Células con receptor|Referencia
Gb3 constitutivo Gb3 inducido
Células  renales  de Lingwood, 1994
humano (en cultivo)
Células  del  tubulo . Hughes y col., 1998
proximal de humanos . .
Plaquetas, glomérulo |Glomérulo renal de|Lingwood 1994
renal de infantes adultos
(humano). .
Eritrocito precursor Ren y col., 1999
eritroide (UFBe)
humanos
Células B  activas Lingwood 1994
(productoras de I1gG)
Monocito (humano) Harlow y col 1988
Mucosa del colon en ‘| Sugatani y col, 2000
conejos adultos

Endoteliales humanas de|Lelourd y col 2001

- | microvasculatura de SNC ‘

En el SUH y en la enfermedad edematosa porcina, la imagen
histologica caracteristica es la trombosis microangiopatica; sin embargo, hay
evidencias crecientes de que las células del sistema inmune son un blanco
importante para las toxinas Stx, algunos de los datos clinicos que lo indican
son: (Menge y col., 1999; Sugatani y col., 2000).

a) El SUH se presenta principalmente en menores de 10 afios .

b) En Japén los nifios entre 1 y 14 afios que padecieron SUH tienen bajos
niveles de anticuerpos contra Stx 2 '

¢) Los adultos que han sufrido infecciones por EHEC tienen bajos titulos
de anticuerpos contra VT1

d) En cerdos gnotobiontes, la infeccion por cepas de F.coli mdujo ciertos
estados de inmunodepresion.



e) En ratones sin respuesta a LPS inoculados endovenosamente con la
cepa O157:H7, se observd que habia una baja de los linfocitos T. Este
efecto se incremento en ratones que responden a LPS.

Utilizando un modelo de infeccidén cronica por Escherichia coli
EDL933 inoculada en el apéndice cecal de los conejos, se demostrd que la
cepa O157:H7 empleada, causo una menor respuesta de la inmunidad
celular y de la humoral (Pérez, 2002)

JUSTIFICACION

En la actualidad se desconoce ¢l mecanismo de patogenicidad que
emplean las cepas del grupo de las EHEC en el desarrollo del SUH, asi como
de los diversos componentes que participan en la patogénesis del dafio
observado. El conocimiento de dichos factores puede contribuir al desarrollo
de medidas de control y prevencion mas eficaces. Para llevar a cabo estos
estudios e€s necesario contar con modelos animales en donde se desarrollen
lesiones y se produzcan signos parecidos a los que se observan en los
humanos con SUH. Con estos modelos se disminuirian los gastos de
experimentacion y se reducirian los tiempos para llevar a cabo los estudios de
prevencion , ademas del impacto sobre el conocimiento del papel zoonoético
de las cepas involucradas en el SUH.

OBJETIVOS.
4.1 Objetivo general
Describir los factores y eventos de la infeccion por cepas de Escherichia
coli EHEC en un modelo animal en conejos. ' '

El trabajo se dividio en tres fases con la finalidad de facilitar su
realizacion y descripcion, en la primera fase se revisé y estudi6 el desarrollo
del apéndice cecal de los conejos, desde la etapa de gestacion hasta los tres
afios de edad. En la segunda parte se evaluaron las condiciones para
estandarizar un modelo animal inoculando dentro del apéndice cecal del
conejo la cepa de Escherichia coli O157:H7 (EDL933). Finaimente, se
determin6é el efecto sinérgico de las toxinas (Stxl y Stx2) y el
Lipopolisacarido (LPS), en la patogénesis de la enfermedad utilizando el
modelo en conejos.
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4.2 Objetivos espleciﬁcos

FASE 1 .
1.-Evaluar el desarrollo morfohistologico del apéndice cecal de los conejos

FASE 2
2.- Analizar la participacion de la edad del conejo en el desarrollo de lesiones

y alteraciones tisulares en un modelo de infeccién experimental por cepas de
Escherichia coli productoras de citotoxina (Stx )

3.- Determinar la participacion de los factores auxiliares de virulencia: toxinas
STx, LPS, soma bacteriano y constituyentes intracelulares en la patogénesis de
infeccidn experimental por Escherichia coli. EDL933 (O157:H7).

4.- Correlacionar los eventos de la infeccion por Escherichia.coli O157:H7
con los factores auxiliares de virulencia de la bacteria.

FASE 3
5.- Evaluar la presencia y posicion del receptor Gb3 en el apendlce cecal y en

el rifion de los CODG_] 0s.

6.- Analizar la expresion del receptor Gb3 inducida por el LPS de Escherichia
coli en el apéndice cecal v el rifién de los conejos.
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MATERIAL Y METODOS
I.- DESARROLLO DEL APENDICE CECAL DEL CONEJO

5.1 Desarrollo morfohistolégico del apéndice cecal

Se utilizaron 30 conejos de la raza Nueva Zelanda, obtenidos del
modulo de produccion agropecuaria de la FESC, seleccionando animales a
diferentes edades de gestacion y de nacimiento y tomandose al menos dos
animales de cada edad, sin consideracion del sexo. '

Las edades muestreadas fueron: 17 y 20 dias de gestacién, 5, 10, 15, 30,
60, 90, 120, 300 dias y 3 afios de edad.

Los conejos fueron sacrificados mediante insensibilizacién con
cloroformo e inmediatamente se les realizé la necropsia revisando todo el
cadaver y se extrajo el apéndice cecal. Se tomaron datos del peso total del
animal y del peso del apéndice cecal (AC), el cual fue colocado en formalina
amortiguada durante 24 h, posteriormente se secciond en forma transversal y
longitudinal y se mantuvo en la formalina durante 48 h mas. Los fragmentos
fueron incluidos en parafina, cortados a 4 y los cortes tefiidos por la técnica
de hematoxilina y eosina (Estrada y col.,1982) para su evaluacion en el
microscopio. Se tomaron fotografias con diversas amplificaciones y se realizé
una reconstruccion tridimensional del apéndice cecal.

I1.- CARACTERIZACION DEL MODELO ANIMAL EN CONEJOS

5.2 Edad de los animales

Se utilizaron 15 conejos Nueva Zelanda de 1, 1.5, 2, 3 v 6 meses de
edad con 1.2, 1.4, 1.6, 22 y 2.9 Kg. de peso vivo, en promedio,
respectivamente. Se tomaron al menos dos animales de cada edad, los cuales
fueron inoculados en el AC con 1ml de un cultivo completo de la cepa
EDLS933 Escherichia coli O157:H7 de 18 h de incubacion obtenido en caldo
soya tripticaseina (CST, BIOXON). La inoculacion en el AC se realizo
mediante la técnica quirirgica previamente descrita (Valdivia, 1995).

Los animales fueron seguidos en el postoperatorio en su signologia
clinica y mediante pruebas rutinarias de laboratorio como: biometria hematica
(BH), examen general de orina, urea y creatinina séricas de acuerdo a las
técnicas descritas previamente (Valdivia, 1995).

Posterior a la muerte o a la eutanasia de los conejos, se realizd la
necropsia para evaluar las lesiones inducidas y se tomaron muestras del ACy
en funcién de la presencia de lesiones macroscopicas, del rifién, bazo,
encéfalo, intestino, pulmoén o higado.
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E] criterio seguido para caracterizar y agrupar los signos clinicos, las
pruebas de laboratorio y las lesiones macro y microscépicas fue utilizando los
hallazgos y conclusiones obtenidos con esta misma linea de conejos, la misma
técnica y cepa de E. coli EDL933, previamente descritos por Valdivia (1995).
De esta forma, los rangos normales para las pruebas de laboratorio se
muestran en el cuadro 2 y las alteraciones que caracterizan al efecto de las
cepas verotoxigénicas en los animales (Efecto VT) se resumen en el cuadro 3.

Para la interpretacion de las pruebas de laboratorio, se tomo el criterio
reportado por Yoxall and Hird, (1980) y Arderiu y col. (1998), en donde una
desviacion de los valores de un 10 al 20% se interpreté como leve, del 20 al
30% como moderada y de mas del 30% como severa, dicho criterio fue
previamente validado por analisis estadistico para este mismo modelo animal
(Valdivia, 1995).

5.3 Concentracion de bacterias inoculadas

_ Se obtuvo un cultivo de 18 h de incubacién de ia cepa EDL933 en CST,
se le realizé cuenta viable haciendo diluciones decimales en PBS e inoculando

cajas con agar soya tripticaseina (AST, BIOXON) sembrando por la técnica de

vaciado en placa. Del cultivo de 18h, se realizaron diluciones dobles (1: 2, 1:4

y 1:8) y diluciones decimales ( 107,102 107 y 10™) utilizando CST.

Se realizd la cirugia empleando dos animales por dilucion,
inoculéandoles 1 ml en el AC, evaluando los efectos clinicos, hematoldgicos (
BH, urea, creatinina), lesiones a la necropsia e histopatologicas.

Los resultados se interpretaron de acuerdo a lo indicado en el cuadro 2 y
3.
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CUADRO 2

RANGOS NORMALES PARA LAS PRUEBAS EN SANGRE PRACTICADAS EN

CONEJOS NUEVA ZELANDA
DETERMINACION RANGO NORMAL~* UNIDADES
Eritrocitos 5.12-6.27 millones/ mm”
Hemoglobina 7.7-9.5 g/dl
Hematocrito 256 -31.9 %
Plaquetas 225 -598 miles/mm’
Leucocitos 6.24-9.21 miles/mm’
Linfocitos 35-74 %o
Monocitos 0-2 %
Neutrofilos 24 — 59 % o
N. segmentado 23 =57 %
N. en banda 0-3 %
Eosinéfilos 0-3 %
Basofilos 0-1 mg/dl
Urea 22.0-32.3 mg/dl
Creatinina 0.30-0.73 mg/dl
Hemoglobina Plasmatica 2.9-14.1 mg/dl
Haptoglobina sérica 50.6 — 103.1 mg/dl
TGP 11-31 mg/dl
LDH 217 =377 mg/dl
CPK 108 —217 mg/d!

Tomado de Valdivia, 1995

Se utilizaron 29 conejos Nueva Zelanda Blanco de 60 dias de edad clinicamente sanos.

*Rango normal ., se expresa como la media +/- 1 SD
TGP.- Transaminasa Glutamico PirGvica (Alanina amino transferasa).

LDH.- Deshidrogenasa lactica , CPK.- Creatin fosfoquinasa
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CUADRO 3

ALTERACIONES CARACTERISTICAS EN LOS CONEJOS INOCULADOS EN

EL APENDICE CECAL CON LA CEPA EDLY933 DE Escherichia coli 0157:H7

(EFECTO VT).
APARATO O |SIGNOS PATOLOGIA [NECROPSIA [HISTOLOGIA
SISTEMA . CLINICOS CLINICA
Gastrointestinal | Diarrea Sangre en heces | Distensién por | Ulceras,
hemorrégica, positivo liquido hemorragias.
deshidratacion hemorrégico, edema
_ ulceras -~
Apéndice cecal [NA NA Distension por | Hemorragias ,
contenido edema.
hemorragico, |deplesion
hemorragias en | linfoide,
las paredes dilatacién
linfatica
Sanguineo Palidez de Disminucién de | Disminucion de | Deplesidn
mucosas los eritrocitos, |tamafio en bazo, | linfoide y
Cianosis hemoglobina y . |palidezde los | hemosiderosis
terminal hematocrito, tejidos en bazo
hemolisis
intravascular
Renal NA Aumento de SCPA Hemorragias en
urea y corteza renal,
creatinina proteina en
séricas tubos
Cilindruria y
hemoglobinuria

Resumido y modificado de Valdivia, 1995
SCPA .- Sin cambios patoldgicos aparentes

NA.- No aplica
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5.4 Localizacion de la bacteria
I.-Obtencion de suero hiperinmune contra E.coli EDL933.

Se prepard un cuitivo de la cepa EDL933 en CST con 12 h de
incubacion, las bacterias se lavaron con PBS mediante centrifugacion,
resuspendiéndose en PBS a una concentracidn celular equivalente al tubo tres
del nefeldmetro de McFarland. Las bacterias fueron inactivadas con fenol para
ser utilizadas como antigeno.

Se utilizaron dos conejos NZ de 2 kg de peso, aplicandoles el siguiente
esquema de inmunizacion:

0 dias .- | ml del antigeno + 1 ml de adyuvante completo de Freud ,
subcutaneo en sitios multiples . |
7 dias .- 1 ml del antigeno + 1 ml de adyuvante incompleto , via intra muscular
(i.m).

15 dias .- | ml del antigeno , (im)
20 dias .- 0.5'ml del antigeno por via endovenosa
27 dias .- sangria a blanco .

Los animales fueron sangrados previos a cada inmunizacién y con el
suero, se realizé una prueba de aglutinacion, usando el mismo antigeno y
diluciones dobles del sueroc. |

Se recolectaron los sueros al final de la fase de inmunizacion y fueron
adsorbido con la cepa de E. coli K12 (C600), posteriormente se realizd la
precipitacion del mismo mediante sulfato de amonio saturado para obtener la
fraccion de gama globulinas (Gama) de acuerdo al protocolo descrito por
Harlow (1988). Asi mismo se evalud un suero hiperinmune contra el serotipo
0157:H7, donado por el Dr. Carlos Eslava de la Facultad de Medicina de la
UNAM .

Todos los sueros y fraccion gama se probaron mediante aglutinacion en
placa utilizando un antigeno de la cepa EDL933 normalizado (10° bacterias
por ml, inactivadas con fenol).

Utilizando el mismo antigeno y un anti- IgG de conejo peroxidado
(SIGMA) fue estandarizada una técnica de ELISA. Para ello se determind la
concentracién 6ptima de antigeno bacteriano usado para la sensibilizacion , la
dilucion éptima del suero de conejo hiperinmunizado, la dilucion optima de
conjugado y el tiempo de incubacién para la reaccion antigeno anticuerpo
(Tijssen, 1993; Crowther, 2001). Brevemente, las placas (Costar, media
adherencia de 96 pozos) fueron sensibilizadas con 100u! del antigeno y 100 pl
de la solucion de bicarbonato (pH 9.6), se incubd toda la noche a 4° C, se lavo
con solucion de lavado (PBS Tween) y se agregaron 300 ul de grenetina al
1%, incubindose durante 2 h a 37° C, después de lavar exhaustivamente, se
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agregaron 100l del suero de conejo se incubd a 37° C, se lavo y se agregaron
100 pl del conjugado peroxidado anti- IgG de conejo para incubarse a 37° C,
después del lavado se agregaron 50 pl del desarrollador de color incubando a
temperatura ambiente y finalmente se agregaron 50 ul de una sol. de acido
fosforico para detener la reaccién, la lectura se tomdé en un lector de
microplacas (Metrolab 910) con un filtro de 492 nm. La cantidad de
anticuerpo de la clase IgG se correlaciond con el cambio de absorbancia entre
el pozo con antigeno menos la lectura del pozo sin antigeno (Crowther, 2001).

II.-Ubicacion de E. coli EDL933 en el AC del conejo.
Obtencion de las muestras

Para determinar la posicidon de la bacteria durante la infeccion
experimental, se inocularon 10 conejos con 1 ml del cultivo completo de la
cepa EDL933 en el AC como ya se describié previamente, después de la
cirugia se realizo la eutanasia de pares de animales a las 4 , 24 , 48, 72, 96
horas de la cirugia. Dos conejos fueron inoculados con 1 ml de la cepa K12 y
se sacrificaron a las 96 horas postinoculacidn. :

Se evaluaron las lesiones a la necropsia, se tomo el apéndice cecal, se
dividié en dos porciones y una fraccion se fijé con formalina amortiguada y la
otra se embebid en TissueTec (SIGMA) y se congel6 en nitrégeno liquido.

Con la porcién en formalina se procedié a realizar cortes a 4p mediante
inclusion en parafina. Los cortes fueron desparafinados (Estrada y col., 1982)
e hidratados para su uso. Con los tejidos mantenidos en nitrégeno liquido se
realizaron cortes por congelacién mediante criotomo (A.QO.).

II1.- Inmunoperoxidasa en tejidos

Se estandarizé la prueba de inmunoperoxidasa (IP} en portaobjetos,
microplacas y tejidos (AC, rifion) sobre los cuales se depositaron cultivos de
E. coli EDL933 y de la cepa K12(C600) como control negativo, los resultados
obtenidos para los tejidos, determinaron usar el suero hiperinmune diluido
1:80 , el conjugado a una dilucién 1:200 y como cromégeno se utilizd DAB.
Se requirid eliminar la peroxidasa endégena mediante tratamiento previo con
peroxido de hidrogeno (Harlow 1988). Después se verificaron estas
condiciones realizando un ensayo previo utilizando cortes del AC de los
conejos sacrificados a las 48 h postinoculacién para estandarizar la técnica de
IP en tejido de acuerdo a lo reportado en Harlow, (1988).

Los cortes hidratados fueron tratados durante 45 min con una solucién
de peroxido de hidrogeno al 0.6 % en metanol al 80% para eliminar la
actividad de peroxidasa enddgena, en seguida se agregaron 300 ul del suero de
conejo hiperinmune dejandose actuar durante 1 h a 37° C en camara hiimeda ,
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se lavo exhaustivamente con la solucion de lavado (PBS-Tween 20), se
agregaron 200 ul del conjugado peroxidado (SIGMA) a una dilucién 1:200 y
se dejo actuar durante 30 min a 37°C en camara humeda . Finalmente se lavg y
se agregaron 200 ul del desarrollador de color, diamino benzidina (DAB,
SIGMA) , después de lavar el corte se sumergio en hematoxilina durante 10
seg, fue cubierto con glicerina y un cubreobjetos y se observo al microscopio.

IIL.-PATOGENESIS DE  Escherichia coli EDL933 (0157:H7)
INOCULADA EN EL APENDICE CECAL. -

Para determinar parcialmente el mecanismo de patogenicidad de E. coli
en el AC de los conejos, primeramente se evalu¢ el efecto de inocular so6lo las
bacterias viables, sin los productos extracelulares derivados del crecimiento
bacteriano; después se evalud el efecto de todos los productos extracelulares
mediante la inoculacién del filtrado libre de bacterias. Asi mismo se buscd
determinar el efecto de los componentes bacterianos intracelulares sobre el
desarrollo de las lesiones utilizando sonicados de la bacteria. Finalmente se
determind el efecto provocado so6lo por las toxinas Stx, sélo por el LPS y la
respuesta a la mezcla de Stx mas LPS.

Otro objetivo en este parte del trabajo, fue analizar la sobrexpresion del
receptor para las toxinas Stx inducida por el LPS, principalmente a nivel del
apéndice cecal y del rifion; asi como, determinar la ubicacién celular de las
toxinas en el AC y el rifidn de los conejos inoculados.

5.5 Bacteria lavada

Se utilizd6 un cultivo de 18h en CST de la cepa EDL933,
centrifugandose a 5,000 rpm durante 15 min a 6°C (SORVALL), el paquete
bacteriano se resuspendié en PBS al volumen  original, se mezcld
perfectamente y se centrifugo bajo las mismas condiciones. Este lavado se
repitid dos veces mas, al final se ajustd al volumen original con PBS y se
utilizé como tndculo. Se emplearon dos conejos, inoculandose 1 ml del cultivo
lavado en el AC. Los animales fueron evaluados de la manera antes
mencionada.

5.6 Fase de crecimiento bacteriano.
Curva de crecimiento.-

Se realiz6 una curva de crecimiento para la cepa EDL933 en caldo CST
utilizando técnicas previamente establecidas y tomando la turbidez mediante
lecturas en Unidades Klett empelando un fotocolorimetro con filtro rojo. Se
tomaron muestras en las fases: lag, logaritmica temprana, log intermedia, log
tardia y en la fase estacionaria y se realiz6 la determinacién de la produccion
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de las VTs sobre células Vero de acuerdo a Konowalchuck y col. (1977) la
actividad de las verotoxinas se expreso en unidades citotoxicas en cultivo
celular (UCCC) toméandose como el inverso de la méxima dilucidén que atin
produjera al menos el 50% de destruccion del monoestrato celular (Palacios,
1992).

Obtencion de los filtrados.

Se centrifugaron a 5,000 rpm durante 15 min. a 6° C, cinco ml. del
cultivo realizado en el paso anterior a diferentes tiempos de incubacién. Se
tomo el sobrenadante y se paso por un filtro de 0.2 p de poro (Millipore) en
condiciones de esterilidad, los filtrados se guardaron hasta su uso a ~20°C.
Inoculacion de los filtrados

Se utilizaron conejos NZ, inoculando 1 ml en el AC del cultivo
completo o de un filtrado, de los tiempos: 1, 6, 18, 48 y 72 horas de
crecimiento bacteriano. Del filtrado obtenido del crecimiento a 18 horas, se
inocularon 0.5, 0.6, 0.8 y 1 ml en el apéndice cecal. ‘

Como control se inoculd en el apéndice cecal 1ml de un cultivo
completo de E.coli EDL933 o K12 (C600) con 18h de incubacion; asi como
también, | ml de un filtrado obtenido a las 18h de incubacion de ambas cepas,
utilizando un conejo por inoculo.

Todos los conejos fueron evaluados por signologia, patologia clinica,
lesiones a la necropsia e histopatologia y la interpretacion de resultados se -
realizd de acuerdo a lo indicado en el cuadro 3a y 3b. |

5.7 Sonicado de Escherichia coli EDL933

Se realiz6 un cultivo en 5 ml de CST a partir de una colonia de la cepa
ED1.933, a ias 18 h se inocularon 100 ml de CST con 1 ml del cultivo
obtenido y se dejo incubando 18 h. El cultivo fue dividido en 3 porciones, una
de las cuales fue colocada en un bafioc de hielo y sometido a sonicacion
utilizando tres ciclos de 60 seg, a una frecuencia de 90-45 Hertz, otra porcién
se sometiod a cinco ciclos de 60 seg a la misma frecuencia. La Gltima porcién
solo se colocd en un baiio de hielo durante 10 min.

Los sonicados fueron divididos en dos fracciones, una de las cuales se
filtré a través de una membrana Millipore de poro 0.2.

De esta manera se obtuvieron seis inéculos:

I).Cultivo completo sonicado con tres ciclos

IT) Cultivo completo sonicado con ¢inco ciclos

I11) Filtrado del sonicado de tres ciclos

['V) Filtrado del sonicado de cinco ciclos
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V) Filtrado de cultivo sin sonicar

V1) Cultivo completo de la cepa de Escherichia coli K12 sonicado cinco
ciclos.

Se realizo la inoculacion de dos animales por cada preparado, colocando
1 ml en el AC. Los animales fueron monitoreados mediante los examenes
clinicos de laboratorio e histologicos antes descritos.

El control del experimento consistié en un sonicado de la cepa K12
obtenido bajo condiciones iguales a la EDL933 (cinco ciclos), inoculado en el
AC (inoculo VI).

A los indculos usados se les determind:

a) Titulo de toxina VT, usando el ensayo en células Vero, descrito por
Konowalchuck y col. en 1977, siguiendo la técnica como se describe en
Palacios (1992).

b) Se cuantificé la proteina total mediante la técnica de Bradford.

¢) Se les realizo una prueba de esterilidad sembrando los sonicados sobre
agar soya tripticaseina.

5.8 Inoculacion de Lipopolisacarido (LPS) de E.coli.

Se utilizo un extracto de LPS de la cepa de E. coli O157:H7 donado por
el Dr. Carlos Eslava de la Facultad de Medicina UNAM, éste fue obtenido
mediante e] método de Westphall y se encontraba liofilizado, se resuspendié
en 5 ml de agua inyectable, de esta suspension se realizo una dilucién 1:4,
dilucion que fue empleada para inocular en el AC, 1 ml por conejo,
empleando la técnica quirtrgica antes descrita. El indculo asi empleado
contenia 1.7 mg/ml de endotoxina, medida mediante el equipo E-toxate -
(Sigma Ch.Co). Los animales se evaluaron en forma rutinaria.

5.9 Inoculacion de las toxinas semipurificadas STx de E. coli EDL933
(O157:H7).
1.-Obtencion de la toxina Stx de E.coli EDL933.

Se obtuvieron 500 mi de un cultivo en CST de 24 h, de la cepa EDL933.
En el cultivo se determiné la concentracion de bacterias viables por siembra
en placas de AST. El cultivo se centrifugé a 5,000 rpm / 20 min. a 6°C en
centrifuga refrigerada, se separd el sobrenadante y se pasé a través de
membranas de 0.4u de poro (Millipore). Al filtrado se le determind la
concentracion de proteina mediante la técnica de Bradford (Harlow y col.,
1988 ), el titulo de toxina Stx mediante células Vero y se le realizdé una
prueba de esterilidad. '
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I1.- Semipurificacion de las toxinas Stx de E.coli EDL933.

Basicamente se siguid el procedimiento de Ultrafiltracion reportado por
Deutsher (1990), que consistio en utilizar 100  m! del filtrado obtenido
previamente, pasandolos a través de una membrana de ultrafiltracion
(AMICON) de poro 100,000 , reduciéndose el volumen a 10 ml sobre la
- membrana y recolectando esta fraccién (fraccion > de 100,000); el
ultrafiltrado fue pasado por una membrana de poro 50,000 , manteniendo 5 ml
del contenido sobre la membrana (fraccién 50-100 ), los 85 ml finales de
filtrado se pasaron por una membrana de poro 30,000 (fraccidn < 30,000) y el
filtrado fue recolectado. Todas las fracciones obtenidas fueron mantenidas en
congelacion (-80°C) hasta su uso.

En todos los pasos se tomaron muestras a las cuales se les realizo:
determinacion de proteinas mediante la técnica de Bradford, titulacion de
toxina usando el ensayo con células Vero y finalmente se calculd la actividad
especifica determinando la actividad de la toxina por unidad de proteina (ug)
(Deutscher, 1990).

A las fracciones se les realizd corrimiento electroforético en geles de
Poliacrilamida (SDS-PAGE), revelando con azul de Coomasie y nitrato de
plata. Finalmente se realizé la determinacion del contenido de endotoxina a la
fraccidon 50-100, sobrenadantes y sonicados del cultivo de 18h de la cepa
EDL933 mediante e] ensayo de E-Toxate (Sigma).

I11.- Inoculacion de los conejos en el AC.
Toxina

Con la fraccidn que contenia la actividad verocitotoxica se inocularon
dos conejos, colocando 1 ml de la fraccion, en el apéndice cecal, los animales
fueron evaluados rutinariamente como se menciono anteriormente. -

El control utilizado fue la fraccion 50-100 obtenida de la misma manera
pero utilizando un cultivo de la cepa de E.coli K12 (C600).

LPS + Toxinas.-

Se utilizé el L.PS donado por el Dr. Carlos Eslava de la Facultad de
Medicina (UNAM), la fraccién obtenida anteriormente (50-100) y una
endotoxina estandar de la cepa de Escherichia coli (SIGMA) . Con ella se
.realizaron las siguientes combinaciones, colocando 0.5 ml de cada
componente; : |

a) LPS (O157) + Toxina(50-100).
b) Endotoxina (O26) + Toxina (50-100)
¢) LPS (O157) + endotoxina (O ).
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Se realizo la cirugia en el apéndice cecal de los conejos, utilizando las
combinaciones anotadas, se inocularon dos conejos por cada preparacion.
Ademas fueron inoculadas parejas de conejos, con cada uno de los
componentes por separado y otros dos con los tres componentes juntos. Los
animales fueron evaluados en forma rutinaria por examenes clinicos, de
laboratorio, necropsia e histopatologia.

5.10 Ubicacion de la toxina
I.- Obtencién de las muestras.

Se inocularon 10 conejos con 1 ml del cultivo completo de la cepa
EDL933 , después de la cirugia se realizé la eutanasia de pares de animales a
las 4 , 24 , 48, 72, 96 horas postoperatorio. Dos conejos fueron_inoculados
con 1 ml de la cepa K12 y sacrificados a las 96 horas postinoculacion.

Se evaluaron las lesiones a la necropsia , se tomo el apéndice cecal, se
dividio en dos porciones y una fraccion se fijo con formalina amortiguada y la
otra se embebid en TisueTeK (SIGMA) y se congeld en nitrogeno liquido.

Con la porcidn en formalina se procedié a realizar cortes mediante
inclusién en parafina a 4u. Los cortes fueron desparafinados (Estrada y col,,
1982) e hidratados para su uso. Con los tejidos mantenidos en nitrégeno
liquido se realizaron cortes por congelacion en un criotomo, los cuales fueron
depositados sobre portaobjetos tratados con grenetina al 1% (Harlow, 1988).
A cada corte se le agregd un mezcla 1:1 de anticuerpo monoclonal contra la
toxina VT1 y VT2 (donado por la Facultad de Medicina UNAM), se dejo
incubando 3 h a 37° C en camara himeda, se lavo mediante PBS Twen, se
agregaron 30 pl de un conjugado fluoresceinado anti raton (SIGMA), se dejé
actuar durante 1 h a 37° C, se lavo exhaustivamente, se le agregd una gota de
medio de montaje para fluorescencia ( SIGMA ) y se observo al microscopio
de epifluorescencia .

II.- Evaluacion del receptor para la toxina en tejidos.

Se utilizaron los animales inoculados con la cepa EDL933, con la cepa
K12, con la toxina purificada , con el LPS (O157) y un testigo inoculado con
1ml de caldo soya trlptlcasema De ellos se obtuvieron cortes por congelacmn
del apéndice y del rifidn.

Sobre los cortes se colocaron 50 pl del sobrenadante de la cepa K12 o
de la cepa EDL933 como fuente de toxinas VT1 y VT2, se incubo a 4° C
durante toda la noche en cdmara himeda. Después se lavaron los cortes 1 vez
con PBS y se agregaron 50ul de una mezcla de los anticuerpos monoclonales
anti VT1 y anti-VT2 diluidos 1:100, se incubaron a 37°C durante 3 horas, al
final de la cual se lavaron 5 veces con PBS. Finalmente se agregaron 50 ul de
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anti raton fluoresceinado (SIGMA) diluido 1:10,000 para incubarse 1 hora a
37° C. Al término, se lavaron los cortes 5 veces con PBS- 2% tween 20, 5
“veces con PBS y se coloc6 una gota de medio de montaje para fluorescencia
(Sigma). '

La observacion se realizé mediante un microscopio de epifluorescencia,
equipado con una cdmara de video. Las imagenes fueron grabadas en
computadora, para su analisis posterior.
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RESULTADOS

I.- DESARROLLO DEL APENDICE CECAL DEL CONEJO

6.1 Desarrollo morfohistologico del apéndice cecal del conejo.

Los resuitados demostraron que el AC incrementa su tamafio con la
edad pasando de 0.5cm a 13.4 cm de longitud en promedio y de un peso de 3.0
a 160g (Cuadro 4) con un crecimiento proporcional del 6rgano hasta los 300
dias y una posible involucion manifiesta a los 3 afios.

Histoldgicamente se aprecian diferencias a nivel de la mucosa
consistentes en tipo de epitelio y forma de las proyecciones a la luz del AC,
antes del nacimiento el AC se encontré con un epitelio cuboidal de células
isomorfas, que tienden a proyectarse levemente hacia la luz, al nacimiento se
observa una proyeccion larga y una corta, hacia el interior una separacién de
tejido conjuntivo que contiene células musculares lisas en patron discontinuo
para terminar en una serosa delgada. Entre los 15 y 30 dias de edad, el epitelio
tiende a modificarse en las proyecciones cortas teniendo un patrén aplanado y
manteniéndose el patrén cuboidal en las proyecciones largas; cambio que
coincide con la estructuracion de la proyeccién corta en forma piramidal y de
la proyeccion larga en forma de sombrilla tapando parcialmente y recubriendo
a las proyecciones cortas (Fig. 1c), el epitelio en las proyecciones largas se
mantiene en forma cuboidal en la base y se observa columnar bajo en la
proyeccion, con la aparicion de células caliciformes recordando la estructura
general del intestino (Ross y col., 1992). A los 30 dias la forma que presentan
las vellosidades es la que tendra durante toda la vida del animal (Fig. 2); de tal
manera que analizando los cortes longitudinales (Figura 3) y transversales
realizados en el AC, fue posible imaginar la estructura de las vellosidades en
unas cortas, de epitelio plano, de forma cénica que son recubiertas totalmente
por. las vellosidades altas formando como “sombriilas” que dejan pequefias
grietas de comunicacion hacia la profundidad, en donde se encuentran las
vellosidades cortas (Fig.3). Con respecto a las capas que componen el AC ,
antes del nacimiento y hasta los 15 dias, solo se identifica una sola entre el
epitelio y la serosa; sin embargo a los 30 dias empieza a aparecer una
muscular de la mucosa, por lo que es posible identificar una mucosa, una
submucosa y una serosa (Fig. 2 y 3).

Antes del nacimiento y en los primeros 10 dias después de éste, ocurre
la colonizacién de linfocitos, con algunos de ellos dispersos en el tejido
conjuntivo que se encuentra entre el epitelio y la serosa, zona que en esta
etapa es delgada, entre los 10 y 15 dias de edad se empiezan a agregar en
pequefios grupos de 6-10 linfocitos, sin aparente predileccién por alguna zona
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y continuando en aumento hasta formar cimulos (a los 30 dias
aproximadamente), este fendmeno coincide con la proyeccion de la mucosa
hacia la luz en dos formas de la vellosidad, una corta y una alargada (figura
lc) . Después se observa un gran acumulo de linfocitos , principalmente bajo
Jas proyecciones piramidales (fig.1c) que continla pobldndose hasta formar
dos actimulos linfoides con organizaciones definidas, uno a nivel de la mucosa
y el otro en la submucosa, las cuales se encuentran separadas por tejido
muscular (Fig.2). Aparentemente existe un cambio microscopico en las
poblaciones de linfocitos de la region, considerando la basofilia del
citoplasma, la hipercromicidad del nucleo y la distribucién de la cromatina
nuclear. Antes del nacimiento y durante los primeros 15 dias de edad los
linfocitos presentan nucleo de cromatina agregada en patrones periféricos,
nucleolo aparente y citoplasma levemente baséfilo, después de los 15 dias, en
la poblacion de linfocitos predominan los que se observan con nucleos de
cromatina dispersa, sin nucleolo y basofilia citoplasmadtica acentuada, siendo
comparativamente mas pequefios que los anteriormente descritos.

CUADRO 4
Hallazgos de las caracteristicas del desarrollo del apéndice cecal en-conejos Nueva
Zelanda
Edad |[Peso total|Longitud del [ Peso del | Relacion:
* del conejo |apéndice apéndice peso total / peso apéndice
(dias) |** (g ( cm) (g)
-14 {52 - 105 3.0 - [17.33
- 11 61 0.6 3.6 - 116.94
5 190 1.2 8.4 22.62
10 350 1.5 10.5 33.35
15 450 34 27.2 16.54
30 1200 5.7 47.0 25.53
60 1800 6.8 61.4 29.31
90 2500 7.5 67.5 37.03
120 3400 90 85.0 40.00
300 |4200 10.9 100.0 42.00
1000 {4700 13.4 160.0 29.34

* La edad fue tomada de los registros o proporcionada por el encargado del area
** Los pesos son promedio de los animales muestreados en cada edad . El promedio de
gestacion en esta raza es de 31 dias y el destete se realiza entre los 15 y 20 dias de edad.
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FIGURA 1
IMAGENES HISTOLOGICAS DEL APENDICE CECAL DEL CONEJO NUEVA
ZELANDA A DIFERENTES EDADES.

a.- Al nacimiento , b.- 15 dias, c¢.- 30 dias y d.- 60 dias
Se realizaron cortes por parafina y se fifieron mediante H.E. fotografiandose con los

objetivos 40X, 40X, 10X y 10X respectivamente

“TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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FIGURA N°2
MICROFOTOGRAFIA DEL APENDICE CECAL DEL CONEJO
A LOS DOS MESES DE EDAD

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN

2a) Composiéién de toda la pared del apéndice cecal. b) amplificacion
de la mucosa en las proyecciones del Domo (D) y la Vellosidad (V).
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I1.-CARACTERIZACION DEL MODELO ANIMAL EN EL CONEJO

Las consideraciones realizadas para las constantes fisioldgicas y de
laboratorio en los animales sanos, fueron las mismas que las encontradas
previamente (Valdivia, 1995), coincidiendo con los animales usados en el
presente trabajo, por ello se consideraron de la misma manera ( resultados no
descritos) y se indicaron cuando fue necesario hacerlo. Las alteraciones
- clinicas, patoldgicas y de laboratorio obtenidas previamente en el desarrollo
del modelo animal en conejos, se muestran en el cuadro 3 en donde se
consideran los principales hallazgos clinicos, de laboratorio, de la pecropsia y
al examen histoldgico (Valdivia, 1995).

En la figura 4 se observa el AC de un conejo al momento de la cirugia
asi como el sitio de corte para su separacion pero manteniendo la irrigacion
original.

En el presente trabajo, se considero un efecto de las verotoxinas (efecto
VT) a los resultados que retinen todas las caracteristicas indicadas en el cuadro
3. Ademas de las consideraciones de interpretacion para las pruebas de
laboratorio de acuerdo a Galen (1980) que se indican en el cuadro 5.

CUADRO 5
CRITERIOS DE INTERPRETACION PARA LAS
DETERMINACIONES DE LABORATORIO MAS UTILES
PRACTICADAS EN LOS CONEJOS

GRADO PORCENTAIE | ERITROCITOS | HEMATOCRITO [ UREA |CREATININA
: DE mitlones/mm3 |% mg/dl  img/dl
ALTERACION : |
LEVE 10-20 4.1-4.6 20-22.5 35-39 {0.8-1.0
MODERADQ|{20-30 3.5-4.0 15-20 40-65 |1.1-1.9
SEVERO mayora30 |<3.4 <15 >65 - |>2.0

Calculado de acuerdo a Galen, 1980, basado en los valores de referencia del
Cuadro 2

6.2 Edad de los animales

 Los resultados de los conejos inoculados a los 1, 1.5, 2, 3 y 6 meses de
edad se muestran en el cuadro N° 6, en él se indican los dias de sobrevivencia
posteriores a la inoculacion en el apéndice cecal , el resultado terminal, cuadro
clinico y cuadro patoldgico con el que murieron y el desarrollo o no de
uremia, considerando €sta como una de las caracteristicas de patologia clinica
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para el SUH. En la figura 5 se observa el aspecto del AC “in situ” durante la
necropsia de uno de los animales de 2 meses de edad inoculado con la cepa de
Escherichia coli K12 C600

Como se aprecia, al principio existieron signos asociados a diarrea; pero
en los conejos mas grandes, se obtuvieron datos primarios de lesidn al SNC,
parecido para lo observado en el SUH. Durante la necropsia las lesiones
caracteristicas producidas por la cepa de E.coli O157:H7 consistieron en
distension del AC por liquido hemorragico, ulceras ocasionales en el
estomago, intestino delgado; con acumulacion de liquido sero-hemorragico en
el intestino delgado y contenido hemorragico y diarreico en el ciego, asi como
una disminucién marcada del tamafio del bazo (Fig. 6 y 7)

Las elevaciones de urea y creatinina sérica, como medida de
insuficiencia renal, fueron realizadas periédicamente y los resultados,
expresados en funcion del tiempo, se observan en el cuadro N° 7 | en él
también se indica cuando existié una baja considerable de los eritrocitos en la
biometria hematica o hemograma. Asi mismo, en la figura 8 se puede observar
una imagen al microscopio del sedimento urinario de uno de los conejos de
dos meses de edad inoculado con la-cepa EDL933, el sedimento corresponde
con un resuitado de hemoglobinuria y proteinuria.

Por otro lado, la lesidn histopatoldgica tipica en el AC de un cuadro VT
se caracterizo por hemorragias, edema, distension de linfaticos, destruccidn de
poblaciones linfocitarias locales, infiltrado de linfocitos hacia la zona, sin
destruccion del epitelio (Fig. 9).

El conejo de 32 dias de edad, tuvo un cuadro de coagulacion
intravascular diseminada con septicemia (Cuadro 6), consecuencia de una fuga
en el segmento del AC , probablemente asociada a que las paredes del AC son
mds delgadas y friables a estas edades y por lo tanto se dificulta la técnica
- quirargica, ademas de que el AC es menos resistente a la distension por el
contenido inoculado y el volumen que se genera. Todo animal que después de
operado presentd fuga en el segmento, fue eliminado del trabajo y la
discusion.
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CUADRO 6

PRINCIPALES HALLAZGOS EN LOS CONEJOS DE DIFERENTES EDADES
INOCULADOS CON LA CEPA DE Escherichia coli EDL933

¥

EDAD (PESO SOBREVIDA |RESULTADO UREMIA

(dias) |(kg) (dias) TERMINAL *

32 1.27 4 CID No

30 1.22 4 SCPA No

29 .18 5 Diarrea Leve

35 1.45 29 Diarrea No

35 1.35 7 Diarrea No .

35 1.42 5 Efecto VT Leve

40 1.50 7 Efecto VT Si

45 1.65 6 Efecto VT Si

60 1.80 6 Efecto VT Si

65 2.10 6 Efecto VT Si
166 2.25 7 Efecto VT Si

85 3.0 2 SNC, Efecto VT ND

95 2.9 8 SNC, Efecto VT si

180 4 7 SNC, efecto VT Si

180 4.2 7 SNC, efecto VT Si

* Resultado.- Resumen referido a los hallazgos mas significativos en la necropsia. patologia
clinica y signologia, indicando el aparato o sistema afectado

Efecto VT.- cuando los animales presentaron las lesiones y signos como los
previamente descritos para el modelo cuadro 3 (Valdivia 1995).

SNC.- Alteraciones en el sistema nervioso central consistentes en paralisis flacida
del tren posterior, luego el anterior hasta la cuadriplejia.

CID.- Coagulacidn intravascular diseminada

SCPA.- Sin cambios patologicos aparentes. ND.- No determinado

| TESKS CON
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CUADRO 7
DETERMINACIONES DE UREA Y CREATININA SERICAS EN LOS
CONEJOS DE DIFERENTES EDADES INOCULADOS EN EL

APENDICE CECAL.

Muestreo postoperatorio (dias)
EDADDELOS |3 5 10 16 25
CONEJOS
(dias)
32 33/0.4 ++ |MUERTE
30 28/0.7 MUERTE
29 73/1.4 58/1.0 MUERTE
35 91.1/1.4 ND 44.4/1 ND 43.8/0.8
35 82/1.0 55/1.3 MUERTE
35 65/0.9 74/1.6 MUERTE
40 91.1/1.4 * |88.5/2.5* |MUERTE
45 55/1.7 89/1.9 MUERTE
60 77/1.6 107/2.5 * |[MUERTE
66 80/1.7 115/3.0 |MUERTE
65 90/1.8 95/2.3 MUERTE
85 MUERTE
95 03/1.5 100/2.5 |MUERTE
180 77/1.8 87/2.1 MUERTE
180 85/2.2 93/2.4 = |MUERTE

++.~ Referido como urea/creatinina (mg/dl} ; valor normal: Urea=22-32.3mg/dl .

creatinina=(0.3-0.73

* - Se encontraron datos de anemia leve, considerando una baja de hasta un 20% de los

valores previamente determinados como normales para la poblacion trabajada.

valores normales: Ernitrocitos=5.12-6.2 7millones/mm3. Hematocrito= 25.6-31.9 %

ND- No se realizo la determinacién.

[ TESIS CON
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6.3 Concentracion de las bacterias inoculadas

Los resultados obtenidos de inocular diferentes concentraciones de £.
coli EDL933 (O157:H7), todas ellas obtenidas a partir de un cultivo de 18h en
CST, se muestran en el cuadro N° 8 y en el cuadro N° 9 la interpretacion
clinica, de laboratorio e histopatolégica de los resultados.
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FALLA DE' ORIGEN

31



CUADRO 8
HALLAZGOS DE LABORATORIO ENCONTRADOS EN LOS CONEJOS INOCULADOS
CON DIVERSAS CONCENTRACIONES DE BACTERIAS.

CONC. BACT. SOBREVIDA | DIADE N°de GR Hematocrite | Urea/creatinina
INOCULADAS | (dias) MUESTREO | miilones/m | % mg/di
(UFC) m
0.8x10° 5 2 4.8 27.8 66/2.0
5 3.0 15.0 87/2.6
0.8 x 107 4 3 2.8 14.2 90/3.0
4x 10 5 2 3.2 16.9 85/2.8
4x 10 3 2 4.4 18.0 75/1.8
5 2.9 13.6 102/2.9
2x 10 6 2 3.9 16.3 58/1.9 =
5 3.5 15.7 79/2.8
2x 107 7 2 4.0 18.4 62/1.5
5 3.6 15.8 96/2.7
1.6 x 107 3 2 318 18.2 65/1.4
1.6 x 107 6 2 4.2 21.0 60/1.2
5 2.8 12.8 63/2.0
1.6x 107 2 2 3.7 20.3 66/1.8
1.6 x 107 3 2 4.6 26.6 45/0.8
5 39 17.9 60/1.8
1.6x 107 18 2 3.9 16.7 40/0.9
5 4.1 18.0 54/1.9
7 4.3 20.6 65/1.8
15 49 21.5 33/0.7
1.6 x 10° 27 2 5.1 28.5 35/0.9
: 5 49 27.9 40/1.0
7 43 19.7 3711
20 5.2 24.4 32/09
1.6x10° 27 2 59 259 33/0.8
' 5 50 23.0 40/1.0
7 5.8 249 37/0.9
20 5.6 31.3 35/0.6
1.6 x 10" 27 2 5.0 24.0 30/0.5
5 6.0 30.2 39/0.9
7 5.8 31.2 34/0.7
20 59 30.9 25/0.4
1.6x10° 27 2 59 24.7 27/0.6
5 5.7 25.0 18/0.7
7 6.1 | 28.0 29/0.7
20 6.2 29.1 21/0.4
16x 107 29 2 6.0 27.6 ND
3 5.8 25.5 29/0.5
7 5.6 252 31/0.8
20 53 249 29/0.7
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CUADRO N° 9 ,
RESUMEN DE LOS PRINCIPALES HALLAZGOS CLINICOS Y DE
LABORATORIO ENCONTRADOS EN LOS CONEJOS INOCULADOS CON

DIVERSAS CONCENTRACIONES DE BACTERIAS.

CONC.BACT. |SOBREVIDA EFECTO ANEMIA UREMIA
INOCULADAS |(dias)

(UFC)

0.8 x 10° 5 VT Severa Severa
0.8x 10° 4 VT Severa Severa
4x 107 5 VT Severa Severa
4x 10’ 3 VT Severa Severa
2x 10’ 6 VT Moderada Severa
2x 10 7 VT Moderada Severa
1.6x 10’ 3 VT Moderada Moderada
1.6 x 107 6 VT Severa Severa
1.6x 10" 2 VT Moderada Moderada
1.6 x 10" 5 VT Moderada Moderada
1.6x 107 18 Diarrea,VT Leve Moderada
1.6x10° 27 Diarrea moderada {Leve Leve

1.6 x 107 27 Diarrea moderada |No Leve

1.6 x 10" 27 Diarrea leve No Leve

1.6 x 10° 27 SCPA No No

1.6x 10° 29 SCPA No No

El cultivo original presentd un titulo de 1.6 x 102 UFC/ ml y correspondi6 con 10 °
UCCC/ ml de toxina . la dosis en todos los casos fue de 1 ml en el apéndice cecal.
La anemia y uremia se consideraron independientemente de en que momento aparecieron (
ver cuadro 8) interpretdndose como una anemia leve , moderada y severa si se obtenia una
disminucion de ios GR y/o del hematocrito de un 10-20% , 20-30% o >30%
respectivamente. El mismo criterio se tom¢é para los aumentos de niveles de urea sérica , en
ambos casos comparando con los valores normales obtenidos previamente que fueron de ;
urea=22-32.3mg/d! . creatinina=0.3-0.73 mg/dl.

6.4 Localizacion de la bacteria

I.- Obtencidn del suero hiperinmune contra la cepa de E.coli O157:H7
(EDL933)

Los resultados obtenidos fueron de 1:1,600 para el suero hiperinmune
obtenido en el presente trabajo y de 1:3,200 para el donado por la Facultad de
Medicina.
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Fig.4 Fotografla del apéndice cecal (AC) de un congjo
mostrando la irrigacién. La flecha muestra la zona de

Incision quirdrgica.

Fig.5 .-Fotografia del aspecto macroscdpico del AC,
“in situ” de un conejo inoculado conla cepa de

Escherichia coli K12 C600 a los 21 dfas de operado.

Fig. 6. Lesiones a la necropsia de un conejo inoculado con la cepa
De E. coli EDL933 alos 7 dias de operado. {AC) apéndice cecal

(E) estomago, (ID) intestino delgado.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 7. Aparato gastrointestinal de un congjo
Inoculado con la cepa EDL933, muerto a

Los cinco dias de inoculado. (E) estémago
(C) ciego, (IG) intestino grueso, (ID) intestino
Delgado, (B)bazo.
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Fig. 8 .- Microfotografia del sedimento urinario de
Un conejo inoculado en el AC con la cepa ED1.933,

Sin teilir. © cilindros granulosos
Amplificacién 400X

Fig. 3. Corte longitudinal del apéndice
Cecal de un conejo sano teiiido por ILE,
Amplificacién 50X,

Fig. 9. Cortes histolégicos tedidos por HE, de un conejo inoculado con Ia cepa EDL933 (A)
Y de un conejo sano (B). La parte superior corresponde con la Luz del AC y la inferior
Con la serosa del érgano. 35
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Los titulos de absorbancia a 492 nm obtenidos mediante la técnica de
ELISA estandarizada durante este trabajo, se muestran en la Fig,. 10.

FIGURA N° 10

CONCENTRACION RELATIVA DE IgG CONTRA LA CEPA EDL933
EN LOS SUEROS HIPERINMUNES MEDIANTE ELISA
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EXPERIMENTOS

Se utilizd un conjugado anti IgG de conejo peroxidado diluido 1: 1500, y los
resultados se muestran como cambios de absorbancia obtenidos restando la lectura del pozo
sensibilizado con la cepa K12, del pozo sensibilizado con la cepa EDL933 como antigenos.
El experimento se realiz6 utilizando seis pares de pozos por suero y repitiéndolo en dos
ocasiones (Exp. 1 y Exp.2), los resultados son promedio de las seis determinaciones en
cada experimento.

Como se aprecia la cantidad de IgG fue casi tres veces mayor en el
suero preparado en la Facultad de Medicina por el Dr. Carlos Eslava, que el
obtenido en el presente trabajo, por ello se utilizé este suero hiperinmune para
los trabajos posteriores.

6.4 Ubicacion de E.coli EDL933 en el apéndice cecal del conejo
Obtencidn de las muestras.

De los animales inoculados en el AC con la cepa EDL933 y sacrificados
a diferentes tiempos, se encontraron las alteraciones del AC que son resumidas
en el cuadro N° 10.
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ALTERACIONES ENCONTRADAS EN EL APENDICE CECAL DE LOS CONEJOS
INOCULADOS CON Escherichia coli EDL933 (O157:H7)

CUADRO 10

Inéculo Eutanasia (h) | Aspecto del apéndice cecal

K12 cultivo 24 SCPA

EDL933 cultivo 4 SCPA

EDIL933 cultivo 4 SCPA

EDL933 culuvo 24 aumento de tamafio, enrojecido y contenido
hemorréagico ileve

EDL933 cultive 24 aumento de tamafio, enrojecido y contenido
hemorragico leve

EDL933 cultivo 48 Enrojecido, aumentado de tamario, contenido
hemorragico

EDLO933 cultivo 48 Enrojecido , aumentado de tamafio y
contenido hemorragico leve

EDL933 cultivo 72 Aumentado de tamafio, enrojecido, contenido
hemorragico

EDL933 cultivo 72 Aumentado de tamafio, enrojecido, contenido
hemorrégico

EDL933 cultivo 96 Aumentado de tamafio, enrojecido, contenido
hemorragico

EDL933 cultivo 96 Aumentado de tamafio, enrojecido, contenido

| hemorragico

K12 96 Aumento de tamafio con contenido

blanquecino

SCPA.- Sin cambios patoldgicos aparentes

Inmunoperoxidasa (IP) en tejidos.
Los resultados obtenidos de la evaluacién de la ubicacion de la bacteria

mediante [P, asi como las alteraciones tisulares observadas en el apéndice

cecal de los conejos sacuﬁcados a diferentes tiempos , se resumen en el

cuadro 11.
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CUADRO 11

ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS Y UBICACION DE Escherichia coli 0157:H7

EN EL APENDICE CECAL DE LOS CONEJOS CON DIFERENTES TIEMPOS
‘ . DE EFECTO
Tiempo Bacteria Tipo de Tipo de Tipo de
Horas EDL933 leucocitos en |leucocitos en |leucocitos en
(cepa) ubicadaen:* |laluz* la mucosa la submucosa
4 (EDL933) Luz y asociada al { Ninguno Ninguno Neutrofilo
epitelic
24 (EDL933) Luz. asociada a n { Neutrofilos Neutréfilos Neutrofilos y
la mucosa macrofagos
(escasos)
48 (EDL933) Luz venla Neutrofilos Neutrotilo, Neutrofilo .
mucosa - linfocito macrofago y
. linfocito
72 (EDL933) Luz, Mucosa Neutréfilos Linfocito Linfocito
Macrofagos Macréfagos
. £5Casos
96 (EDL933 Mucosa, Neutrofilos Linfocito Linfocito
Submucosa Macrofagos (escaso) Disminucion de
{escasas) Disminucién de | linfocitos
linfocitos
4 (K12) No aparece Ninguno Ninguno Ninguno
96 (K12) | No aparece Neutrofilo Neutrofilos Ninguno
{escasos)

» *Determinado mediante inmunoperoxidasa
e ** Determinado mediante tincién con hematoxilina y eosina

La bacteria invadioé la mucosa desde las 24 h post-inoculacion , llegando

hasta la submucosa en baja cantidad a las 96 h, se encontré principalmente

dentro de los macrofagos locales y se observaron algunas bacterias libres en el

estroma. También fue posible observar bacterias adheridas a las células del

epitelio del Domo, mediante examen bacteriol6gico (cultivo) no se detectaron
bacterias (cepa EDL933) en otro érgano o seccion de intestino.
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III.-’ PATOGENESIS DE Escherichia coli INOCULADA EN EL
APENDICE CECAL

6.5 Bacterias lavadas \
Los principales datos obtenidos de inocular la cepa EDL933

previamente lavada se aprecian en el cuadrol2.

CUADRO N° 12
PRINCIPALES RESULTADOS DE LOS CONEJOS INOCULADOS CON

BACTERIAS LAVADAS
INOCULO |SOBREVIDA |RESULTADO |ANEMIA UREA/
(dias) * CREATININA

. mg/dl
EDL933 21 diarrea (1-3 leve (14 dias) ]29.6/0.8
LAVADA dias) .
EDL933 25 diarrea (]1-4 leve (14 dias) | 33/0.9
LAVADA dias)
EDL933 15 diarrea (2 y leve (14 dias) |[22/0.7
LAVADA 12dias)
EDL933 6 VT severa 104/2.9
CULTIVO
K12 25 SCPA NO 35/0.4
LAVADA :

*Se realizé la eutanasia al tiempo indicado, excepto en el caso del cultivo de la cepa
EDL933, el cual muri6 a los 6 dias post-inoculacion.

Todos los animales presentaron en los primeros 3-4 dias manchas de
heces en la region perianal (aspecto diarreico) después ya no se apreciaron. A
los 12-14 dias se identificd anemia leve, sin aumento de los valores de urea y
creatinina séricas; a los 20 dias se sacrificaron presentando un cuadro
diarreico leve, sin anemia, pero con hemoglobinuria leve. No se encontrd
hipertermia en ninguno de los animales de este grupo.
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6.6 Fase de crecimiento bacteriano

La figura 11 muestra la curva de crecimiento de la cepa EDL933 sobre CST,
asi mismo se muestran las concentraciones de toxina encontrada en las

diferentes fases de crecimiento.

1.00E+07
1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00

UCCCHmi

Tiempo (h)

Figura N° 11
Curva de crecimiento y produccion de Verotoxina para la
cepa EDL933 sobre medio de caldo soya tripticaseina.

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 |memSeriez

140
120
100
80
60
40
20

D.0. (UK)

—o— Serie1

Serie 1. - Curvé de crecimiento bacteriano

Serie 2. ~Concentracion de verotoxina en el sobrenadante expresado en Unidades
Citotéxicas para Cultivo Celular (UCCC) por cada ml de sobrenadante.

En los experimentos en los que se empled el filtrado el cultivo
bacteriano crecido a diferentes tiempos, se obtuvieron los resultados de urea y
creatinina séricas que se observan en el cuadro 13 y el resumen de los
principales hallazgos clinicos y patolégicos se presentan en el cuadro 14.
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. CUADRO 13
UREMIA Y CREATINEMIA EN LOS CONEJOS INOCULADOS CON -
FILTRADOS DE CULTIVOS DE LA CEPA EDL933 A DIFERENTES FASES DE

CRECIMIENTO

| INOCULO | 2dias | 3 dias [4 dias [ 16 dias [23 dias _J
Filtrado * NR 22/ 1.2 26/1.0 20/1.0 22/1.1

1h

Filtrado NR 33/0.9 NR 33.7/0.9 RIP

6h

Filtrado NR NR 45.8/0.8%* 44.1/0.7%% 25.7/0.9%#*

6h

Filtrado NR NR 77.4/0 Q%% NR 52.4/0.6 ***

18h (1 ml+) _

Filtrado 69.3/1.1 ¥** |[NR NR NR 46.4/0.7 **
18h (0.5ml+)

Filtrado 73.9/1 *%* NR NR NR 60.2/0.8 **

18 h

(0.6mi+) '

Filtrado NR NR 129.3/1.7%* |NR 40.2/1.2
18h (0.8 1+) (48dias)
Filtrado NR SVETINEL NR NR 30.6/1.2 (46)
48h

Filtrado 196/3.5%* NR NR 37/0.7 RIP

48h

Filtrado RIP

72h

Filtrado RIP

72h

Cultivo NR 215.6/2.4 #* | RIP

EDL933 18h .

Filtrado K12 [32/1.0¢ 29/0.:9 24/0.8 22/0.8 23/0.9

24h

Filtrado K12 {33/1.2 35/1.1 34/1.0 28/1.0 RIP

72h

Cultivo K12 [NR 67/0.8 56/0.7 55/0.8 48/0.7

** Presentaron anemia leve

*** . Presento anemia severa

* El filtrado usado se obtuvo de la cepa EDL933 sobre CST a los tiempos indicados de

incubacion (h)

NR.- No probado

RIP.- Muerte

+ Indica la cantidad de filtrado inoculada, en todos los demas casos se utilizd I mi d

indculo.
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PRINCIPALES DATOS ENCONTRADOS EN LOS CONEJOS INOCULADOS

Cuadro 14

CON FILTRADOS DE CULTIVOS DE LA CEPA EDL933 A DIFERENTES FASES
DE CRECIMIENTO BACTERIANO

INOCULO * SOBREVIDA RESULTADO UREMIA
(dias)
Filtrado, 1h 25 SCPA NO
Filtrado, 6h 21 Enteritis NO
Filtrado, 6h 25 Enteritis NO
Filtrado, [8h 27 SCPA ST (4°
dia)
Filtrado 18h 25 SCPA NO
(0.5ml**)
Filtrado 18 h 25 SCPA SI
(0.6ml) (1° dia)
Filtrado 18h 48 SCPA SI
(0.8 ml) (4° dia)
Filtrado, 48h 46 SCPA, Absceso SI
. (3° dia)
Filtrado, 48h 22 SCPA SI
(2° dias)
Filtrado, 72h" 2 Peritonitis CID severa |NP
Filtrado, 72h ] Efecto VT, CID NP
Cultivo completo 4 Efecto VT SI
EDL933 18h (3° dia)
Filtrado K12, 24h |25 SCPA No
Filtrado K12, 72h |20 Decaido No
Cultivo completo 25 SCPA No

K12, 18h

* El h]trado usado se obtuvo de la cepa EDL933 sobre CST a los tlempos indicados de

incubacién (h)
NP.- No probado

** Indica la cantidad de filtrado inoculada, en todos los demas casos se utilizd 1 mi de

inoculo.
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6.7 Sonicado de E. coli EDL933

Las determinaciones practicadas a los diversos sonicados obtenidos se
muestran en e] cuadro N° 15. :

Los resultados obtenidos de la inoculacién de los sonicados en el
apéndice cecal de los conejos se presentan en el cuadro 16.

CUADRO 15

CARACTERISTICAS DE LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS DE LOS
SONICADOS DEL CULTIVO DE LA CEPA de Escherichia coli EDL933

Inoéculo Prueba de UCTCC 50% / Proteina en el

esterilidad 100ul sobrenadante
( mg /ml) ***

1 1.7 x 10 ® ufc/ml 10° 22.7

Cultivo completo *

3 ciclos

11 N.D. #* 10° 34.3

Cultivo completo 5

ciclos

1 N.D. 10° 25.0

Filtrado de 3 ciclos

IV N.D. 10° 28.7

Filtrado de 5 ciclos

\% N.D. 107 19.0

Filtrado sin sonicar

VI N.D. Negativo 21.2

cepa K12

Se utilizé un cultivo de la cepa EDL933 conteniendo 3.5 x 10 ufc / ml
UCTCC.- Unidades citotoxicas en cultivo celular
** N.D. No se obtuvo desarrollo de colonias sobre AST

**#* Mediante la técnica de Bradford
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FILTRADOS O LOS SONICADOS DE LA CEPA DE Escherickia coli 0157:H7

CUADRO 16
RESUMEN DE LOS HALLAZGOS EN LOS CONEJOS INOCULADOS CON LOS

INOCULO |SOBREVIDA SIG_NOS LESIONES | Urea/creat**
{dias) CLINICOS 3 dias
5 dias
[ 9 Decaido VT 62/1.9
66/1.9
| 15 Diarrea VT 85/2.2
I1 15 Decaido SCPA 83/2.0
65/0.7
II 15 Decaido SCPA 78/1.6
60/0.9
I11 15 Decaido SCPA 80/1
139/1.1
I 15 No se SCPA 68/1.5
observaron 93/1.9
v 15 No se SCPA 76/1.9
observaron 70/0.7
v 20 No se SCPA 08/2.2
observaron 85/2.6
\% 20 Diarrea SCPA 87/1.9
75/1.8
\% 20 Diarrea SCPA 65/1.4
' 56/1.0
V 21 Diarrea Anemia leve | 73/1.6
VI 21 No presenté |SCPA 28/0.7

VT.- cuando los animales presentaron las lesiones y signos como los previamente

descritos para el modelo.
** Indica los valores obtenidos de urea y creatinina (mg/dl) obtenidos a los 3 y 7 dias post-
inoculacion. Valores normales:
SCPA.- Sin cambios patologicos aparentes.
Se inoculd 1 mi del filtrado o del sonicado obtenidos

~ Se utilizaron dos métodos de sonicacion, puesto que el de tres ciclos
solo produjo el 50% de la lisis bacteriana, como lo demostraron los cultivos
realizados con €l. Los animales a los que se les administraron estos inéculos
mostraron lesiones del SUH pero en mayor tiempo, debido a contener menos
bacterias viables en el inoculo.
También se observé que el sonicado aumentd el titulo de toxina en una
dilucion decimal lo que es comprensible considerando que la.'toxina se
produce desde la fase de crecimiento logaritmico pero se acumula en el
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espacio periplasmico (Karmali y col 1994 ). El sonicado a 100% de eficiencia
mostrd un comportamiento levemente mdas drastico que el anteriormente
referido, pero no fue concluyente.

6.9 Inoculacion de las toxinas semipurificadas STx de E. col/i EDL93
-Semipurificacion de la toxina

Al emplear el método de ultrafiitracion para separar las toxinas del
cultivo de la cepa de E. coli EDL933 se obtuvieron las cuatro fracciones y las
caracteristicas de cada una mostradas en el cuadro 17.

CUADRO N 17
RESULTADOS DEL FRACCIONAMIENTO DEL SOBRENADANTE DE LA CEPA

EDL933 MEDIANTE ULTRAFILTRACION -
Fraccion |Conc. proteinas | Efecto sobre cél. |Factor |Actividad
mg/dl Vero UCCC/50ul |de especifica
Concen | (UCCC/ mg)
tracion | **
%
Directo 390 107 1X 0.51 x10°
> 100 63 103 10X 0.31 x 107
50-100 606 10° 20x 33 x10/
30-50 5.4 10“ X 0.37 x 10°
<30 1.8 Neg 10x Neg

*E| factor de concentracion expresa la concentracion final después de reducir el volumen por este

factor :
** Calculada en referencia a la concentracion de proteinas para cada fraccion
UCCC Unidades citotéxicas para el cuitivo eelular

A todas las fracciones obtenidas de la cepa EDL933, se les realizé la
prueba de determinacién de endotoxina mediante el ensayo de Limulus
(Sigma Ch.Co) y la determinaciéon de proteinas mediante la técnica de
Bradford. Los resultados de estas determinaciones para los productos
empleados, son presentados en el cuadro 18.
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o CUADRO 18
CARACTERISTICAS DE LOS DIVERSAS FRACCIONES

‘ EMPLEADAS EN EL TRABAJO
FRACCION CONCENTRACION CO’NCENTRA CONCENTRACION | Actividad
EMPLEADA ?E ENDOTOXINA g]lz(()g‘gll;:w\ Dgggél}\l;o\/’[l‘ . Especifica
*®%% (ug/100 ul) ( ‘ uh UCCC S0%
/mg
Toxina 3 pg /ml 606.0 107 3.3x 10’
purificada por
ultrafiltracién
{(fraccion 50-
100)
Sobrenadante | 7.3 ug/ml 390.2 10° 5.1x10°
del cultivo de :
18h de la
cepa EDL933
Sonicado de | 340 ug/m] 009.1 10° 22x10°
la cepa
EDL933 a
18h de
incubacién
LPS de la 1.7 mg/ml 20 10 5x 107
cepa O157 -
(Eslava) \ :
LPS de 4,000 UE. /mi 12 Negativo Negativo
E.colicepa |*** :
O55B5
(Sigma)
» * Determinada mediante la prueba de Limulus (Sigma)
¢ ** Determinado mediante cultivo de células Vero
» *** Concentracion referida por el fabricante.
o F¥%¥ Se ytilizo el método de Bradford

-Inoculacidon de los conejos en el AC

Los resultados mas sobresalientes al inocular la toxina, el LPS o las

mezclas de ambos, se muestran en el cuadro 19.
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QUADRO 19 .
RESULTADOS DE LA INOCULACION EN EL APENDICE CECAL DEL CONEJO DE
LPS Y TOXINA OBTENIDOS DE LA CEPA DE Escherichia coli O157:H7.

INOCULO SOBREVIDA | SIGNOS LESIONES | (dias) Hemograma
Urea/creat
Cultivo 6 dias Vit Vt (5) 180/3.0 | anemia severa
completo
LPS 15 dias decaido x Neumonia |(3) 70/0.7 Leucocitosis
48h leve focal (5)40/0.9
hemorragica |(7) 20.5/1.3
LPS 2 dias neumonia, neumonia {(2)28.3/1.2 | Leucocitosis
anorexia hemorragica
difusa -
LPS 15 dias s/signos APC, (3)60/1.0 -anemia leve
contenido (5)33/0.9 leucocitosis
£aseoso (7330/1.0
blanquecino
LPS |8 dias S/signos APC, (3)38/1.0
contenido . | (5)22/1.1 -leucocitosis
€aseoso {9) 24/0.9 leve
blanguecino
50-100 10 dias S/signos APC 3 67/1.2 anemia leve
contenido (5)63/0.8 anemia leve
leve caseoso | (7)42.8/0.7
50-100 15 dias decaido 48 | atrofia APC |(3) 52/1.2
h (5) 48/1.2
(7)36/1.0
50-100 12 dias s/signos leve (3)69/14 anemia leve
contenido (5)60/1.5
blanquecino |(7) 38/1.2
LPS +50-100 |9 DIAS VT vT (3)60/1.6 Anemia leve
(5)74/1.9
(7) 118/3.0
(9) 125/2.9
LPS +50-100 |8 dias VT VT (3)65/1.5 Anemia
(5)72/ 1.6 | moderada
(7)89/2.3
LPS +50-100 |9 dias VT VT (3)67/ 1.4 | Anemia
(5)99/2.8 |moderada
: (7)97/2.9
LPS +50-100 |10 dias VT VT (3)84/2.5 Anemia leve
(5)80/2.7
(7)90/3.7
(9) 110/ 3.8

LPS.- Lipopolisacarido purificado
50-100.- Fraccion obtenida por ultrafiltracion que contiene la actividad citotdxica

VT.- Efecto de Verotoxina
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6.10 Ubicacion de la toxina

Los resultados para la evaluacion del receptor para la toxina en tejidos (AC y
rifién) se muestran en el cuadro 20

CUADRO 20

LOCALIZACION DE LOS RECEPTORES PARA LAS VEROTOXINAS 1Y I1 SOBRE EL

APENDICE CECAL Y EL RINON DE LOS CONEJOS INOCULADOS.

TRATAMIENTO

APENDICE CECAL *

RINON *

SANO

Punta de las vellosidades
lanceoladas

No detectado

CST Punta de las Vellosidades |No detectado
lanceoladas

K12 Punta de vellosidad No detectado
Mononucleares

EDL933 Punta de vellosidad Macrovasculatura
Mononucleares

TOXINA Punta de vellosidad No detectado

SLTs

LPS Punta de vellosidad Macrovasculatura
Mononucleares
Endotelios

LPS +SLTs- |Punta de vellosidad Macrovasculatura

' - Mononucleares microvasculatura
Endotelios

Tratamiento .- referido a la administracion en el apéndice cecal del producto indicado

mediante la técnica quirtirgica descrita.
* Localizacion de los receptores mediante fluorescencia

En el cuadro 20 se mencionan a las vellosidades lanceoladas como las

del domo de la cripta y a las células mononucleares que morfolégicamente

coinciden con linfocitos. Asi mismo la macrovasculatura se refiere a grandes

vasos sanguineos localizados a nivel de la interfase corteza médula y a la
microvasculatura, principalmente la correspondiente al glomérulo.
En ninguno de los cortes examinados se pudo detectar la presencia de

toxinas
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FIGURA N° 12
INMUNOFLUORESCENCIA CONTRA EL RECEPTOR DE LAS TOXINAS STx EN EL
APENDICECECAL DE LOS CONEJOS INOCULADOS CON LPS MAS TOXINA

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

FIGURA 13.- Apdice cecal del cnej inoculado con la cepa EDL933 , receptor de las
toxinas STx en linfocitos
49



La distribucién de los receptores, presumiblemente Gb3, fue observada
“en las células del epitelio linfoide (cripta) del apéndice cecal, pero
Gnicamente en la punta de ésta. Asi mismo, se observaron receptores
asociados al glicocalix, inmediatamente por encima de estas células , esta
distribucion sugiere que el receptor aparece con la maduracion de las células
epiteliales y que los productos de degradacion de estas células aun contienen
receptores funcionales, capaces de ligar a la toxina . En el intestino delgado se
identificaron enterocitos que presentan el receptor y que al igual que en el
apéndice, solo se observaron en las células mas maduras de la punta de las
vellosidades. En ambos casos no se observan receptores en las células
endoteliales del 6rgano. El rifion no mostré marcaje de receptores a nivel
medular, pero si en los vasos sanguineos a nivel cortico-medular.
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DISCUSION

I.- DESARROLLO DEL APENDICE CECAL DEL CONEJO

El apéndice cecal del conejo es un 6rgano eminentemente linfoide, que
tienen cambios histolégicos con un aumento y modificacion de las
poblaciones linfocitarias con la edad (Fig. 1) lo que sugiere que es un organo
linfoide secundario. Algunos autores proponen como funcion del AC la de ser
un area de presentacion de antigenos (Pospisil y col., 1996) y un sitio de
absorcidn de nutrientes o de secrecién de sustancias (Monroy, 1973, Cheeke ,
1987). La mucosa presenta dos tipos de epitelio, uno cilindrico bajo con
presencia de células caliciformes en las proyecciones alargadas
S“fungiformes”, y otro cuboidal bajo, casi aplanado, a nivel de las
proyecciones cortas ,“lanceoladas”, (figura 2b) .El primero puede tener
funciones digestivas de absorcion y secrecion, mientras que el segundo parece
corresponder mas a una funcioén linfoide, con células aplanadas semejantes a
las células “M” , descritas para las placas de Peyer, como células captadoras y
presentadoras de antigeno (Kato y col., 2000). Este hecho previamente ha sido
descrito en los conejos por Lelouard y col. en el 2001, quienes ademds
denominan a las proyecciones cortas (lancecladas o piramidales) como
“Domo*“ de linfocitos (o placas de Peyer), y a las proyecciones fungiformes
como “Vellosidades “, haciendo una diferenciacion clara en cuanto a sus
funciones.

Los linfocitos presentan una distribucion organizada en una, y.
posteriormente otra, areas linfoides separadas por la muscular de la mucosa,
conformacion que es mas aparente en el Domo; inmersos entre los linfocitos
se encuentra una gran cantidad de macréfagos, situacion que junto a la
presencia de células planas en el epitelio, sugieren un area de intercambio de
antigenos con la luz del drgano y presentacion a las células linfoides de la
mucosa y submucosa. (Tomohiro y col., 2000).

A pesar de que el peso del AC disminuye en proporc10n del peso
corporal, pasando de un 6 a un 3 % del peso total, el dato puede no reflejar la.
disminucion de su actividad, debido a que la raza de conejos trabajada tiene
como finalidad zootécnica la de obtencién de conejos para abasto (engorda),
por lo que se considera mejor evaluar el desarrollo considerando su aspecto
histoloégico. Ademads, se ha descrito que el AC aumenta de tamafio por la
administracion de una dieta rica en carbohidratos facilmente fermentables ,
por lo que puede observarse mas corto o mas largo, dependiendo de la dieta,
esta variable estuvo controlada en nuestro experimento, ya que todos los
conejos utilizados en el presente estudio fueron mantenidos bajo la misma
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dieta (Cheeke , 1987). Como se refiere en la literatura, el AC es mas largo
(proporcionalmente al ciego) antes y al nacimiento que lo que corresponde al
adulto (Keith, 1988) :

Por las caracteristicas histologicas y el desarrollo encontrado ademas
‘de estudios anteriores en los que se encontro una alta vascularidad linfatica
(Monroy, 1973, Cheeke 1987,Cripps y col., 2000), es muy probable que
cumpla una funcién de organo linfoide secundario, siendo una zona
importante de captacién y presentacion de antigenos. La mucosa se modifica
de un epitelio cuboidal alto en toda su extension a un epitelio plano en las
proyecciones lanceoladas del Domo, coincidiendo con la aparicion y acumulo
de linfocitos y macrofagos en la mucosa. Aunque también se ha propuesto que
se comporte como un o6rgano linfoide primario (Roitt, 1989). Esta posibilidad
puede ser elucidada a través de estudios de la variacion de las subpoblaciones
linfocitarias en la region.

Cuando se utilizo este sitio para la inoculacion de cepas de Escherichia
coli productoras de citotoxina, se observaron dos efectos predominantes: por
un lado la lesion vascular produciendo hemorragias severas y edema regional
y por otro la destruccion de los linfocitos locales y del bazo (Valdivia, 1997).
El cuadro clinico consistid en anemia severa, insuficiencia renal aguda y
colitis hemorragica; signos que no habian sido observados previamente en
otros modelos animales (Tzipori y col., 1986; Pai y col., 1986; Wodolkowski
y col,, 1990; Garcia 1992). Por lo anterior, se puede suponer que las
caracteristicas linfoides del tejido permitieron la evolucion de las lesiones y
que puede existir algin papel de las células del sistema inmune, en el
desarrollo de la patogénia de las cepas verocitotdxicas de Escherichia coli
O157:H7.

I1.- CARACTERIZACION DEL MODELO ANIMAL EN CONEJOS

EDAD DE LOS ANIMALES

Los animales jévenes, de menos de 66 dias de edad, parecen refractiles
a las lesiones nerviosas, es probable que la expresion del receptor de la toxina
(Gb3) esté controlada por la edad del animal, de tal forma que se observa un
mayor efecto primero en el sistema gastrointestinal, después en el renal y
finalmente en el nervioso, considerando la edad del animal. Estos resultados
contrastan con los encontrados en ratones (Takaaki y col., 1998), en los que la
lesion nerviosa aparece primero y con mas severidad que la lesion renal; sin
embargo, otros autores han sefialado que no existen receptores Gb3 en el SNC
de los ratones y ratas (Ren y col.,, 1999). Por otro lado, los resultados se
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parecen a los observados en bovinos (Orden, 1998) en los que la
susceptibilidad a cepas VIEC se incrementa con la edad y las lesiones
nerviosas aparecen en los animales de mayor edad (animales de 30 dias de
edad). Las alteraciones encontradas previamente en los conejos por Ren y col.
(1999) v por Zoja y col.(1992), fueron cambios microvasculares, edema y
hemorragias focales en el SNC. Richardson y col. (1992), inocularon
endovenosamente VT purificada en conejos de 2kg y comunicaron el
desarrollo de diarrea sin sangre y una paralisis flacida debida a hemorragias y
necrosis de neuronas en el SNC, ademas de edema y hemorragias en la
mucosa y submucosa del ciego, asi como, en menor grado, anemia y
microangiopatia trombdtica, con lesiones en el rifidon. Estos resultados son
practicamente iguales a los del presente trabajo, al inocular en ¢l apéndice
cecal la bacteria, sugiriendo que para desarrollar el mismo tipo de lesiones y
en la misma secuencia, con conejos de 2 kg o mas grandes, la toxina tuvo que
haber ingresado a sangre después de ser producida en el AC. Por otro lado,
Richarson y col. (1992), sugieren que las lesiones encontradas en el ciego son
atribuibles a la toxemia y el modelo sirvio adecuadamente para estudiar las
lesiones vasculares, pero sin lograr replicar el SUH. También Fujii y col.
(1992), encontraron que al inocular VT2 por via endovenosa (Sug/kg) en
conejos, se desarrolld diarrea hemorragica , paralisis flacida y signos de lesion
en el SNC. El mismo Fuji y col. en 2001 encontraron que la toxina Stx2 fue
44 veces mas letal y de accion rapida sobre el SNC del conejo, que la Stxl,
cuando se administran endovenosamente.

Contrastando con lo anterior, en el presente modelo inoculando la
bacteria en el apéndice cecal, se desarrollaron casi todas las alteraciones del
SUH, por lo que las diferencias en los resultados antes mencionados pueden
ser debidas principalmente a la edad de los animales, al sitio de inoculacién y
al mantenimiento sostenido de la bacteria en el AC, aprovechando la
propiedad que ésta tiene de unirse principalmente en intestino, ciego y colon
sobre la mucosa con tejido linfoide asociado (Pai y col.,, 1986) . Las
alteraciones pueden explicarse, en parte, por la presencia en el SNC del conejo
del receptor Gb2 (Ren y col., 1999) o el Ceramido de Galabiosil (Zoja y col.,
1992} al cual se pueden unir las VTs .

Cuando en el SUH se invoiucra el Sistema Nerv1oso Central, las
lesiones endoteliales se convierten en factor critico de la mortalidad (Ren y
col., 1999), aparentemente las diferentes lesiones y susceptibilidad a la
infeccion por STEC, estan asociadas a la presencia del receptor Gb3, que es
abundante en varios tejidos del humano, excepto en el SNC, asi mismo el
eritrocito contiene al receptor Gb3 y el Gb4. Pero también las Stx se unen
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débilmente al receptor Gb2, el cual esta presente en grandes cantidades en el
SNC de los conejos; en contraparte en el ratdn y la rata no existe Gb3 en SNC.

La lesién en el sistema nervioso central de’las personas afectadas por
SUH ha sido observada con poca frecuencia , este fendmeno puede deberse a
la carencia del receptor Gb3 en el tejido nervioso de los nifios (Ren 1999); en
el modelo desarrollado, se observaron lesiones mas aparentes y primarias del
SNC en los animales de mayor edad, correlacionando este hecho con el
 desarrollo del AC. El efecto renal y en el SNC, también pudieran estar ligado
a una poblacidén mas completa y compleja de leucocitos en el AC, que pudiera
estar funcionando como detonadora de la lesion en el SNC de [os conejos.

Inexplicablemente dos de los conejos, de los 120 trabajados, lograron
sobrevivir a la inoculacion en el apéndice cecal con 10° bacterias. Este
fenémeno ya habia sido previamente observado en 4/12 conejos inoculados
endovenosamente con Sug/Kg de toxina, en 8 de los cuales se encontraron
lesiones cerebrales consistentes en edema asociado a una lesion endotelial, a
nivel de cerebelo y Vermix y 4 no desarrollaron las lesiones (Fujii y col.,
1992). Desafortunadamente, los dos conejos sobrevivientes no fueron
evaluados histologicamente; sin embargo, presentaron en los primeros 5 dias
alteraciones hematoldgicas y bioquimicas como el resto de los animales
inoculados. _

Debido a que los animales de 1.7 a 2.0 kg presentaron los dafios
previamente asociados a las cepas verocitotoxicas trabajadas, cuadro 3a y 3b,
(Valdivia, 1995), se decidié seguir trabajando con estos pesos.

CONCENTRACION BACTERIANA

En el modelo de infeccién descrito previamente (Valdivia, 1995), se
desarrollaron las lesiones y se indujo la muerte de los animales en un periodo
de 5 a 7 dias. Los resultados mostrados en el cuadro 9, demuestran que
empleando una dosis de 1.6 X10° UFC/ml se logré la sobrevivencia de los
animales, provocandoles sélo signos clinicos pasajeros los cuales consistieron
en diarrea moderada a los 3 dias. Lo anterior sugiere que la lesion fue inducida
por la toxina en el intestino delgado y/o grueso, se aumenté la urea y
creatinina a niveles de 70 mg/dl y 1.9 mg/dl respectivamente y por un lapso no
mayor a 7 dias, datos que correlacionaron con el dafio al rifion y la
insuficiencia renal pasajera esperada, pero sin llegar a observar lesiones en el
sistema nervioso central como las reportadas con dosis mds altas. Los datos
mostrados en el Cuadro 9 indican que se produjeron lesiones e insuficiencias
en los animales; sin embargo, al ser mas leves e incompletas que las
reportadas previamente (Valdivia, 1995), no condujeron a la muerte , y se
pudo establecer un modelo de infeccion crénica. La dosis infectiva reportada
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para la infeccién natural de la colitis hemorragica y el sindrome urémico
hemolitico (SUH) se ha establecido en sélo 10 bacterias de las cepas
citotoxicas administradas por via oral (Karmali. y col., 1994), aunque otros
autores reportan de 10 a 100 bacterias en promedio (Chart, 2000). En ratones,
la LD;s, se ha establecido en 10 bacterias administradas oralmente (Melton-
Celsa, 1997); sin embargo, trabajos en los que se emplearon lechones se
requirieron 10'° UFC para desarrollar las lesiones (Karmali y col., 1994) y en
conejos de 3 dias de edad se requirieron 10® bacterias (Pai y col., 1986). En
el presente trabajo, la dosis minima para lograr las lesiones completas fue
mayor que en la infeccidn natural en humanos, esto puede ser debido a que los
mecanismos de inmunidad innata sean mas eficientes en el apéndice cecal que
en el intestino grueso, dadas sus caracteristicas de 0rgano linfoide (Valdivia y
col. 1997; Monroy, 1993) o a que el modelo permite el efecto local de los
fenémenos celulares inflamatorios, mas eficientes en éstas condiciones. En
este mismo punto, Melton y col. (1997), postulan que una diferencia en la
virulencia de las cepas observadas en los diversos modelos animales, se puede
deber a una diferente produccidn de la toxina en el microambiente tisular o
bien requerirse un periodo de adaptaciéon al microambiente para iniciar la
sintesis de toxina (Takaaki y col., 1998). Otra probable explicacion es la
disminucion en virulencia que tienen las cepas de Escherichia coli que son
mantenidas en el laboratorio por resiembras continuas (Ebel y col.,1996;
Enami y col 1999); en cualquier caso, las lesiones desarrolladas en este
modelo de infeccidn crénica, permitieron demostrar que la toxina se produjo
en el AC, se absorbi6 por via sanguinea y pudo tener efecto en el intestino,
rifién y eritrocitos, pero permitié la recuperacién de los conejos. En este
contexto es importante considerar algunas observaciones epidemiologicas
respectivas a la infeccidn por estas cepas en los nifios y ancianos: el 5 al 15%
de los enfermos de colitis hemorragica desarrollan SUH y de éstos sélo un
porcentaje de 5 al 30% mueren, por lo que la virulencia de la bacteria en
humanos es baja o bien que la severidad del cuadro clinico es leve en las
personas afectadas (Chart, 2000; Karmali, 1994).

Una concentracién de 10° bacterias viables fue la dosis minima capaz de
causar las lesiones y alteraciones observadas en el modelo, aunque estos
animales mostraron al inicio un cuadro diarreico e insuficiencia renal leve, las
alteraciones causadas no llevaron a la muerte de los animales. Este mismo
inéculo se utilizé en otros experimentos que demostraron que el dafio al
sistema inmune fue tanto a nivel celular como humoral y se repitieron los
resultados obtenidos con esta concentracion bacteriana inoculada en el AC
(Pérez, 2002). La explicacion probable al fenémeno es de que con ese nimero
de bacterias, los mecanismos de respuesta inespecificos (fagocitosis
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primordialmente) son capaces de eliminar a las bacterias tanto en la luz del
AC como en el tejido; asi mismo, en los animales que sobrevivieron de esta
manera, se detectaron bajos titulos de anticuerpos mediante la prueba de
ELISA (datos no mostrados).

En infecciones en el humano, provocadas por las VTEC, la dosis
minima infectiva es de 10 a 100 bacterias viables (Chart, 2000). La dosis
infectiva que en este modelo causé las lesiones relacionadas a la colitis
hemorragica fue mayor que lo comunicado para humanos; sin embargo, se
logré desarrollar signologia en el 98% de los animales inoculados, con un
periodo de incubacion de 3 a 4 dias, presentdndose diarrea con sangre en todos
los casos vy casi el 100% de las alteraciones asociadas al SUH, uremia, anemia
y muerte. Estos resultados claramente contrastan con lo observado en la
naturaleza para las personas (Chart, 2000) en las que se observa una
signologia inicial de diarrea sin sangre en el 90% de los casos analizados, que
. a las 48h se vuelve con sangre en el 70%, con un periodo de incubacién de 1 a
- 8 dias pero solo en un 5% de los afectados desarrollan SUH y es fatal en el 5%
de estos casos. Debido a que se logrd reproducir la mayoria de las alteraciones
observadas en el SUH, pero con una presentacion. mas severa con la cepa
EDL933 aislada de humanos, se propone que el modelo en conejos puede ser
empleado con seguridad para estudiar el SUH y los mecanismos de control,
prevencion y tratamiento del mismo.

FASE DE CRECIMIENTO BACTERIANO Y FILTRADOS

Como se puede apreciar en los cuadros 14 y 16, los filtrados obtenidos
de fases tempranas de crecimiento bacteriano no produjeron alteraciones
asociadas al SUH; sin embargo con filtrados provenientes de cultivos
bacterianos obtenidos a las 18h o mas de crecimiento, se pudo observar una
uremia leve en los primeros 4 dias la cual desapareci6 con el tiempo. Con los
filtrados de 72 horas de crecimiento bacteriano, se observé un efecto de
coagulacion intravascular diseminada, probablemente debido a la cantidad alta
de endotoxina presente, en uno de estos animales se identifico un efecto de
verotoxinas al observar las lesiones a la necropsia.

El resto de los animales inoculados con filtrados, no mostraron
comportamientos atribuibles al tratamiento, el filtrado séio determiné efectos
renales en las primeras 48-72h de inoculacién, después los animales se
recuperaron, lo que sugiere que la toxina presente es suficiente para causar
dafio; sin embargo, se requiere de la produccion continua de la toxina para
reproducir el cuadro completo. '

Las alteraciones antes mencionadas no se encontraron en los controles
inoculados con filtrados provenientes de la cepa K12 .
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Se requirié del cultivo completo para el efecto total, la absorcién de la
toxina a nivel del apéndice cecal fue muy baja con los filtrados por lo que
aparentemente se requiere la presencia de la bacteria viable para aumentar la
absorcion 6 para mantener la produccién de la toxina; lo que implica que es
necesario que la bacteria se adhiera a la superficie, penetre a la submucosa y
en este lugar comience a producir la toxina 6 que se inicien los mecanismos de
inflamacion mediados por la toxina ST, la endotoxina o alguna otra sustancia
producida por la bacteria , como las lipoproteinas (Zhang y col., 1998) o los
factores de colonizacién asociados al LEE presente en esta cepa (Puente and
Finlay, 2001, Dahan y col., 2002). La alteracion de las uniones estrechas del
enterocito conduce a alterar las propiedades de barrera de la mucosa y este
hecho es importante en la patogénesis de la diarrea causada por las cepas
EPEC (Elliott y col.,, 2002) la alteracion es provocada por productos
codificados en el locus LEE, por ejemplo EspF, dichos genes son acarreados
por las cepas EHEC.

Al colocar la toxina en la luz intestinal, ésta fue pasada al torrente
circulatorio posiblemente por un mecanismo de translocacion a través de las
células epiteliales del intestino, sin destruirlas ni alterar las uniones
intercelulares, pero por mecanismos que son diferentes para ambas toxinas
(Hurley y col., 1999). Dicho mecanismo pudiera iniciarse por la presencia de
receptores para las toxinas Stx sobre estas células; en el presente trabajo se
demuestra que los receptores Gb3 (o algln otro) se encuentran localizados en
la punta de la vellosidad lanceolada (Domo), en células con caracteristicas no
absortivas, sino madas bien, de presentacion antigénica. Otro mecanismo
involucrado en el paso de las toxinas STx a través de las células epiteliales
puede ser el aumento asociado a la trans-migracion de los polimorfonucleares
(PMN) desde el lado basal al apical de las células epiteliales aumentando el
movimiento de las toxinas en sentido contrario, como lo demostraron Hurley y
col. (2001). En el presente trabajo se demuestra una gran movilizacién de
- PMN hacia la luz del AC que - pudiera estar mediado por la secrecion de
Interleucina 8 (IL-8) por las células epiteliales (Hurley y col. 2001, Dahan y
col., 2002). En apoyo a esta consideracién, los trabajos de Dahan y col.
(2002), demuestran que las cepas EHEC interactian con las células epiteliales
del intestino y por via de la induccién de las protein-cinasas activadas por
mitégenos (MAPK) y del factor de transcripcion NF- B, inducen la secrecion
de IL-8 por mecanismos diferentes al efecto de las VTs, proponiendo que las
proteinas de secrecion asociadas al LEE y el LPS pudieran ser responsables
del efecto.
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UBICACION DE LA BACTERIA

La bacteria se uni6 a las células epiteliales del Domo, cerca de las
criptas, dado que la cepa EDL933 contienen los genes EAF, esta unién se
establece por la intimina, parte de la membrana externa de la cepa EDL933 y
por Tir, anclada a la membrana celular epitelial, secretada y translocada por la .
propia E.coli (Puente and Finlay, 2001). La union genera la lesion tipo Eaf,
pero ésta no se puede evaluar por la microscopia Optica empleada en el
presente trabajo. Asi mismo, induce una serie de cambios como el rearreglo de
la actina y la consiguiente modificacion de las microvellosidades con la
produccion de la lesion en pedestal (Elliott y col., 2002).Sjogren y col.(1994),
encontraron que al comparar una cepa RDEC (enteroadherente) de £.coli con
- una cepa isogénica de ella, que contenia el genotipo de la toxina SLT-I, la
altima cepa fue mucho mas virulenta en el modelo en conejos que la cepa que
era enteroadherente. Las alteraciones consistieron en cambios vasculares y
edema. Las anteriores alteraciones refuerzan el papel de la toxina en la
patogénesis, sin embargo indican que otros factores interactlian para lograr los
efectos finales. -

Si bien es cierto que la literatura refiere que las cepas STEC no son
invasivas y solo se restringen a la luz intestinal (Sjogreen y col., 1994, Hurley
y col 1999} alin no queda claro como las toxinas penetran y se diseminan para
llegar hasta los sitios blanco distantes: intestino, rifion y SNC. En el modelo
desarrollado, es claro que se trata de una invasion local, sin diseminacion,
como lo descrito para Shigella dysenteriae (Sansonetti y col., 2001). La
migracion de las bacterias hacia la mucosa y submucosa puede llevarse a cabo
de varias maneras: pasando por migracion transepitelial, como se ha descrito
para Salmonella a través de las células “M” o entre las uniones intercelulares,
condicionado por su apertura a la migracion de PMN (Abigail y col. 1994,
Maroeska y col., 2001) o por la destruccion de la barrera intestinal debida a la
apertura de las uniones estrechas intercelulares (Elliott y col., 2002). Otra
probable explicacion, puede ser el mecanismo observado en otras bacterias de
aumento de su internalizacidn via el desarreglo en la actina polimerizada
(Wells y col., 1998, Gagandeep y col. 2001), que puede ser producido por el
efecto Eaf presente en el fenotipo de las bacterias utilizadas (Enami y col.,
1999, Puente y col., 2001). Se ha estudiado como £.coli es capaz de inducir
apoptosis en células epiteliales en cultivo, independientemente de la
produccion de toxina, lo que ofrece una ventaja a las bacterias que son capaces
de unirse a las células, dado que aumentan la expresion de su propio receptor
(Foster y col., 2000). En refuerzo del anterior punto, se ha estudiado como las
cepas O157:H7 inoculadas en monos Macaca, produjeron lesiones A/E, que
correlacionaron con la gravedad de la diarrea (Gagandeep y col., 2001).
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Por los resultados obtenidos durante el presente trabajo, usando
diferentes concentraciones de las bacterias, cultivos lavados, sdlo los filtrados
- del sobrenadante y la ubicacion de la bacteria, parece ser que el efecto
detonante de las lesiones requiere de la presencia de bacterias atravesando la
mucosa. o interactuando estrechamente con ella.

La bacteria se asocid predominantemente a las células epiteliales bajas
(aplanadas) localizadas en las proyecciones foliares de la mucosa, por lo que
ellas presumiblemente deben tener los receptores especificos para la union de
la bacteria al epitelio; sin embargo, en los experimentos del presente trabajo,
aparentemente estas c€lulas epiteliales no presentaron el receptor para las
toxinas. Pai y col.,, en 1986, trabajando con conejos, encontraron que al
administrar intragastricamente cepas O157:H7, las bacterias se_unieron a
intestino, ciego y colon , predominantemente sobre el epitelio que recubre al
tejido linfoide asociado a mucosas, causando apoptosis en estos epitelios,
pero sin encontrar bacterias en la submucosa. En los experimentos realizados
en el presente trabajo, la asociacidn de las bacterias ocurrid a las células bajas
del Domo, que en consecuencia deberian expresar receptores para las bacterias
sobre su superficie y que pueden estar internalizandolas por translocacidn, en
un mecanismo parecido al utilizado por Yersinia spp, , dichas células pueden
corresponder con las células M del intestino, las cuales son muy abundantes y
se encuentran en la vellosidad lanceolada o “Domo” (Lelourd y col., 2001).

A las 48 h, algunas bacterias aparecen dentro de macrofagos
(mononucleares ) y en los heteréfilos (equivalentes al neutrofilo). El infiltrado
inicial estuvo constituido por neutroéfilos , asi como de linfocitos, que aparecen
asociados a los vasos linfaticos a las 48 h , éstos son mds numerosos a las 72 h
y tienden a mantenerse presentes hasta las 96 h; sin embargo, desde las 72 h se
empieza a notar una disminucién de los linfocitos en las areas linfoides , con
persistencia de macrofagos. Esta infiltracion de neutrofilos al sitio de la lesion
ha sido previamente documentada (Liu y col., 1999, Maroeska y col., 2001)

Uno de los primeros efectos observados fue el de diarrea, de cierta
manera predecible, dado que existen receptores para la toxina en las células
maduras del intestino delgado; sin embargo, es necesario explicar como la
toxina logra llegar desde el AC hasta el intestino y afectar a los enterocitos.
Una probable explicacion radica en las diferencia en translocacion que
muestran [a toxina Stx 1 y 2, mientras que la primera sélo puede atravesar en
forma direccional (de la luz a la basal), la Stx2 puede hacerlo en ambas
direcciones (Hurley y col.,, 1999) por lo que Stx2 puede llegar por via
circulatoria (Kita y col., 2000), atravesar en direccion basal — luminal y
producir los efectos sobre las células maduras de la vellosidad, que son las que
tienen un mayor poder absortivo y con ello causar diarrea. El mecanismo
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anteriormente propuesto puede funcionar para el epitelio del colon y ciego ,
aunque en este caso no se investigd la presencia de receptores Gb3 en estos
tejidos.

PATOGENESIS DE E. coli EDL933 INOCULADA EN EL APENDICE
CECAL

Como se aprecia en el cuadro 18, el metodo de ultrafiltracidon resultd
muy eficiente, la actividad especifica fue alta, ademas de contener menos
endotoxina.

Este resultado es parecido al previamente descrito por Mulvey y col.,
(1998), quienes purlﬁcando la toxma por ultrafiltracién obtienen una actmdad
especifica de 6.9 x107 y de 1.4 x 10" DCCCsg/mg de proteina, para la SLTI y
SLT II respectivamente, el resultado en el presente trabajo fue de 3.3 x 10
para ambas toxinas. Asi mismo, para el resto de los productos utilizados en los
experimentos (cuadro 19), se observo que la mayor actividad especifica
correspondio a la fraccién 50-100, seguida por el sonicado y al final el
sobrenadante del cultivo, por ello se puede concluir que la ultrafiltracién
provee un producto maés concentrado en toxina. Al mismo tiempo las
concentraciones de endotoxina fueron menores en la fraccion ultrafiltrada,
mayores en el sobrenadante y més altas ain en el sonicado, resultado esperado
ya que la sonicacién libera mas endotoxina y la ultrafiltracion separd por peso
molecular al LPS. Se logré una menor contaminacion con endotoxina, 3pg/ml,
en la fraccion 50-100 obtenida por ultrafiitracion, demostrando que el proceso
empelado tuvo mejores resultados que los obtenidos por Mulvey y col., 1998 y
sin emplear capatadores de endotoxina; posiblemente estos resultados fueron -
consecuencia de la sucesién de membranas y poros utilizados, contra el uso de
una sola membrana.

Como se aprecia en el cuadro 19, el LPS fue capaz de producir
alteraciones vasculares locales, se absorbid y causd alteraciones sistémicas -
indicando que el AC es un érgano de absorcion y de reaccion a la endotoxina.
Estas alteraciones coinciden con los efectos previamente descritos para el
LPS, sobre la movilizacién de leucocitos de la microvasculatura intestinal
hacia el intersticio y la luz del érgano, fendmeno asociado a la expresion en la
célula endotelial de moléculas de adhesiéon leucocitaria (E y P-selectinas
ICAM-1, VCAM-1) en 3 a 5 horas (Panes y Granger, 1998); lo que explica la
salida de PMN hacia la luz intestinal, observandose el fenomeno tanto con la
cepa K12, no patogena, como con la cepa EDL933,

Ni el LPS, ni la toxina purificada, desarrollaron lesiones compatibles
con SUH. Localmente el LPS indujo una respuesta inflamatoria muy severa
pues se encontraron abundantes neutréfilos, abundante liquido, una leve
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dilatacién de linfaticos y trombosis con CID en otros 6rganos. A diferencia de
la inoculacién de verotoxina purificada que produjo solo una leve hemorragia
en el apéndice cecal. Asimismo, el efecto observado fue independiente del
tipo de serogrupo empleado para obtener la endotoxina (cuadro 18) por lo que
este efecto puede no tener relacioén con la porcién polisacarido del LPS.

Esta observacion se refuerza por el hecho de que las infecciones por
cepas EHEC pueden ser producidas por serogrupos diversos al 0157 (Karmali
y col., 1994), incluso se reporta que las cepas O157 pueden perder la
reactividad del antigeno “O” por almacenaje, pero manttenen sus propiedades
patdgenas (Hara-Kudo, 2000).

En un modelo en raton, Karpman y col. (1997), demostraron que al
administrar intragastricamente cepas O157:H7 se desarrollan al mismo tiempo
los signos sistémicos y neuroldgicos, mientras que al utilizar ratones que no
responden al LPS, la enfermedad siguié un curso en fases, primero hubo
signos sistémicos y después signos del sistema nervioso central, sugiriendo el
papel que tienen el LPS y las toxinas en el desarrollo de la enfermedad. La
lesion cerebral parece tener un componente previo de sobrerregulacion de
receptores para las toxinas STx a nivel del endotelio vascular, regulacion
asociada a mediadores (citocinas) liberados por efecto del LPS, como por
ejemplo el TNF« que a su vez sobrexpresod el Gb3 en cultivos de células
endoteliales de microvasculatura cerebral humana (Eisenhauer y col., 2001).

La diapedesis de neutrofilos implicé un dafio posterior, relacionado a
los propios polimorfonucleares (Panes, 1998). Este tipo de dafio ha sido
demostrado en una serie de modelos previos de dafio intestinal, como el
fenomeno de isquemia/reperfusion, el cual provoca un aumento de la
permeabilidad a nivel de la microvasculatura, edema intersticial, fallas en la
vaso-regulacion, infiltrado de células inflamatorias y ulceracion de las
mucosas, lesién observada en el estdmago de los conejos durante el presente
trabajo. En el caso de las infecciones por EHEC, se demostré que la toxina
Stx2 causo un retardo significativo en la apoptosis espontanea de los
neutréfilos , su mayor supervivencia puede agravar ¢l dafio a tejidos mediado
por los mismos (Liu y col., 1999). . |

La induccion del fago temperado codlﬁcante de las Stx, regula
positivamente la produccion y secrecion de la toxina (Wagner y col., 1999);
asi mismo, se ha observado que el efecto fagocitico de los neutrofilos sobre la
bacteria, induce la produccién de toxina (Wagner y col.,, 2001). Una
explicacion del retardo en los efectos cuando se administraron las bacterias
lavadas en el presente trabajo, puede encaminarse a que éstas primero deberan
inducir el fendmeno de inflamacidn para la quimiotaxis de los neutrdfilos al
sitio de inoculacion, generen la induccién de la toxina y el dafio posterior. Sin
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embargo existe un equilibrio entre las bacterias agresoras, el hospedador en
defensa y el microambiente que puede desviar la progresidn hacia la infeccion,
por lo que el nimero de bacterias inoculadas en el modelo y la dosis minima
infectante pudieran estar relacionadas con esta capacidad.

En un trabajo realizado por Paton y col., (1998), observaron que los
anticuerpos anti LPS (de cepas O157), bloquearon de manera especifica la
union de la bacteria a células endoteliales, este efecto no estuvo relacionada a
un efecto del LPS como adhesina, ni a un efecto bactericida o aglutinante del
suero. La explicacion de este fenémeno puede ser la expresion previa de
receptores para la bacteria, inducidos por el LPS en una manera similar a lo
observado para la regulacion de estos receptores celulares por las interleucinas
(Larsson y col., 2000). Por otro lado, se han reportado efectos de bloqueo del
LPS, por lo que se puede impedir su accién en vivo; el receptor para el LPS
(CD14) se localiza sobre algunas células (incluyendo ciertos tipos de células
mononucieares) por lo que la presencia de LPS en tejidos, eventualmente
podria bloquear o activar a dichas células. Por otro lado, la presencia de
lactoferrina, que es un quelante de LPS (Larsson y col., 2000), puede
eventualmente bloquear al LPS en la circulacion o-en la luz intestinal debido a
la presencia de esta sustancia en secreciones (Baveye y col., 2000).

RECEPTORES PARA VT

A pesar de que la determinacion de los receptores para las toxinas en el
intestino delgado no era uno de los objetivos especificos del presente trabajo,
estos receptores pudieron ser identificados en las células enterociticas de la
punta de las vellosidades en el intestino delgado, las cuales corresponden a
células maduras. Estas observaciones pudieran explicar el efecto enterotéxico
observado previamente en el ensayo de asa ligada en conejo (Puente y col.,
2001), puesto que existen receptores en la luz, asi mismo explica porque los
animales muy pequefios son menos susceptibles a la enfermedad con
manifestacion de diarrea, lo que puede deberse a la inmadurez de las células
epiteliales en el apéndice y en el resto del tracto gastrointestinal. Asi mismo,
se puede pensar que la mayor intensidad, asi como la dinamica, de la
presentacion de receptores primero en el tracto intestinal, después en el renal y
finalmente en el nervioso, es debida a la aparicion de receptores GB3 primero
en el gastrointestinal, después en el rifion y finalmente en el endotelio del
sistema nervioso central, asociada a la maduracion de las células y a la
cinética de expresion del receptor Gb3 en estos drganos.

La inoculacion intragastrica de ratones usando altas dosis (mas de 10’
UFC/animal) establecen la infeccién por STEC, pero no logra desarrollar
diarrea, a diferencia de los conejos, los cuales la desarrollan con dosis

62



menores (10° UFC/animal), colonizando y dafiando primordialmente el
intestino grueso (Michinaga y col., 2001), datos que sugieren la diferente
distribucion de los receptores para la toxina, condicionada. por la especie
animal y la edad. | |

Las observaciones hechas por Buret y col., (1998), sobre el efecto
protector del Factor de Crecimiento Epidérmico en la colonizacion por cepas
EPEC en conejos, pueden apoyar el hecho de que la falta de maduracion
celular no impide la lesién de borramiento y esfacelamiento de Ia
microvellosidad (Eaf), ni la colonizacion de las cepas EPEC, condicionando la
expresion de intimina y la secrecion y translocacion de Tir hacia las células
epiteliales para permitir la adherencia y la colonizacion (Puente y col., 2001)
fendmeno que se lleva a cabo principalmente en las células mas_inmaduras
(las de las criptas). En un trabajo con ratones, Takaaki y col. (1998),
observaron que la malnutricidn proteica y caldrica, provocaba falta de
desarrollo en células intestinales y esto se correlaciond con una susceptibilidad
aumentada a cepas EHEC. Estos dos experimentos apoyan el hecho de que en
ratones y conejos las células intestinales inmaduras pueden ser mas
susceptibles a la colonizacion por cepas EHEC. En apoyo de los datos
anteriores, en el presente trabajo se logrd observar las cepas EDL933
(O157:H7) adheridas y colonizando las células de la cripta del Domo. Por lo
que la diferencia en susceptibilidad condicionada por la edad en los conejos
parece estar mas relacionada a la expresion de los receptores para las STx
(Gb3).

Devenis y col., (1997) demostraron que la unidon de las VTs a células
Vero, puede ser bloqueada por el tratamientos con formaldehido; asi mismo,
se ha sugerido la presencia de alglin otro receptor de origen proteico, diferente
al Gb3. De las células renales ensayadas en el trabajo, solo las de origen
porcino unieron VTs a su superficie.

En el presente trabajo se demostrd que el tejido renal no expresa
receptores para la toxina y sélo después del tratamiento con LPS se lograron
demostrar receptores en la macrovasculatura, pero no fue posible hacerlo en
la microvasculatura (glomérullo). Sin embargo, los estudios histopatoldgicos
realizados en personas afectadas de SUH muestran que a2 nivel renal, la lesion
principalmente se caracteriza por microangiopatia tromboética glomerular. En
estudios realizados con células de los tibulos proximales renales expuestas a
Stx-1 (Hughes y col., 1998), se encontro que las células fueron muy sensibles
a la toxina, la IL-1 incremento la unién de la toxina, pero sin alterar los
niveles totales o la expresién de receptores Gb3; el LPS y el butirato no
afectan la union, pero incrementan los efectos hacia las célula, los resultados
sugieren la sensibilidad alta de las células del tubulo contorneado proximal a
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la toxina; pero también sugieren la posibilidad de algunos otros factores del
organismo que incrementan el efecto sobre las células (Hughes y col., 1993).
Por otro lado Koshiy y col.,(1997), encontraron dafio ultraestructural en la
microvasculatura del tracto gastrointestinal, principalmente del -ciego,
mostrando mayor dafio los capilares y las venulas que las arteriolas, lo que
explicaria el desarrollo de diarrea hemorrdgica en el SUH Estos resultados
sugieren fuertemente que la uremia y creatinemia encontradas, pueden ser
debidas primordialmente a un problema de circulacion en la nefrona, mas que
a un dafio directo sobre las células de la misma; los efectos en la
macrovasculatura , disminuirian el flujo hacia el glomérulo y desencadenaria
la insuficiencia renal. Se ha encontrado que células endoteliales en cultivo
celular (in vitro) expresan constitutivamente el receptor Gb3, a diferencia de
los endotelios de la macrovasculatura, los cuales pueden ser inducidos por
LPS o citocinas para expresar al recetor Gb3 (Jacewicz y col.,-1999). Cuando
se realizaron estudios empleando rifiones de rata perfundidos y adicionados de
Stx, se observo que la lesion provocada fue la proteinuria y dafio a la region de
los tabulos en la médula renal, sugiriendo un sinergismo entre la hipoxia
medular local y los efectos toxicos directos sobre los tibulos ¢ endotelios
(Shibolet y col., 1997). También se han realizado estudios que demuestran el
efecto directo sobre células tubulares renales de las toxinas Stx, estos estudios
se han hecho en cultivos de células renales de humanos y demostraron que las
células de los tabulos contorneados proximales son altamente susceptibles a
las Stx (Hughes y col., 1998),

El fenémeno de activacion y aumento de lesiones por el LPS, habia sido
propuesto previamente por Karpman y col, (1997), al indicar que la
interaccion del LPS y la toxina SLT, fueron 1mportantes para el desarrollo de -
la enfermedad.

Integrando las observaciones de lesiones , posicion de la bacteria y
presencia de los receptores para las toxinas, es posible proponer el siguiente
mecanismo de infeccion en el modelo estudiado:

1.- La bacteria se adhiere a la mucosa de las vellosidades lanceoladas (Domo)
del apéndice, los resultados demuestran que la adherencia se lleva a cabo en
las células del Domo linfoide, en la base de la vellosidad foliar.

2.- La toxina presente en el cultivo, o producida “in situ” inicialmente, se une
a los receptores GB3 de estas mismas células, provocando alteraciones que
permiten que la bacteria sea translocada a la submucosa. Esta posibilidad es
apoyada por el hecho de que al inocular bacterias lavadas, el efecto se retrasa
en forma evidente.

3.- A las 48h post-inoculacién, la bacteria se esta replicando en la submucosa,
es fagocitada en las areas linfoides y también se observa libre en el estroma.
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4.- La presencia de la bacteria y eventualmente de sus productos de
degradacion, incluyendo el LPS, inician el proceso inflamatorio supurativo en
la region; la toxina liberada localmente y la absorbida de la luz del 6rgano ,
inician sus efectos en el tracto gastrointestinal, primordialmente a nivel de
intestino delgado e intestino grueso, explicando la diarrea hemorragica inicial
(72 h) observada en los animales . En el conejo existen receptores para la
toxina en las vellosidades intestinales, principalmente en las células mas
maduras. o

5.- El LPS y la bacteria viable indujeron la expresion de receptores en la
microvasculatura y macrovasculatura renales . Estos experimentos sugieren la
participacién importante de la endotoxina en la expresion de Gb3 (o algin otro
receptor para la toxina), el efecto posterior de las toxinas sobre el rifion y
explican el efecto marcado en la insuficiencia renal, como consecuencia de un
fenomeno vascular que involucra ambas irrigaciones renales.

6.- El efecto sobre el SNC fue aparente en los ultimos estadios de la
enfermedad en los conejos de dos meses de edad, siendo el predominante en
los animales méas grandes, por ello es probable que los receptores en la
vasculatura ¢ las neuronas del encéfalo se expresen por efecto del LPS en
animales pequefios y en los animales mayores estén presentes previamente.

La cinética de expresidén de la toxina durante la patogénesis y ia forma
en la que la toxina entra a la circulacion son poco conocidas, atin no se conoce
si la toxina viaja libre o en asociacién con proteinas transportadoras (Chart,
2000); aunque Maroeska y col., (2001) demuestran el paso de VT a través de
las células intestinales sin dafiarlas y que la toxina viaja en sangre unida a los
PMN. Existen pocos estudios de como las toxinas atraviesan el epitelio
intestinal, sugiriéndose el mecanismo de translocacion directa (Acheson y col.,
1994; Jacewicz y col., 1999). En el presente trabajo, se observo que existen
receptores para la toxina sobre ciertas células epiteliales en la mucosa del
apéndice cecal y el intestino delgado, éstos pueden ser los responsables de la
translocacién de la toxina desde la luz, como lo sugiere el leve efecto
producido al inocular los filtrados del crecimiento bacteriano; sin embargo, el
efecto no fue caracteristico de las VT. Por otro lado, cuando se inoculé la
bacteria lavada, €sta no fue capaz de inducir lesiones severas, lo que sugiere
que para iniciar el dafio se requiere la presencia inicial de cierta cantidad de
toxina o de otros productos extracelulares bacterianos en la luz intestinal, que
actuarian en primera instancia, permitiendo la invasién de la bacteria, como lo
demuestra la cronologia de la infeccidén en el apéndice cecal, o bien por el
efecto primario de la toxina sobre los mecanismos de fagocitosis bacteriana
dentro del AC. Estas inferencias se esquematizan en la figura 15.
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Una lesion muy aparente, observada en el presente modelo y reportada
previamente (Valdivia, 1995), fue la disminucién de los linfocitos locales en
la mucosa y submucosa del AC y en el bazo. Colateralmente al presente
trabajo se investigd el efecto que sobre el sistema inmune tiene una infeccion
subclinica con el mismo modelo en conejos y se encontrd que la inoculacion
con la cepa 933 disminuyd significativamente la respuesta humoral
(anticuerpos) hacia Brucella abortus muerta, a diferencia del efecto observado
con la cepa KI2Z que no produce toxina (Pérez, 2002). Los resultados
evaluados por 45 dias, demostraron que la respuesta de anticuerpos
aglutinantes en los animales inoculados previamente con la cepa 933, fue
menor que la de otros grupos experimentales, estos datos sugieren
marcadamente un efecto sistémico de la toxina sobre los_ linfocitos
involucrados en la respuesta. Por otro lado, se produjo una disminucidn en la
respuesta de los conejos hacia el BCG, el cual induce primordialmente una
respuesta celular, midiendola mediante intradermorreaccion y comprobandola
a través del analisis histoldgico, los resultados indicaron la ausencia de
respuesta celular en el sitio .de inoculacion de la tuberculina , fenémeno
observado so6lo en los animales desafiados con la cepa EDL933,
verocitotoxica (Pérez, 2002). De nueva cuenta, la explicacion esta dada por
una reaccion de supresién, por parte de la toxina, hacia alguno de los
componentes participantes. En estos experimentos se descartd un efecto local
(a nivel del apéndice cecal) debido a que la reaccidn fue normal en los conejos
apendicectomizados, a pesar de que el 6rgano es una zona eminentemente
linfoide (Archer y col. 1954; Valdivia, 1995; Huang y col., 1999). Asi mismo,
se descartd un efecto inmunosupresor asociado al LPS (Huang y col. 1999)
debido a que el efecto no se presentd con la cepa de £.coli K12, que aunque
es una cepa rugosa , contiene completa la fraccion del lipido A , responsable
del efecto endotdxico.

Previamente se ha reportado (Valdivia y col., 1997), un efecto de
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 fendmeno indirecto via citocinas. En este sentido se ha
demostrado que el receptor para las toxinas VT1 y VT2 ( Gb3) se localiza en
las células inmaduras de los centros germinales y en los linfocitos B activados,
plasmocitos, productores de 1gG e 1gA principalmente (Menge y col., 1999),
Dicho efecto justifica la ausencia de anticuerpos de la clase IgG contra la
toxina, en individuos afectados por STEC (Sugatani y col., 2000)

Otros trabajos demuestran que el linfocito T, las células preT y las B
maduras no tienen receptor para la toxina (Karmali y col., 1994; Sugatani y
col., 2000). Asi mismo se encontré que la toxina VT1 inhibe la proliferacion
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in vitro de los linfocitos T y B de bovino, mientras VT2 tiene el mismo efecto
in vivo sobre los linfocitos de cerdos y los de terneros (Menge y col., 1999).

En un brote de SUH en Japoén que afectd nifios de menos de 10 afios de
edad, se observaron bajos niveles de anticuerpos contra la toxina VT2 y en
otros paises se observa que en los adultos con infecciones por VTs existen
titulos de anticuerpos contra VT1 bajisimos. Se ha observado, en un modelo
animal empleando cerdos gnotobiontes, que las toxinas inducen cerdos

inmunocomprometidos (Sugatani y col., 2000).

' Con los datos anteriormente presentados se deduce que la toxina con
mayores efectos sobre las células del sistema inmune es la VT2 (Sugatani y
col., 2000); sin embargo, se describen datos contradictorios en los efectos, los
cuales dependen del sistema de prueba. Esta situacion probablemente tenga
una relacion directa con la expresion del receptor Gb3 sobre las células, el
cual es diferente segin la especie animal usada en el ensayo (Ren y col.,
1999). En el presente modeio fue posible demostrar el receptor para las
toxinas en las células mononucleares que llegan a la luz y en las que se
encuentran en las estructuras lanceoladas del AC (Cuadro 20, Fig.13).

Otra probable explicacion a la disminucion de linfocitos observada en
este trabajo o al efecto inmunosupresor reportado por otros autores (Pérez,
2002} puede estar relacionada a una modulacion alterada de la respuesta
inmune via interleucinas o via citocinas. En el primer caso un buen candidato
seria la IL-10 puesto que ésta se ha involucrado con los fenomenos de
tolerancia intestinal y la regulacién de los linfocitos Th3 , los cuales a su vez
abaten la respuesta de los Thl y Th2. La IL-10 es producida por los
macrofagos en respuesta a una estimulacion directa por el LPS, el que
proviene de una lisis de bacterias Gram negativas como E.coli.

Heumann y col., (2001), demostraron que los neutrofilos, de respuesta
tisular local, al tratar de actuar sobre la bacteria, induce en ella e] sistema de
respuesta SOS, teniendo como consecuencia la induccion del fago codificante
de la toxina y colateralmente el aumento de ia lisis bacteriana provocada por
el ciclo litico del fago (Foster y col., 2000), lo que a su vez aumentaria la
cantidad de Stx y de LPS en el medio. Asi mismo, Thorpe y col. (1999), han
implicado la secrecién de IL-8 y de IL-1 por células del epitelio intestinal,
después de que éstas han sido tratadas con verotoxinas, la toxina puede
modular la produccién de citocinas por las células enterociticas; de tal forma,
que la fraccion B de la toxina Stx se une a las células epiteliales por el Gb3
(de ia punta de la vellosidad foliar) y la fraccion A por un mecanismo de
regulacion genética induce la sintesis de RNAm de la IL-8, por lo que los
niveles de produccion de la IL-8 aumentan, todo ello a expensas de cualquier
dafio sobre la célula, alteracion que puede tener como objetivo aumentar la
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respuesta inflamatoria local. Aunque inicialmente estas IL aumentaria la
respuesta inflamatoria local con un aumento secundario de la secrecion de IL-

10 (Foss y col., 1999; Hessle y col., 2000).

Este mismo fenomeno puede ser provocado por la toxina Stx dentro del
organismo, ya que como lo demostraron Foster y col., (2000), cuando la
toxina se une a células mononucleares periféricas o bien a monocitos “in
vitro”, dichas células aumentaron la sintesis de IL1 y de TNF, que a su vez
aumentan el dafio mediado por las toxinas Stx. Curiosamente, los monocitos
de humano expresan Gb3, pero son comparativamente mas resistentes a las
Stx (CP50% > 1.0 ug/ml) que las células Vero (CD50% 1.0 pg/ml), (Harlow
y col., 1988). ' -

Los efectos sobre el sistema inmune comentados antgriormente,
son esquematizados en la figura 16.

_ A la fecha, no es posible diferenciar si el efecto de las toxinas es directo
sobre los linfocitos o se requiere de una cadena de eventos que conducen a la
destruccion de los linfocitos. Estudios in vitro han demostrado que la toxina
STx2 es citotoxica para los linfocitos B humanos (Menge y col., 1994) y que
la subunidad B puede inducir apoptosis en células B del Linfoma tipo
Burkitt's (Marcato y col., 2002). Al parecer, todos estos efectos de
disminucion de la respuesta inmune en el hospedador pudieran relacionarse al
establecimiento de las cepas patogenas, en forma cronica en portadores sanos,
por lo que su destruccidén seria menos eficiente y por ello incrementar la
posibilidad de infectar otros hospedadores ( Jan-Michael y col., 2000).
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Fig 14 .- (A) Microfotografia del apéndice cecal de un conejo de 2 meses de edad,
Mostrando el epitelio del Domo y la vellosidad, asi como la celularidad
(B) Representacion esquematica de los elementos observados en la microfotografia
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Figura 15.- Representacion esquematica de los posibles eventos ocurridos
Sobre los receptores para las toxinas Stx.
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