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RESUMEN: Los animales de laboratorio, como reactivos biolégicos vivos, deben ser estan-
darizados genética y microbiolégicamente, para que los resultados de las experiencias sean
confiables, reproducibles y comparables. El uso de animales en estado de salud deficiente
conduce irreversiblemente a la obtencion de resultados erroneos. Clostridium piliforme es
el agente productor de la enfermedad de Tyzzer y hasta el momento se desconocia la sus-
ceptibilidad o resistencia a este agente en las diferentes cepas de ratas y ratones. En este
trabajo se evalud, utilizando inoculaciones experimentales, la resistencia y/ o susceptibilidad
al Clostridium piliforme en las diferentes cepas de ratas y ratones de Argentina; se estable-
ci6 la concentracién de microorganismos requerida para producir la morbilidad, pero no la
mortalidad; se confirmaron las propiedades biolégicas del Clostridium piliforme y se deter-
miné el grado de proteccién brindado por los anticuerpos producidos en animales inoculados
con diferentes concentraciones del microorganismo. Se observé que Clostridium piliforme es
igualmente patégeno para ambas especies y cepas con algunas diferencias en las lesiones
encontradas. Se determiné que la dosis de 2x10° y 2x10° microorganismos no enfermé a los
animales, estimulé a la produccién de los anticuerpos y protegié contra una descarga de dosis
letal, por lo que se puede considerar que estas dosis pueden ser utilizadas para proteger a
los animales de una colonia.
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STUDY ON TYZZER’S DISEASE (Clostridium piliforme)
IN DIFFERENT LABORATORY RATS AND MICE
STRAINS EXPERIMENTALLY INFECTED

ABSTRACT: Laboratory animals like alive biological reactive, must be genetically and
microbiologically defined in order to obtain reliable results. The use of unhealthy animals in
research leads to wrong results. Tyzzer’s disease is caused by Clostridium piliforme and the
susceptibility or resistance in different rats and mice strains was unknown. In this study,
the resistance and susceptibility to Clostridium piliforme in different rats and mice strains
of Argentina were evaluated by experimental infection. The microbial concentration which
produces the disease but not death was established. The biological properties of Clostridium
piliforme were confirmed and the antibodies protection given in animals inoculated with dif-
ferent concentrations of Clostridium piliforme was determined. It was noted that Clostridium
piliforme is equally pathogenic for different rats and mice strains with some differences in the
lesions found. It was determined that the dose of 2x10° and 2x10° microorganisms, which
stimulated the production of antibodies against Tyzzer’s disease, did not cause illness in in-
oculated animals but they were protected against lethal dose. For that reason dose of 2x10°
and 2x10° microorganisms could be used to protect rats and mice in a colony.
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INTRODUCCION

Clostridium piliforme es el agente produc-
tor de la enfermedad de Tyzzer. Es un germen
Gram negativo, con forma de baston, de 8 a 10 um
de largo por 0,5 um de ancho, con tendencia
al pleomorfismo. Forma esporas terminales, es
movil por sus flagelos peritricos y se tifie rapi-
damente con tinturas basicas de anilinas (PAS
— positivo). La técnica de impregnacion argéntica
es la mas adecuada para su demostracion con
cortes histologicos (1, 2). Clostridium piliforme no
desarrolla en medios de cultivos libres de células,
por lo que es un parasito intracelular obligado.
Se reproduce bien en huevos embrionados de
gallina inoculados en el saco vitelino o en cultivo
primarios de hepatocitos de embriones de pollo o
de ratén. La forma vegetativa del bacilo fuera de
la célula hospedadora no es viable por lo que es
muy inestable y pierde rapidamente la virulencia,
excepto si se lo mantiene a -70 °C. Se disemina
a través de los esporos que contaminan el lecho
de los animales infectados y el medioambiente
sobreviviendo en éste por varios afios. Son muy
resistentes a la repeticién de ciclos de congela-
miento y descongelamiento, resisten 1 h hasta
60 °C y son inactivados a 80 °C durante 30 min.
Los esporos son resistentes al etanol, a los deter-
gentes fenodlicos germicidas y a los compuestos
de amonio cuaternario, pero son inactivados por
el formol, iodofosforados, acido peracético e hipo-
clorito de sodio. Los esporos se pueden observar
con la tincién de safranina (2, 3).

Se conoce que la enfermedad de Tyzzer
afecta a una gran variedad de animales que in-
cluyen a los ratones, ratas, hamsteres, meriones,
conejos, cobayos, gatos, perros, ratas almizcleras,
coyotes, zorros, liebres, monos y equinos. No se
han informado casos en humanos, aunque se ha
registrado un caso espontaneo en un primate no
humano (mono rhesus) (3, 4, 5).

Su presencia se ha registrado en la mayo-
ria de los paises del mundo, con una distribucion
heterogénea. La forma vegetativa es inestable
fuera de una célula hospedadora viable, el modo
mas probable de diseminacion es por la inges-
tion de los esporos esparcidos con las heces.
Las epizootias con alta mortalidad aparecen en
meriones, hamsteres, ratas y conejos. La forma
subclinica es la mas frecuente de presentacion.
La forma clinica de la enfermedad se observa
cuando los animales son sometidos a estrés por
ejemplo por mal manejo, transporte o destete, o
se lo somete natural o experimentalmente a una
inmunosupresion (por ejemplo la administracion
con cortisona o exposicién a radiacion) (6, 7). Los
signos clinicos que presentan pueden ser diarrea,
deshidratacion, anorexia, lordosis, pelo hirsuto,
distension abdominal y muerte (8, 9).

La patogénesis de la enfermedad de Tyz-
zer es incierta. Se desconocen los mecanismos

Enfermedad de Tyzzer

por los cuales Clostridium piliforme se adhiere
e ingresa en la célula huésped. La primera fase
de la infeccién es la colonizacion del intestino
(ileon y ciego), luego el microorganismo (MO) as-
ciende hasta el higado a través de la vena porta
y finalmente se disemina por otros tejidos como
el miocardio. Microscépicamente, en el higado y
corazon, se pueden observar pequenos focos ne-
croticos grises, blancos o amarillentos de 2 mm
de diametro. El intestino presenta inflamacion
con produccién de gas, distension y hemorragia
en la serosa. Microscépicamente las lesiones
de la enfermedad de Tyzzer se caracterizan por
necrosis de las células hospedadoras y por la
visualizacién de la tipica disposicion aleatoria de
los bacilos con forma de bastéon en el citoplasma
celular, aparentemente viables en los bordes de
las zonas necréticas. Se puede observar una in-
filtraciéon moderada de neutréfilos y macrofagos
como asi también grados variables de cecocaolitis,
hepatitis y miocarditis. Las lesiones entéricas
(con presencia de bacilos en células epiteliales y
en células del musculo liso del tejido muscular
de la mucosa) tienden a ser severas en ciertas
especies como el conejo, hamster y merion. Las
lesiones que se observan con mayor frecuencia
en todas las especies animales afectadas es la
necrosis hepatica focal. En las lesiones que se
recuperan el bacilo esta ausente y se observa
infiltrado celular neutréfilo y mononuclear en las
areas afectadas. Los esporos son eliminados con
la materia fecal. Los cambios de lecho frecuentes
y una buena desinfeccién de las cajas y jaulas
ayudan a evitar la diseminacién de los esporos
en el medio ambiente (7, 8, 9, 10, 11).

El diagnoéstico se basa en la demostracion
del agente bacilar en el citoplasma de las células
del borde de las areas necréticas. La identifica-
cion del agente en los tejidos se puede confirmar
mediante la técnica de anticuerpos fluorescentes
y tincién de Giemsa. El diagnostico serolégico de
las infecciones inaparentes se realiza mediante la
deteccion de anticuerpos utilizando los métodos
de enzimo inmuno ensayo (ELISA) o inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI). E1 MO puede aislarse
inoculando por via endovenosa (EV) una suspen-
sion fresca de higado de animales infectados a
ratones recién destetados e inmunodeprimidos
previamente o inoculando huevos embrionados
en cavidad alantoidea (11, 12, 13, 14).

Las epizootias con alta mortalidad se suce-
den generalmente en ciertas especies de animales
ante situaciones de estrés e inmunosupresion y
como consecuencia de ello las experiencias para
las que estan siendo utilizados estos animales
finalizan prematuramente. A modo de ejemplo,
puede citarse la alteracion de las actividades
enzimaticas hepaticas que producen resultados
no confiables en estudios toxicolégicos del higa-
do. No existen vacunas disponibles contra este
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MO. Las vacunas inactivadas con formalina, que
producen inmunidad contra la infeccion, sélo
tuvieron éxito en ratones vacunados experimen-
talmente (12).

En este trabajo se evalu6 la resistencia o
susceptibilidad a la enfermedad de Tyzzer en las
diferentes cepas de ratas y ratones, se estableci6
la concentracion de MO requerida para producir
la morbilidad pero no la mortalidad en ratas y
ratones y se determiné el grado de proteccion
brindado por los anticuerpos producidos en ani-
males inoculados con diferentes concentraciones

de Clostridium piliforme.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 352 ratones y 242 ratas pro-
cedentes de diferentes instituciones privadas y
estatales (Tablas 1y 2).

Tabla N° 1: Cepas de ratones utilizados en este
estudio (n = 22 por cada cepa)

BALB/c C57BL/6

AnN, CDA AnN DBA/2
HAIR-

BALB/cJ CF-1 C57BL/6J LESS

BALB/c C3H/N C57BL/6 nu/ MPS

Nake, nu

BALB/c C3H/ N: NIH

nu/nu Hen DBA/1 (S)-nu

Tabla N° 2: Cepas de ratas utilizadas en este
estudio (n = 22 por cada cepa)

ACI/N LEW/N WISTAR
BUS LONG EVANS WKHA /Hok
BN SHR WKY

F344 /N SPRAG DOWLEY

Los animales se mantuvieron bajo barre-
ras sanitarias, a 22° C +/-1 °C de temperatura y
con humedad del 50 %, con aire filtrado (Filtros
Hepa 99,9 %) a razén de 15 recambios por hora,
en cajas de acero inoxidable (n=4 por caja), con
lecho de viruta estéril. Se les proporcioné agua de
bebida suplementada con vitaminas y alimento
(Cooperacion S.R.L.), autoclavados y ad-libitum.
Todos los procedimientos fueron realizados de
acuerdo a las normativas internacionales fijadas
por la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del Consejo de Investigacién Nacional
de Estados Unidos, y el Consejo Canadiense para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(http:/ /bioethics.od.nih.gov/animals.html).

CEPA DE CLOSTRIDIUM PILIFORME -
INOCULACION EXPERIMENTAL

Se trabajé con la cepa de referencia RT
cedida por el Instituto Nacional de Salud de Ja-
pén (NIH-Japén, Dra. E Suzuki). Se prepararon

homogenatos de higados e intestinos con areas
necroéticas, provenientes de animales infectados
con la cepa de referencia. Se inocularon 0,1 ml
de los mismos, por via EV a 8 animales de las
diferentes cepas de ratas y ratones; 2 animales
por cada grupo fueron utilizados como controles
negativos.

SEGUIMIENTO CLINICO DE LOS ANIMALES
INOCULADOS, EUTANASIA Y NECROPSIA

Los animales fueron observados diaria-
mente a las 8 y 18 horas a partir del 1°dia pos
infeccion (pi) para constatar la aparicion de
signos clinicos caracteristicos. A los 4 dias pi se
sacrificaron los animales con y sin signologia cli-
nica y los animales controles negativos, con una
mezcla de 70 % CO, y 30 % O,. Se necropsiaron
todos los animales sacrificados y se realizaron
improntas del borde de las lesiones encontradas
para su posterior tinciéon con Giemsa y Verde de
malaquita y para la técnica de IFL.

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA (IF])

Las improntas se fijaron con acetona fria y
se enfrentaron con un suero control positivo anti
Clostridium piliforme (NIH-Japén, Dra. E Suzuki)
durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente se
lavaron 3 veces durante 5 minutos cada vez con
solucion buffer fosfato (PBS), se cubrieron con el
conjugado anti-ratén marcado con fluoresceina
(Zymed Laboratories, INC. CA, USA) incubandose
a 37 °C durante una hora, se lavaron con PBS y se
observaron al microscopio de fluorescencia para
confirmar la presencia o ausencia del MO.

INFECCION EXPERIMENTAL SUBLETAL Y
DESAFIO

Se prepararon homogenatos con concentra-
ciones de 2x10%, 2x10°y 2x107” MO para una dosis
de 0,1 ml, a partir de los higados que presentaron
lesiones necroticas de los animales infectados
con la cepa RT del Clostridium piliforme. Estas
dosis fueron inoculadas a ratones y ratas de las
diferentes cepas, de 6 semanas de edad, divididos
en 3 grupos de 3 individuos cada uno y dejando
otro grupo de 3 animales como control sin inocu-
lar. Los animales que sobrevivieron a la infeccion
subletal fueron desafiados con una dosis letal de
2 x107 MO por via EV a la 12° semana pi.

TITULACION DE ANTICUERPOS CONTRA
CLOSTRIDIUM PILIFORME

Se tomaron muestras de sangre de la vena
maxilar externa una vez por semana hasta la 12°
semana pi a todos los animales que sobrevivieron
a la inoculacion experimental subletal. La san-
gre se coloco6 a 4 °C durante 12 horas y luego se
centrifugé a 1500 rpm durante 10 min. El suero
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obtenido fue diluido 1:5 en PBS y posteriormente
inactivado a 56 °C durante 20 min para su pos-
terior almacenamiento a -20 °C hasta su uso.

Se realiz6 la técnica de IFI utilizando los
sueros problemas en diluciones en base 2 (a
partir de la dilucién 1:5 y hasta 1:640).

RESULTADOS

Los signos clinicos se observaron entre el
2°y 3°dia pi en el 78,75 % de todas las cepas de
ratones y entre el 7'y 9° dia pi en el 78,18 % de
todas las cepas de ratas. Clinicamente los anima-
les presentaron lordosis, decaimiento, distension
abdominal, pelo hirsuto y diarrea.

Los hallazgos de la necropsia pueden resu-
mirse de la siguiente manera:

HALILAZGOS EN RATONES

De los 8 animales inoculados de la cepa
BALB/cAnN, 7 presentaron lesiones en miocar-
dio, higado e intestino (Figura 1).

El total de los ratones de la cepa BALB/
cJ (n=8) presentaron las mismas lesiones que la
cepa anterior.

En la cepa coisogénica BALB/cNackt se
observo que 7 animales presentaban lesiones en
miocardio, pero no en higado e intestino.

Todos los animales de la cepa BALB/c-
nu mostraron lesiones en el higado, corazén e
intestino.

En los ratones CDA se comprobé que sélo
S presentaron necrosis hepatica tipica e inflama-
cion intestinal.

Seis animales del stock CF1 presentaron
lesiones en higado e intestino.

Las cepas C3H/N (n=6) y C3H/HeN (n=7)
mostraron las lesiones tipicas de la enfermedad:
necrosis hepatica periportal multifocal, inflama-
cion intestinal y diarrea.

Siete animales de la cepa C57BL/6AnN y
6 de la cepa C57BL/6J presentaron lesiones en
higado e intestino.

Las cepas C57BL/6-nu (n=8), DBA/1 (n=4),
DBA/2 (n=6), HAIRLESS (n=4) y MPS (n=5) mos-
traron las lesiones de higado e intestino tipicas
de la enfermedad (Figura 2).

En el stock N:NIH(S)-nu los 8 individuos
presentaron lesiones sélo en higado e intestino.

HALLAZGOS EN RATAS

Todas las cepas de ratas: ACI/N (n=7), BUS
(n=6), BN (n=7), F344/N (n=6), LEW/N (n=5),
LONG EVANS (n=6), SHR (n=4), WKHA/Hok
(n=7), WKY (n=5) presentaron lesiones tipicas de
la enfermedad (Figura 3).

Los stock WISTAR (n=7) y SPRAG DOWLEY
(n=8) también fueron positivas a las lesiones
tipicas.

Ninguno de los animales utilizados como
controles presentaron signos clinicos, ni lesiones

Enfermedad de Tyzzer

Figura 1. Observacion macroscopica. Las flechas
indican la presencia de focos de necrosis en higado
y miocardio de ratén infectado por Clostridium pili-
forme.

Figura

indican la presencia de Clostridium piliforme en
la vellosidad del intestino de ratén infectado.
100X

Figura 3. Necropsia de rata con signos clinicos
caracteristicos de infeccion por Clostridium pili-
forme. Se observa hepatomegalia y la presencia
de focos de necréticos.
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caracteristicas de la enfermedad.

Con la tincién de Giemsa se observé la
morfologia tipica de la bacteria. La presencia
de esporos fue determinada con la tincién con
Verde de malaquita. La IFI confirm¢ la presencia
de Clostridium piliforme en las improntas de los
o6rganos con lesiones procedentes de los animales
con signologia y no se observo la presencia del
MO en las improntas de los érganos procedentes
de ratas y ratones sin signologia clinica.

Las dos especies inoculadas con 2x107
MO también desarrollaron signos clinicos tipicos
de la enfermedad como en la primera experien-
cia y se observaron las lesiones caracteristicas
descriptas. Las ratas y ratones que se inocularon
con 2x10% y 2x10° MO no presentaron signos
clinicos.

En los animales inoculados con 2x10°% y
2x10° MO, sobrevivientes a la infeccion, la curva
de Ac producidos se comport6 igual en todas la
cepas de ratas y ratones observandose el mayor
titulo entre la sexta y séptima semana pi para
decrecer abruptamente hasta hacerse no detec-
table en la 12° semana pi.

No se observaron signos clinicos de la en-
fermedad en las cepas de ratas y ratones que se
inocularon con 2x10%y 2x10° MO y que sobrevi-
vieron a la infeccién y fueron desafiadas con una
suspension de 2x107 MO.

DISCUSION

Hasta el ano 1965, se pensaba que la en-
fermedad de Tyzzer afectaba sé6lo a los ratones.
Experiencias realizadas por otros autores per-
mitieron reproducir la enfermedad en conejos,
hamsteres y meriones, observandose los signos
clinicos y patolégicos caracteristicos que produce
el MO. Posteriormente se demostré que los signos
clinicos de la enfermedad de Tyzzer se observa-
ban con mas frecuencia en conejos meriones,
hamsteres y cobayos, mientras que en laratay el
raton de laboratorio la infeccion se presentaba en
forma subclinica. Datos presentados por Fujiwara
sugirieron la posibilidad de que alguna cepa de
ratones y ratas sea mas susceptible que otra sin
embargo hasta el momento del desarrollo de este
trabajo no se habia determinado la susceptibi-
lidad de las diferentes cepas de estas especies a
la infeccién (2, 3, 4).

Para seleccionar la dosis infectante a
utilizar se realizé una prueba piloto que permitio
observar las manifestaciones clinicas y las lesio-
nes patologicas en los animales. Se comprob6 que
dosis iguales o mayores a 2x10” MO producian
signos clinicos en un periodo de tiempo corto que
imposibilitaba la toma de muestra. Las muertes
se sucedian durante la noche produciéndose
autélisis que dificultaba el procesamiento de la
muestra y la correcta evaluacién de las lesiones
histolégicas.

Se observé que los ratones morian mas
rapidamente que las ratas. Los signos clinicos
que mostraron todos los animales fueron coin-
cidentes con los observados en otros animales
de experimentaciéon y citados por otros autores
y se comprobd que la infeccién no siempre es
subclinica (3, 7).

En los ratones los signos aparecian mas
temprano que en las ratas. Probablemente ésto
se debi6é a que para el caso de las ratas habria
que haber utilizado una dosis infectante mas
alta. Como el objetivo del trabajo no era comparar
en qué momento aparecian los signos en ambas
especies sino que se pretendia determinar si
habia mayor o menor susceptibilidad entre las
cepas de cada especie, se realizé la experiencia
teniendo en cuenta el curso clinico observado en
cada una de ellas.

Las lesiones encontradas no variaron signi-
ficativamente entre ambas especies y entre cepas
de la misma especie. Se comprobé que en la cepa
coisogénica BALB/cNACKT el Clostridium pilifor-
me causo lesiones cardiacas y no se observaron
lesiones en higado ni en intestino. No se puede
concluir cual fue la razén de por qué se dieron
estos resultados, ya que al haberse inoculado
por via EV deberia de haber llegado y producido
lesiones en 6rganos peritoneales, dato que no
pudo ser comprobado en ninguno de los animales
inoculados de esta cepa aunque si pudieron ser
confirmados en las cepas BALB/c, AnN y BALB/
cd. Estos resultados abren un primer interrogan-
te para futuras investigaciones.

En el caso de las ratas, no se encontraron
diferencias entre las cepas, siempre se obser-
varon manifestaciones clinicas y en ninguno
de los casos hubo infeccién subclinica. Deberia
considerarse en futuros trabajos la posibilidad de
inocular mayor concentracion de MO, realizando
controles de los animales en periodos mas cortos
de manera de comprobar si con mayores dosis
también se producen las lesiones cardiacas.

Las técnicas utilizadas para la observacion
del MO y su morfologia en las improntas resul-
taron especificas y sensibles.

Las dosis infectantes de 2x10°y 2x10°MO
no produjeron signos clinicos pudiéndose inferir
que se produjo una infeccién de tipo subclinica.
Se observo que la inoculacién de estas dosis en
las dos especies y en todas las cepas estimulé la
producciéon de Ac. En todos los casos la curva
de Ac se comporté de manera idéntica. Estos
Ac protegieron a los animales de una descarga
de 2x10” MO que en la primera experiencia ha-
bia resultado letal. La importancia de la dosis
subletal protectiva determinada nos permitira
en un futuro y mediante nuevos ensayos iniciar
estudios de produccion de vacunas para su uso
en las colonias de ratas y ratones.

Del desarrollo de este trabajo se puede
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concluir que: 1) todos los animales de las dife-
rentes cepas de ambas especies resultaron ser
susceptibles al agente productor de la enferme-
dad de Tyzzer, el Clostridium piliforme; 2) los ra-
tones pertenecientes a la cepa coisogénica BALB/
cNackt fueron los Uinicos que no desarrollaron
signos clinicos y lesiones caracteristicas de esta
enfermedad; 3) las concentraciones de 2 x 103y 2
x 10°MO no produjeron mortalidad y estimularon
la formacién de Ac; 4) los Ac protegieron contra la
descarga de la dosis letal de 2 x 10" MO; y 5) las
propiedades biolégicas del Clostridium piliforme
fueron confirmadas.
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