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RESUMEN: Clostridium piliforme, produce una enfermedad fatal en el raton, que se manifiesta
como hepatitis con compromiso intestinal e interfiere en los resultados de las pruebas. El ob-
jetivo de este trabajo fue estudiar la interferencia que causa Clostridium piliforme en ratones
N:NIH(S)-nu (nude) transplantados con la linea tumoral A 549. Se utilizaron 100 animales
nude divididos en 4 grupos de 25 ratones cada uno: grupo 1, con el tumor e infectados
con Clostridium piliforme; grupo 3, sin tumor e infectados con Clostridium piliforme; grupos
control 2 y 4, con y sin tumores respectivamente, no infectados con el microorganismo. En
el grupo 1; 19 manifestaron signos clinicos a los 4 dias postinoculacion (p.i.) observandose
lesiones en el higado e intestino; en el grupo 3; 20 desarrollaron signos clinicos a los 4 dias
p.i., 5 murieron y el resto se sacrificé hallandose las mismas lesiones que en el grupo 1.
Los grupos 2 y 4 no presentaron lesiones. El 78% de los animales inoculados con Clostri-
dium piliforme manifestaron signos clinicos a los 4 dias p.i. No hubo diferencias entre los
animales con o sin tumor. Se concluyé que Clostridium piliforme interfiriere provocando la
muerte de los animales con o sin tumor.
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STUDY OF THE INTERFERENCE PRODUCED BY
Clostridium piliforme IN NIH(S)nu IN MICE
TRANSPLANTED WITH THE TUMOR LINE A549

ABSTRACT: Clostridium piliforme produces a fatal infection in mice, as hepatitis involving
the intestine and interferes in experimental results. The aim of this work was to evaluate the
interference caused by Clostridium piliforme in N:NIH(S)-nu mice (nude) transplanted with
the tumor line A 549. One hundred nude mice were divided into four groups of 25 animals
each one: group 1, animals with tumor and experimentally infected with Clostridium pili-
forme; group 3 animals with no tumor and inoculated with the microorganism; and control
groups 2 and 4 with and without tumor respectively, not infected with the microorganism.
In group 1, nineteen mice showed clinical signs 4 days after inoculation, typical lesions in
liver and intestine were observed. In group 3; 20 mice showed clinical signs 4 days after
inoculation, 5 of them died, necropsy was performed on the rest of the animals, the same
kind of lesions as in group 1 were found. In groups 2 and 4 no lesions were observed. 78%
of the animals inoculated with Clostridium piliforme have shown clinical signs 4 days af-
ter inoculation. There were observed no differences in the animals with or without tumor
transplantation. It was concluded that Clostridium piliforme interferes causing the death of
the animals with or without tumor.
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INTRODUCCION

Clostridium piliforme es el agente etiolégico
de la enfermedad de Tyzzer. Es un microorganis-
mo gram negativo, con forma de bastén, de 8 a 10
pm de largo por 0,5 um de ancho, con tendencia al
pleomorfismo; forma esporos terminales, es moévil
y presenta flagelos peritricos. Es PAS positivo, se
tine rapidamente con colorantes basicos de ani-
lina y con la técnica de impregnacion argéntica,
que es la mas adecuada para su demostracion
en cortes histologicos. No crece en medios para
cultivos bacterianos, por lo que es un parasito
intracelular obligado, se multiplica bien en el
saco vitelino de huevos embrionados de pollo o
en cultivos primarios de hepatocitos de embrion
de pollo o de raton.

Produce una enfermedad fatal en varias es-
pecies como rata, ratén, conejo, hamster, merion,
caballo y perro, la cual se presenta como hepa-
titis con compromiso intestinal. La enfermedad
clinica se manifiesta generalmente al destete y se
caracteriza por diarrea y muerte de los individuos
afectados. La forma subclinica es la mas impor-
tante (1). Cuando se someten los animales a un
estrés experimental, como por ejemplo cambios
en el macro y microambiente o inmunodepresion
con drogas o agentes fisicos este agente adquiere
patogenicidad interfiriendo con los resultados fi-
nales de las pruebas de diagnéstico, investigacion
y control de calidad. Se transmite por via fecal-
oral, por lo que el primer sitio de infeccién es el
epitelio intestinal y desde alli se disemina por
via sanguinea a otros érganos como el corazén y
el higado, produciendo focos de necrosis en los
mismos (2,3,4).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la
interferencia que produce el Clostridium piliforme
en ratones de la cepa N:NIH(S)-nu transplantados
con la linea tumoral de adenocarcinoma pulmo-
nar humano A549.

MATERIALES Y METODOS

Animales: se utilizaron 100 ratones hem-
bras de la cepa N:NIH(S)-nu, libres de patdégenos
especificos (SPF) de 8 a 10 semanas de edad, pro-
veniente de la colonia del Bioterio de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Na-
cional de La Plata. Los animales se mantuvieron
bajo estrictas barreras sanitarias, a 22 °C + 1 de
temperatura y humedad del 50%, con aire filtrado
(Filtros HEPA 99,9%) a razon de 15 renovaciones
por hora, en cajas de acero inoxidable (n = 5),
con lecho de viruta estéril. Se les proporcion6
agua de bebida suplementada con vitaminas y
alimento (Cooperacion S.R.L.), autoclavados y
ad-libitum, de acuerdo con las recomendaciones
internacionales (5, 6).

Disenio experimental: los ratones se divi-
dieron en 4 grupos: grupo 1: 25 animales con

Clostridium piliforme

desarrollo tumoral inoculados por via intravenosa
(iv) con un homogenato de higado e intestino pro-
venientes de ratones infectados con C. piliforme,
grupo 2: 25 animales con desarrollo tumoral
e inoculados por via iv con un homogenato de
higado e intestino de ratones libres de C. pili-
forme; grupo 3: 25 animales inoculados por via
intravenosa (iv) con un homogenato de higado e
intestino provenientes de ratones infectados con
C. piliforme, y grupo 4: 25 ratones como grupo
control.

Inoculacién experimental: Las células de
la linea tumoral A549 se transplantaron por via
subcutanea a los ratones de los grupos 1y 2 a
las 4 semanas de edad, previamente anestesiados
con pentobarbital sédico (60 mg/kg, IP) (7, 8, 9),
realizando una incision en la piel laxa del dorso
con un trécar. Los animales de los grupos 1y 3
se inocularon a las 6 semanas de edad por via iv
con un homogenato de higado e intestino prove-
niente de ratones infectados con C. piliforme en
una concentracion de 10° microorganismos en
0,1 ml de solucioén (6).

Técnica de Inmunofluorescencia (IF): para
la identificacion del C. piliforme se realizaron
improntas de higado e intestino de los animales
en los cuales se observaron lesiones. Las im-
prontas se fijaron con acetona, se enfrentaron
con un suero control positivo anti-Clostridium
piliforme (producido y validado en el laboratorio
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UNLP) durante 30 minutos a 37 °C, se lavaron
con solucion buffer fosfato (PBS), se cubrieron
con un conjugado anti-raton marcado con fluo-
resceina (Merck) y se incubaron a 37 °C durante
una hora. Posteriormente se lavaron con PBS y
se observaron en un microscopio de fluorescencia
para confirmar la presencia del microorganismo
(6, 10, 11).

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados
obtenidos. E1 76 % de los ratones del grupo 1 y el
80% del grupo 3 presentaron signos clinicos de la
enfermedad a los 4 dias p.i. E1 16% y el 25 % de
los animales de los grupos 1 y 3 respectivamente
murieron durante el periodo agudo de la enferme-
dad. En la necropsia se observo que presentaban
focos de necrosis en el intestino y en el higado. E1l
24% y el 25% de los ratones de los grupos 1y 3
respectivamente no presentaron signos clinicos
de la enfermedad. La prueba de IF result6é posi-
tiva en el 78% de los ratones inoculados con C.
piliforme, observandose la morfologia tipica del
agente causal de la enfermedad de Tyzzer.

Los ratones de los grupos control 2 y 4 no
presentaron lesiones correspondientes a esta
enfermedad.
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Tabla 1: SMC: Animales que no presentaron manifestaciones clinicas de la enfermedad de Tyzzer,
CMC: animales que presentaron signos clinicos y MFA: animales que murieron en la fase aguda de

la enfermedad.

Table 1: SMC: Animals without clinical signs of Tyzzer’s disease, CMC: Animals with clinical signs of Tyzzer’s disease, and
MFA: Animals which died during the acute period of the disease.

Grupos

1 Con tumor e inoculado con Cl. piliforme

2 Con tumor y sin inocular con Cl. piliforme
3 Sin tumor e inoculados con Cl. piliforme .
4 Sin tumor y sin inocular con Cl. piliforme.

SMC cMC MFA
6 (24%) 19 (76%) 4

25 (100%) 0 (0%) )
5 (20%) 20 (80%) 5

25(100%) 0 (0%) 0

DISCUSION

El 78% de los animales inoculados con C.
piliforme manifestaron signos clinicos a los 3 6
4 dias p.i. por lo tanto las infecciones con este
microorganismo se pueden considerar fatales en
las colonias, no habiéndose observado diferencias
en las respuestas entre los animales con o sin
tumor. Se concluyé que Clostridium piliforme es
un microorganismo que interfiere en las pruebas,
produciendo una enfermedad aguda que desem-
boca en la mayoria de los casos en la muerte de
los individuos, por lo cual en las investigaciones
en las que se utiliza el ratén como reactivo biol6-
gico este agente debe estar ausente de la colonia
durante toda la experiencia.
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