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TiTULO
Susceptibilidad de Diferentes Cepas de Ratones Libre de
Patoégenos Especificos a la Infeccion Experimental por Serpulina

hyodysenteriae, Agente Productor de la Disenteria Porcina

Palabras clave: -Serpulina hyodysenteriae, inoculacion experimental, cepas de

ratones SPF, bacteriologia, patologia, tratamientos, carbadox, tilosina.



RESUMEN

Se inocularon 4 cepas de ratones libre de patdgenos especificos (SPF) (Balb/cAnN,
Balb/cJ, C57BL/6J y C57BL/6N) con una dosis intragastrica de Serpulina
hyodysenteriae (Sh) DJ70 (10 " a 10 ® Unidades Formadoras de Colonias por ml
(UFC/ml) para determinar la cepa de ratdbn mas susceptible a la infeccion
experimental. Los criterios utilizados para evaluar la infecciéon fueron los siguientes:
bacteriolégicos, descarga de Sh en materia fecal a los 3, 5 y 7 dias post-inoculacién
(d.p.i), conteo de UFC por gramo (g) de ciego, y anatomopatolégicos, hallazgos
macroscoépicos y lesiones histopatolégicas a los 14 d.p.i. Similares criterios fueron
utilizados para estudiar la patogenicidad de las cepas de Sh aisladas de campo y la
respuesta a la administracién de tilosina (TLS) y carbadox (CDX).

Sobre la base de los resultados de los estudios bacteriolégicos y los resultantes de la
categorizacion en grados de los cambios macroscopicos, la cepa de ratén C57BL/6J
demostré ser la mas susceptible a la infeccion experimental por Sh. Las
observaciones histopatolégicas mas remarcables fueron hiperplasia de células
caliciformes, infiltracibn mononuclear de la lamina propia y edema de la membrana
submucosa. La severidad de las lesiones mencionadas no se correlacionaron con los
hallazgos macroscépicos vy difirieron de aquellos encontrados en los cerdos con
cuadros de Disenteria Porcina. (DP). Sin embargo, fueron equiparables a los
descriptos en el raton por otros autores. El estudio comparativo de las cepas de Sh

aisladas de los casos de campo con la cepa de referencia Sh DJ70 en ratones



C57BL/6J permiti6 comprobar que la cepa de referencia fue la que expresé mayor
poder patégeno. Estudios realizados “in vitro’por el método de Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) e “in vivo” en el modelo ratén cepa C57BL/6J para evaluar la
sensibilidad de Sh a la TLS y CDX, 2 de las drogas usadas en la Argentina para el

control de la DP, permitieron comprobar la mayor eficacia del CDX.



Different susceptibility of inbred specific pathogen free strains of

mice to experimental inoculation with Serpulina hyodysenteriae

Key words: Serpulina hyodysenteriae, experimental inoculation, SPF mice

strains. bacteriology, pathology.



SUMMARY

In order to demostrated the susceptibility of different mice strains, four inbred strains of
SPF mice (Balb/cAnN, Balb/J, C57BL/6J and C57BL/6N) were inoculated with a single
intragastric dose of 10 to 10°® Colony Forming Units (CFU) of Serpulina
hyodysenteriae DJ 70 strain (S.h). The criteria used to evaluate the infection were
shedding of bacteria in faeces at 3, 5, and 7days postinoculation (d.p.i), CFU per
gram of cecum, cecal macroscopic changes and histopathological lesions at 14 d.p.i.
According to the bacteriological counts and the degree of macroscopic changes the
C57BL/6J mice strain seemed to be the most susceptible. Goblet cell hyperplasia,
mononuclear cell infiltration of lamina propria and inflammatory oedema of the
submucosal layer were the most remarkable changes. No correlations between the
degree of gross cecal lesions and the histophatological findings was observed.
Histopathological changes found in mice were correlated with those previously
reported on this specie, but they were different from those found in pigs. However, the
results from comparative studies between strains of Sh isolated from field cases of
swine disentery and the reference Sh strain DJ70 demostrated that the last one
expresed more pathogenicity. The in vitro antimicrobial activity of TLS and CDX and
their efficacy in the experimental infection with Sh in C57BL/6J mice were evaluated
according to progressive bacteriological counts and gross changes of cecum. The

results showed that CDX was more effective that TLS.
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Parte 1:

DISENTERIA PORCINA

1.a- Agente etiologico: estructura, taxonomia, identificacion.
1.b- Aspectos clinicos

1.c- Manejo farmacolégico



DISENTERIA PORCINA

1.a- Agente etiolégico

La DP es una enfermedad contagiosa de los cerdos caracterizada clinicamente por
una colitis mucohemorragica. Fue descripta hace 76 afos (72) y a pesar de los
avances realizados en el conocimiento de su etiopatogenia, epizootiologia,
diagnéstico y control, es una enfermedad adn hoy prevalente en los paises con alto
desarrollo de la produccion porcina.

A principios de 1970, se atribuyé a una espiroqueta fuertemente hemolitica ser la
causa de la DP (3), la que mas tarde se llamé Treponema hyodysenteriae (26).

La taxonomia actual de esta bacteria se terminé de dilucidar con estudios de
reasociacion de DNA-DNA, perfiles proteicos de células enteras en geles de
poliacrilamida (SDS-page) y secuencias de 16S RNA (55), los que revelaron que el
Treponema hyodysenteriae estaba muy distante de Treponema pallidum, la especie
tipo del género Treponema (48). Stanton propuso un nuevo género “Serpula” (61)
renombrado Serpulina (62), dentro del orden Spirochaetales, donde estan incluidas
ésta y otras espiroquetas. Sh, es una espiroqueta anaerobia, movil, oxigeno tolerante
y Gram negativa. Mide 6-25 pm de longitud y 0,27-0,37 um de diametro, tiene forma
de hélice con una o mas vueltas y posee 8-14 endoflagelos (70). Produce una toxina
hemolitica, que fue purificada y caracterizada como un péptido pequefio de 19
Kilodalton (kDa) de peso molecular similar a la estreptolisina S en estructura y

propiedades (47). La misma es codificada por un gen tlyA (32), que le confiere su



actividad 8 hemolitica fuerte que se pone de manifiesto en placas de agar sangre,
factor esencial para su identificacién. La ultraestructura de Sh muestra un cilindro
protoplasmatico espiralado, con una vaina que envuelve todo el microorganismo y los
filamentos axiales o endoflagelos que se insertan en los extremos finales de la célula,
que yacen entre la tunica o vaina y la membrana citoplasmica (70).

Otras espiroquetas no productoras de DP han sido aisladas del intestino del cerdo,
como Serpulina innocens (S.i), apatégena y un grupo de espiroquetas asociadas con
colitis espiroquetal llamadas WBHIS (weakly beta-hemolitic intestinal spirochetes) que
hacen confusa la identificacion y diferenciacion de Sh (42).

Durante los ultimos afios se realizaron diferentes esquemas de clasificacion para
establecer la taxonomia de estas bacterias. Hunter y Wood, en 1979, distinguieron 7
modelos enzimaticos con el sistema API ZIM (33). Beckman y Amtsberg identificaron 5
grupos diferentes de espiroquetas mediante la aglutinacion de lectinas (5). Felistrom
(17) separ6 a las espiroquetas en cuatro grupos fenotipicos diferentes, | al IV, con 3
subgrupos en el grupo lll (tabla 1) sobre la base de las propiedades bioquimicas las
que reflejan también, el origen filogenético de las espiroquetas intestinales de los

cerdos (18).
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Tabla N°1 Diferenciacion de las especies de Serpulina por reacciones

bioquimicas.

Grupo Hemodlisis indol hipurato «-gal o-glu pB-glu

I Débil o . s e
lla | Débil - =
b | Débil ; - EEE -
e |Debit | - . 5| « =
IV *l Débil - + /- = <

Lee y col. , (42) las clasificaron en tres grupos genéticos, A, B., y C a partir de
multilocus de enzimas electroforéticas.
Las especies actualmente clasificadas y de patogenicidad definida se indican en la

tabla 2, sobre la base de la clasificacion bioquimica:
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Tabla N°2: Nombres de las especies, patogenicidad y clasificacién por

reacciones bioquimicas de las cepas de Serpulina del cerdo.

Grupo Hemolisis indol hipurato patogenicidad Especie

| Fuerte + - Si S.hyodisenteriae
i Débil + - presumible Serpulina sp.

I Débil - - no Serpulina sp.

v Débil - + Si S.pilosicoli

Por la composicién de los lipopolisacaridos de membrana, se crearon 9 serotipos (1
al 9) (4) y serogrupos (A-1) (24). Sin embargo, al poseer mas de un antigeno Ag y
compartir determinantes antigénicos con otras espiroquetas hace que la deteccion
antigénica con sueros policlonales se torne dificultosa.

Como una alternativa se produjo anticuerpos monoclonales (AcMo) para identificar,
aislar y purificar a los antigenos y definir los roles especificos de éstos en la infeccion
e inmunidad (68). Las dificultades que surgieron con los mismos, fueron que los
AcMo producidos contra el Ag de membrana externa de 16 kDa no estabam
presentes en todas las cepas de Sh. Lee y Hampson (43) produjeron AcMo contraa-
una proteina de la membrana externa de 30 kDa de peso molecular, teniendo éxito
con diferentes serotipos de Sh con los que pudieron hacer pruebas de aglutinacién e

inmunofluorescencia.
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1.b Aspectos clinicos de la DP y patogenia de la infeccién

La DP afecta a los cerdos, principaimente entre las 5 y 16 semanas de vida. Los

animales infectados sufren deshidratacién, emaciaciéon y en casos severos la muerte.

La enfermedad se introduce en la piara por cerdos portadores y se mantiene por

cerdos que se recuperaran de la infeccion, los cuales pueden seguir eliminando

microrganismos con la materia fecal durante meses sin manifestar signos clinicos de

la enfermedad (25). La tabla 3 muestra los signos clinicos principales y las lesiones

de la DP.

Tabla N° 3: Principales signos clinicos y lesiones de la disenteria porcina

DISEMINACION EN LA PIARA
ANIMALES AFECTADOS
COMIENZO

SIGNOS INICIALES

PROGRESION DE LOS SIGNOS

MORBILIDAD
APETITO

LESIONES
LESIONES PARCIALES

PROGRESION DE

LESIONES

LAS

INCUBACIEN 2 dias a 3 meses, usualmente 10-14 dias

usualmente lenta

cerdos a partir de la recria hasta la terminacion
Gradual

materia fecal blanda, amarilla grisacea, con mucus,
con manchas de sangre, anorexia parcial,
temperatura rectal 40°C

heces mas liquidas, incremento de sangre, pérdida
del estado

incrementada- alta

sin modificar

solo mucosa del intestino grueso

Hiperemia

Edema

contenido blando, amarillo grisaceo, con mucus,
con manchas de sangre. Agrandamiento de los
noédulos linfaticos mesentéricos.

mucosa del intestino grueso: necrosis superficial
pseudomembrana mucofibrinosa.

Contenido: liquido, sangre oscura fundus del
estomago congestivo.

Carcasa: emaciada, deshidratada
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Los cerdos adquieren la enfermedad por ingestion de alimentos contaminados con las
heces de animales enfermos o portadores sanos que diseminan Sh. Las bacterias
sobreviven al pH acido del estébmago al estar cubiertas por el mucus de la materia
fecal diarreica y posteriormente invaden las criptas de la mucosa del intestino grueso.
En el proceso de colonizacidn estarian involucrados los flagelos y la movilidad a alta
velocidad, por un proceso de quimiotaxis ejercido por materiales viscosos como la
mucina (7). También como factores de virulencia se incluyen Ila hemolisina y una
toxina de naturaleza lipopolisacarida con actividad endotdxica (47).

El dafio final de la mucosa y submucosa se caracteriza por una necrosis superficial,
erosion del epitelio, edema e infiltracién linfocitaria (25, 67).

Si bien los cultivos puros de Sh inoculados a ratones y cerdos reproducen la
enfermedad, otros autores demostraron el sinergismo que otras bacterias anaerobias
como Bacteroides vulgatus (27), Fusobacterium necrophorum o Listeria denitrificans
tienen con Sh, para que ésta exprese su patogenicidad. Estas bacterias facilitarian la
colonizacion y la produccién de lesiones.

Los factores nutricionales, tales como la alimentacién basada en silo de maiz que
baja los valores de pH en el intestino, pueden modular la expresion de la
enfermedad (56). Recientemente, se demostré que los cerdos alimentados con dietas
altamente digestibles como arroz cocido y proteina de origen animal, estan protegidos
contra la infeccién de Sh. , debido a que estos compuestos se absorben casi en su

totalidad en el intestino delgado, con escasa fermentacion en el intestino grueso (58).
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Otros aspectos relacionados con la dieta, como el efecto profilactico de dietas con

zinc, fueron probados en modelos de ratones C3H/HeN (54).
Diagnéstico clinico

El dignéstico presuntivo de la DP se realiza en funcién a los signos clinicos, el cuadro
epizootiolégico, los hallazgos de necropsia y la observacién de microorganismos de
forma espirilar en improntas de ciego o colon. La confirmacion se realiza por
aislamiento e identificacion de Sh.

El aislamiento del microorganismo es dificil, y mas lo es la identificacion de la especie.

En los laboratorios de diagnéstico convencionales, su identificacién se realiza
aislandola de materia fecal y contenido cecal de los animales clinicamente afectados
mediante cultivos “in vitro” Los medios de cultivo que responden a las necesidades de
estas bacterias tienen como base, la sangre, donde se revela la B hemédlisis fuerte
(36). Las bacterias pueden observarse con microscopio con contraste de fase o campo
oscuro, con microscopio dptico en examenes en fresco (apreciandose su movimiento y
forma caracteristicas) o colorearse con Azul Victoria 4R (53). La realizacién de las
pruebas bioquimicas que permiten clasificarlas en grupos (17), ofrece dificultades para
llevarlos a cabo en laboratorios no especializados.

Se lograron avances en el diagnéstico de Sh utilizando la reaccion en cadena de la
polimerasa. Con ella se pudieron identificar animales portadores por deteccion de DNA

en materia fecal (20).
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La identificacion de Ag y Ac no es de utilizacion frecuente por las dificultades que
presenta, pero existen diferentes pruebas como coaglutinacién, inmunodifusion y dot
ELISA (9, 21). Estas técnicas estan limitadas por las similitudes entre Sh y otras

espiroquetas por lo que se necesitan Ag y/o anticuerpos (Ac) especificos.

1.c Manejo farmacoldgico de la disenteria porcina

Para el control de la DP, se ha utilizado una amplia gama de agentes antimicrobianos,
pero pocos han sido capaces de eliminar por completo a Sh del animal.
Los antimicrobianos que se utilizan corrientemente en el tratamiento de la DP se

indican en la tabla N° 4:



16

Tabla N° 4: Quimioterapicos y antibiéticos utilizados para el control de la

disenteria porcina

Compuesto Ruta y dosis Tiempo de administracion
Macrélidos:tilosina, | Parenteral 10mg/Kg |1-3 dias
kitasamisina, eritomicina | Agua:0,25 g/Tn 5 dias

Alimento: 100g ton 21 dias
Nitroimidazoles: dimetridazole, | Agua: 0,25 g/l 3-7 dias
ronidazole, ipronidazole Alimento: 500 g/Tn 7-14 dias
Parenteral: 10mg/Kg |1-2 dias
Lincomicina : lincomicina Agua: 33mg/Kg 10 dias
| Alimento: 110 g Tn 21 dias
Substitutos de las quinolonas: | Alimento; 55mg/Tn 4-35 dias
carbadox, olaquindox

Macrdlidos: (tilosina) Desde el afio 1965 (11), se lo utiliza para el control de la DP,
habiéndose descripto en el afio 1972 resistencia a Sh (66). Se la utiliza
parenteraimente y con el alimento. Tiene escaso efecto contra las enterobacterias y
no se lo puede usar en infecciones mixtas donde estas bacterias estan presentes.
Nitroimidazoles: Son muy efectivos contra la enfermedad. Eliminan Sh, otros
anaerobios y protozoos. Los que se utilizan para el tratamiento de la DP son el
dimetridazole y ronidazole. El uso prolongado puede conducir a la reduccién de su
eficacia, pero ese efecto no tiene larga duracién. Su administracién con el agua de
bebida y en el alimento y en afecciones complicadas con otras bacterias, puede
administrarse con otras drogas por via oral.

Lincomicina: Se la puede utilizar parenteralmente, en agua y en el alimento. Hay
variaciones en cuanto a su sensibilidad. Es una de las drogas de eleccion utilizadas

como primer tratamiento. En general se administra asociada a la espectinomicina.




17

Carbadox: este compuesto es utilizado en muchos lugares del mundo y en nuestro
pais como agente promotor del crecimiento y preventivo de la DP a dosis de 55 ppmy
en dosis mas elevadas como curativo (25). La administracibn en dosis altas y
continuadas puede causar intoxicaciéon y modificaciones en los indices reproductivos
(60). Tiene el inconveniente que hay que retirar la droga 10 semanas previas al
sacrificio (15).

Actualmente, existen otros grupos de drogas que estan siendo efectivas como la
sedecamicina, antibiético del grupo de la sedecamicina A, con efecto protector y
terapéutico similar al CDX, tiamulina y lincomicina en infecciones experimentales (29).
La tiamulina es una de los antibidticos de mayor aplicacion de las drogas
recomendadas en el momento, se lo utiliza en aguay en el alimento, y se han citado

muy pocos casos de resistencia (6).

Modo de accion

Las espiroquetas son resistentes a los antibidticos beta lactamicos como por ej.
penicilinas, cefalosporinas y vancomicina. Asimismo los antibiéticos que se limitan a
la distribucién en sitios extracelulares son inefectivos. (59)

De los antimicrobianos citados en la tabla N°4, la mayoria tiene actividad sobre la
sintesis proteica y son bacteriostaticos (macrélidos, lincomicina, carbadox), (59)

De las drogas que acthan dentro de la célula bacteriana, esta el grupo de los

nitroimidazoles. El grupo nitro de éstas se reduce por una enzima y esto produce
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componentes intermedios citotoxicos o radicales libres que actian sobre el DNA
bacteriano (12).

El rango u orden de la eficacia de todas las drogas mencionadas es discutido y la
elecciéon del antibacteriano que se utiliza para el tratamientio de la DP, depende del

pais y de la disponibilidad, como asi también del costo y via de administracion.
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Parte 2:

MODELOS EXPERIMENTALES

2.a- Importancia del animal de laboratorio como modelo
experimental

2. b - Modelos experimentales en la disenteria porcina
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2.a- Importancia del animal de laboratorio como modelo

experimental

Los modelos animales, son modelos “in vivo” capaces de proporcionar datos de gran
valor en la investigacion de los mecanismos patogénicos de las enfermedades
infectocontagiosas. Hay 2 grandes categorias de reproduccién de cuadros en
modelos animales: a.- no infectados y b.- los que reproducen los procesos infecciosos
de una manera similar al de la especie en estudio llamados modelos discriminativos.
Estos dltimos pueden ser de utilidad para la comprensiéon de la patogenia de la
enfermedad y la administracion de dosis éptimas de drogas para un mejor enfoque
terapeditico (8).

Sea cuales fueren, los animales que se utilizan como reactivos biolégicos, deben estar
definidos en su estado de salud y condicibn genética para obtener resultados
confiables, reproducibles y comparables. (10, 16)

La uniformidad genética se logra utilizando cepas de ratones endocriadas que son el
producto de 20 cruzamientos hermano por hermana durante 20 generaciones (13).

De acuerdo con las normas internacionales establecidas por el ICLAS (Comité
Internacional para la Ciencia de los Animales de Laboratorio) (16) los animales de
laboratorio se han clasificado de acuerdo a su carga microbiolégica y su modo de
obtencién en: convencionales: son aquellos animales que se crian y mantienen en
sistemas abiertos y se encuentran libres de zoonosis, libre de patégenos

especificos (SPF) son animales que estan libres de los microorganismos y parasitos
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especificos, pero no necesariamente de otros no especificados. Los mismos se
mantienen en instalaciones bajo barreras sanitarias y se controlan de manera de
poder acreditar tal condicion. Libres de gérmenes (GFA) son animales en los que no
se puede detectar ningin microorganismo por los métodos hasta ahora conocidos, se
obtienen por histerectomia y se mantienen en regimenes cerrados bajo un sistema de
barreras absolutas, y por ultimo, gnotobiotes: son aquellos animales GFA que se han

puesto en contacto con uno o mas cultivos puros de microorganismos especificos.

2. b. - Modelos experimentales en Ila disenteria porcina

Los animales de experimentacién jugaron un rol importante para esclarecer su
etiologia asi como algunos aspectos de su patogenia. Los cerdos SPF fueron los
primeros en utilizarse para cumplir los postulados de Koch y atribuir el rol etiolégico a
la espiroqueta aislada llamada Treponema hyodysenteriae (3, 26, 31). La inoculacién
por via oral reprodujo la enfermedad. También se comprobé la existencia de otra
espiroqueta morfolégicamente parecida pero sin la capacidad de producir DP, la que
habitaba el colon de cerdos normales, a la que llamaron Treponema innocens (41, 42).
Posteriormente, se utilizaron diferentes animales de laboratorio a los efectos de
comprobar la susceptibilidad de especie y reproducir la enfermedad (37). Se
inocularon pollos de un dia de vida tanto para caracterizar las espiroquetas patégenas
de los mismos, como para demostrar la patogenicidad de Sh (22, 64, 65), asi como

de espiroquetas con actividad hemolitica débil aisladas de cerdos y humanos (68).
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Una de las especies mas utilizadas con este propésito fue el raton, cuyas ventajas
frente al cerdo, unica especie donde se desarrolla naturalmente la DP, son numerosas
y de las cuales se destacan su pequefio tamafio para el alojamiento, el facil manejo y
el menor costo.

Joens y Glock (38), fueron quienes consiguieron reproducir la enfermedad , en ratones
de la cepa CF1, seguidos por otros investigadores, quienes experimentaron con la
misma cepa (38) y otras como C3H/HeJ, C3H/HeN, C3Heb/FeJ (51), animales
atimicos congénitos ( Balb/c nude )( 63 ) etc.

Los diferentes resultados obtenidos en el modelo ratdn, permitieron inferir que si bien
el mismo puede ser utilizado para el estudio de la DP existe una gran variabilidad en
su respuesta. La misma estaria estrechamente relacionada a la cepa de ratén, cepa
de Sh y otros factores aun hoy no muy bien precisados.

Los objetivos del presente trabajo de tesis, tratan de dar una respuesta a los mismos.
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un modelo experimental en ratones SPF de infecciéon por Sh y evaluar en

el mismo la eficacia o no de un tratamiento “in vivo”

OBJETIVOS PARCIALES

1. Aislar las bacterias del género Serpulina a partir de cuadros de campo de DP.

Identificacién de Sh por el tipo de hemdlisis y pruebas serologicas.

2. Deteminar la susceptibilidad de diferentes cepas de ratones SPF a la inoculacién
experimental con la cepa bacteriana Sh de referencia y con las cepas de Sh aisladas
de casos de campo de DP utilizando estudios clinicos, anatomopatoldgicos vy

bacterioldgicos.

3. Determinar la eficacia de 2 de los antibacterianos utilizados en nuestro pais, CDX,

TLS, frente a diferentes cepas de Sh mediante pruebas “in vitro” e ” in vivo “
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Objetivo 1.

Aislar las bacterias del género Serpulina a partir de cuadros de campo de DP.
Identificaciéon de Sh por el tipo de phemodlisis y pruebas seroldgicas.

1.1. Breve resena epidemiologica de los cuadros de DP, origen de las cepas de
Sh aisladas y utilizadas en este estudio.

Cepa DJ70:. De reconocido poder patdégeno experimental para el cerdo, se utilizé
como cepa testigo. La misma fue cedida por el Dr. T. Yamazaki del National Health
Institute, Japén.

Cepa Bolivar: Se aisl6 de un cuadro de DP detectado en una granja de cria y
engorde de cerdos semintensiva. El cuadro se presentd en las pistas de engorde con
una poblacion de 1200 animales. La mortandad oscil6 entre el 1,6 al 2 % mensual. La
poblacién susceptible, animales de 30 a 60 kg de peso, manifestaron diarrea
mucohemorragica. El tratamiento combinado de dimetridazole 0,25 g/l y CDX 50-100
ppm controlé el cuadro. Sin embargo, cuando se suspendi® el mismo hubo
recrudecimiento de la enfermedad. Se aisl6 Sh de materia fecal y contenido cecal.
Cepa Chascomus: Se aislé de un cuadro de DP ocurrido en un establecimiento
dedicado al engorde de cerdos con lactosuero. En un lote de 120 cerdos se detecto
una morbilidad del 25%. Las cepas fueron aisladas de materia fecal y de contenido
cecal de cerdos con lesiones de tiflitis fibrinonecrética, provenientes de 3 corrales,

sobre un total de 24.
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Cepa Roque Pérez: Establecimiento de cria y engorde de cerdos en forma intensiva
en confinamiento compuesto de 1000 hembras. A los cerdos de las categorias recria,
desarrollo y terminaciéon se les suministraba CDX 50 ppm en forma continuada en el
alimento, presentandose el cuadro diarrreico luego de la supresion de la droga. Se
procesaron muestras de contenido cecal de animales necropsiados y muestras de
materia fecal.

1.2. Obtencidn, transporte y procesamiento de las muestras

Se procesaron en total 30 muestras entre materia fecal y contenido cecal de
animales con signos clinicos compatibles con DP. Las mismas fueron remitidas en
bolsas de polietileno o hisopos comerciales con medio de transporte, a 4°C y
procesadas con no mas de 24 horas de extraida.

Los hisopos fueron directamente sembrados en medio selectivo sélido y la materia
fecal y contenido cecal fueron diluidos en una proporcién 1/10 en soluciéon de agar
tween cisteina (ver 1.3). Se tomé 0,5 ml de esta suspensién y se sembrd en medio de
cultivo selectivo de Jenkinson (36) con espatula de Drigalski. Las placas fueron
incubadas a 42 °C durante 72 horas, en una atmoésfera anaerdbica de N,, H, y CO,
(Anaeroincubator, Hirayama Japén).

1.3. Medios de cultivo y de mantenimiento

Se utilizaron los siguientes medios de cultivo, cuyas férmulas se detallan a

continuacion:
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Agar tween cisteina: KH2PO, 4,5g

(diluyente) L-cisteina HCI.H,0 0,5g
Tween 80 0,5g
Agar 19

agua destilada csp. 1000 mi

Medio de Jenkinson; Agar tripticasa soya
(selectivo) sangre ovina 5%

espectinomicina 400 mg/|

colistina 25 mgl/|

vancomicina 25mgll

agua destilada csp. 1000 ml
1.4 Aislamiento e identificacion del género Serpulina
La identificacidn de género se realiz6 basandose en las caracteristicas culturales
(crecimiento en medio selectivo de Jenkinson y atmésfera anaerdbica) y morfolégicas
(observaciéon microscépica en fresco con aumento 40x y tinciébn positiva con Azul
Victoria 4-R 100x en aceite de inmersion) (53).
La diferenciacion de especie se realizd por la presencia o no de § hemdlisis franca en
placas de agar sangre, las que se repicaron sobre nuevas placas de agar sangre agar
tripticasa soya (ATS) adicionada con 5% de sangre ovina.
El desarrollo bacteriano de Sh de 48 horas de incubacion a 42°C en agar sangre fue
cortado en bloques de 2 cm?, colocados en tubos con tapon a rosca y conservados a

—80°C hasta su utilizacion.
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1.5 Clasificacion serolégica de las cepas de Sh aisladas

Las cepas aisladas fueron serotipificadas en el Département de Pathologie et
Microbiologie, Faculté de Médicine Vétérinaire, Université de Montréal, Quebéc.
Canada.

Se utilizaron 3 tipos de antigenos: 1. Pared celular (PC) (suspensién bacteriana), 2.
Células hervidas (BC), y 3. lipopolisacaridos (LPS) éste ultimo mediante extraccién
fendlica. Las pruebas de serotipificacién realizadas fueron coaglutinacion segun el
procedimiento de Diarra y col. (9) e inmunodifusion segun el procedimiento de Li y col.
(44). Para ambas pruebas se utilizaron sueros polivalentes de conejo contra los 9
serotipos de Sh y S.i. Como antigenos se utilizaron PC y BC en la primeray BC y
LPS en la segunda.

La tercera prueba para serotipificar desarrollada fue el Dot-ELISA por la metodologia
de Hawkes y col. (28). Los antigenos utilizados fueron BC y LPS y AcMo especie-

especifico contra todos los serotipos de Sh y S.i.

Objetivo 2.

Deteminar de la susceptibilidad de diferentes cepas de ratones SPF a la inoculacién
experimental con la cepa de referencia y con las cepas de Sh aisladas de casos de

campo de DP utilizando estudios clinicos, anatomopatolégicos y bacteriolégicos.
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2.1. Animales de experimentacién

2.1.1.Denominacién y origen de las cepas utilizadas

Se utilizaron las siguientes cepas de ratones endocriados SPF de ambos sexos y de 4
a 6 semanas de vida.

C57BL/6J, Balb/cJ (Jackson Laboratory, USA)

C57BL/6N, Balb/cAnN (National Institute of Health, Maryland, USA)

(Bioterio-Catedra de Animales de Laboratorio, Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UNLP)

Las colonias de las cepas de ratones fueron sometidas a controles periddicos
microbioldgicos, parasitolégicos e inmunoserologicos indicados en la tabla 5.

Tabla N°5: Controles microbiolégicos, parasitolégicos y serolégicos de los

ratones utilizados en la experiencia.

Bacterias Parasitos Serologia

Salmonelia spp Eimeria spp. virus Sendai

Pseudomona aeruginosa Spironucleus muri virus de la hepatitis murina
E coli0-115a, c; K (B) Hexamita muris Clostridium piliformis
Pasteurella pneumotropica | Syphacia muris Corynebacterium kutschen
Staphylococcus aureus Cysticercus fasciolaris | virus de la Ectromegalia
Streptococcus pneumoniae | Myobia musculis adenovirus del raton
Corynebacterium kutscheri virus de la pneumonia




30

2.1.2 Alojamiento y manejo

Los animales se alojaron en miniaisladores (cajas de policarbonato de 20 cm x 30 cm)
con cama de viruta, agua y cobertor estéril y alimento balanceado comercial irradiado).
Los mismos se colocaron en una habitacion con luz artificial y ventilacion natural.

El manipuleo de los animales se realiz6 bajo flujo laminar.

2.1.3 Inoculacion de los ratones

Los ratones se inocularon previo ayuno de 48 hs, con sonda rigida por via
intragastrica. E! indculo consistid en una suspension 50% vol/vol de la cepa Sh DJ70
cultivada en ATS y caldo tripticasa soya (TS). El inéculo final se estandarizé en 10 ’-
10 ® UFC/ ml determinado por siembra en placas de ATS en diluciones seriadas en
base 10.

Los animales testigos se inocularon con caldo TS estéril. A las 3 hs post-inoculacién
se les ofreci6 alimento y agua “ad-libitum” hasta finalizar la experiencia.

2.2 Evaluacion del modelo experimental

2.2.1 Estudios clinicos

a. Consumo de alimento y agua: Se observé y midi6 la cantidad de alimento ingerido
y agua consumida por los animales luego de la inoculacion, en comparacién con el
lote testigo.

b. Peso de los animales: se pesaron los animales de cada lote antes de comenzar la
experiencia y a su finalizacién, a los 14 d.p.i.

c. Evaluacion clinica de la presencia de diarrea: Se observaron diariamente la

region perianal de los animales y el aspectoy consistencia de la materia fecal.
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2.2.2 Estudios anatomopatolégicos

a. Macroscopicos

Los ratones fueron sacrificados por decapitaciéon el 14 d.p.i. El érgano blanco para la
observacion de las lesiones fue el ciego. Las lesiones macroscépicas se clasificaron
arbitrariamente sobre la base de: grado de distensién de la pared, contenido cecal:
mucoso o gas, adelgazamiento de la pared y vizualizacién de los vasos sanguineos de
la serosa en 4 grados. Grado 0: sin lesiones aparentes; 1:leve; 2: moderada y
3:severa.

El ciego fue extraido cortandose el apice para microscopia éptica y el resto del
6rgano para estudios bacteriol6gicos.

b. Microscopicos

Muestras de ciego fueron fijadas en formol neutro al 10%, incluidas en parafina y
coloreadas con hematoxilina y eosina (H&E). De casos seleccionados se realizd la
coloracion de Warthin Starry (WS) para la vizualizacién de las bacterias del género
Serpulina spp.

c. Ultraestracturales

Se seleccionaron algunas muestras para estudios ultraestructurales. Las muestras
fueron fijadas con solucién Karnovsky modificada, lavadas en solucién de sucrosa al
5%, posfijadas en solucion de tetréxido de osmio, deshidratada en alcoholes

crecientes y 0xido de propileno y embebidas en resinas epoxi (Quetol 182).
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Los bloques cortados por ultramicrétomo (Super Nova), se colorearon con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Los preparados asi obtenidos se observaron con
microscopio electrénico JEM-1200 EX I I

d. Inmunohistoquimicos

Para los estudios inmunohistoquimicos se utilizd la técnica ABC (Avidina-Biotina-
Complex). Se utilizaron sueros policlonales primarios anti Sh serotipo 8, en diluciones
1:50; 1:100 y 1:500. Para precisar la especificidad del método se utilizé suero anti S.i
cepa B276 en iguales diluciones. Ambos sueros fueron provistos gentiimente por el
Dr.Mittal (Département de Pathologie et Microbiologie, Faculté¢ de Médicine
Vétérinaire, Université de Montreal, Quebec,Canada).

Las muestras de ciego fijadas en formol neutro 10 % e incluidas en parafina fueron
procesadas segun técnicas histolégicas de rutina. Los cortes de 3 um de espesor
adheridos a portaobjetos con adhesivo, se desparafinaron en xilol e hidrataron
mediante pasajes en etanol en concentraciones decrecientes. La peroxidasa
endégena fue bloqueada por tratamiento con agua oxigenada en metanol. La tincién
inespecifica de fondo se redujo cubriendo las muestras con solucién de albimina
bovina al 0,1% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las
muestras se incubaron con el suero primario en camara himeda a 4°C durante 24
horas. A continuacidon se incubaron los cortes con suero secundario marcado con
biotina y se adicion6 una solucion de complejo avidina-biotina-peroxidasa preparada
segun las indicaciones de su fabricante (ABC Vector Laboratories USA) durante 30

minutos a temperatura ambiente. La actividad de la peroxidasa se reveld con
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diamenobenzidina. Se consigné reactividad positiva a la observaciéon de formas
bacilares, alargadas de color amarillo dorado. Como control negativo, las muestras se
procesaron de igual manera omitiéndose el suero primario.

2.2.3 Estudios bacteriologicos

a. Aislamiento de Sh de materia fecal:

A las 72 horas p.i se comenzé la extraccion de materia fecal a cada uno de los
ratones. Se utilizaron para tal propédsito tubos con tapa a rosca de 4 cm x 1,2 cm,
estériles los que se colocaron directamente alrededor del orificio anal. Este estimulo
fue suficiente para provocar la deyeccion de los animales. Asi colectadas las muestras
fueron pesadas y diluidas al 10% (p/v) con el diluyente agar tween cisteina (ver 1.3)
De este homogeneizado se sembré una alicuota en placas de ATS con el agregado
de con 5% de sangre ovina y se incubaron en anaerobiosis a 42°C durante 72 hs.
Este proceso se repitié 3 veces consecutivas con intervalos de 48 horas.

b. Aislamiento y cuantificacion de Sh de ciego:

El estudio bacterioloégico posmortem del ciego, se realizé el 14 d.p.i. Dicho érgano se
pes6 en morteros estériles y se homogeneizé con el mismo diluyente usado en el
procesamiento de la materia fecal y en las mismas proporciones (ver 1.2). Este
homogeneizado se diluyé en forma seriada de base 10 con solucién fisiolégica estéril y
se sembré 0,1 ml de cada una de las diluciones en placas de ATS mas 5% de sangre
ovina por duplicado. El nimero de Sh por gramo de ciego fue calculado mediante la

determinacion de la media del nimero de colonias (entre 30 y 300) que mostraron §
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hemodlisis franca en placas de ATS mas 5% de sangre ovina luego de la incubacion a

42°C durante 72 horas en atmdsfera anaerébica.

2.3. Diseiio experimental

a. Determinacion de la cepa de raton mas susceptible

Se utilizé un modelo de disefio en bloques aleatorizados (45). El bloque se compuso
de 20 animales, 5 de cada una de las cepas de ratones. Cada una de ellas se aloj6é en
una caja y se inocularon 3 ratones con la cepa de S.h DJ70 de reconocido poder
patégeno en dosis 10 7-10 ® UFC/ml, dejandose 2 ratones como testigos.

b. Determinacion del poder patdogeno experimental para el raton de las cepas de
S.h aisladas de casos de campo de DP

Se utilizaron en total 60 ratones, 20 por cada cepa de Sh aislada, procediémdose
como en a.

2.4 Analisis estadistico

Se utilizé el analisis de varianza, prueba de Fisher (46). Para el analisis de la
patogenicidad de las cepas de campo de Sh se utilizaron iguales parametros que los
utilizados con la cepa patron (conteo total de Sh viables y hallazgos macroscopicos).

El nivel de significacidn elegido fue del 5%.



35

Objetivo 3.

Determinar la eficacia de 2 de los antibacterianos utilizados en nuestro pais CDX y
TLS frente a diferentes cepas de Sh mediante las pruebas a.- “in vitro” y b.- " in vivo*
3.1 Drogas utilizadas

Tartrato de tilosina, (C, H;N O,,.C, Hg; O) Tylan, Elanco.

Carbadox, (metil-2-3 (quinoxalinilmetilene) carbazate-N1, N4dioxido) Mecadox de
Pfizer.

3.1.1 Estudios “in vitro”

a. Muestras: Se utilizaron los aislamientos de las cepas a campo y la cepa de
referencia Sh DJ70.

b. Preparacion de los indculos: Se descongelaron las cepas de Sh en 2ml de
solucion fisiolégica buferada (PBS, pH 7). De esta suspension, se sembraron 500ul en
ATS mas 5% de sangre ovina y se incubaron durante 72hs a 37°C en atmodsfera
anaerobica. Posteriormente se cortaron bloques de 0,8 por 2cm, de las zonas
periféricas de hemdlisis, y se colocaron en 2ml de PBS, agitandose para lograr una
buena suspensién bacteriana. A partir de aqui, se realizaron diluciones seriadas en
base 10 (seis) y se llevd a cabo el conteo total de viables y determinacién de la CIM.
c. Conteo total de viables: Se sembraron 50 ul de cada dilucion bacteriana en ATS y
se incubaron durante 48hs a 42°C. Con este paso se determindé en cuales de las

diluciones bacterianas habia una concentracion de 10 7 UFC/ml.
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d. Determinacion de la CIM: Las placas se prepararon el mismo dia de su uso, con 9
ml de ATS y 1ml de cada una de las diluciones de la TLS y CDX. De las seis
diluciones bacterianas realizadas, se le determiné la CIM a las 3 primeras (10 '; 10 %
10 %). Se transfirieron a un multiinoculador tipo Steer y posteriormente, se inocularon
sobre las placas con las respectivas diluciones de los antibacterianos. La CIM fue
definida como la minima concentracién de antibiético que inhibié la presencia de
zonas visibles de B hemolisis, luego de 48 hs de incubacién a 37 °C en atmodsfera
anaerobica.

3.1.2 Estudios “in vivo” con la cepa ShDJ70

a. Eleccion de la dosis terapeutica de CDX y TLS para Sh en el raton.

Para hallar la dosis adecuada de CDX se probaron concentraciones de 1mg/kg, 2
mg/kg, 4mg/kg y 8 mg/kg. El CDX se disolvid6 en agua destilada y dimetilsulféxido
(relacion 1/10). El volimen maximo administrado a cada animal fue de 1ml.

Para hallar la dosis adecuada de la TLX, se utilizaron concentraciones de 1mg/kg, 2
mg/kg, 3mg/kg y 4mg/kg. La TLX se disolvié en agua destilada. El volumen maximo
administrado a cada animal fue de 1ml.

3.2.Diseino experimental:

Se utilizé el método de bloques aleatorizados. El bloque se compuso de 25 ratones
susceptibles a Sh, (cepa C57BL/6J), de 4 a 6 semanas de edad y ambos sexos

distribuidos en 4 grupos de 5 animales (uno para cada dosis de droga seleccionada) y
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un grupo testigo. El alojamiento y manejo de los animales fueron los utilizados en el
punto 2.1.2.

3.3 Desarrollo de la experiencia: Los animales se inocularon con la cepa de Sh
DJ70 como lo indica el punto 2.1.3.

Se realizaron 2 muestreos de materia fecal en los dias 3 y 5 p.i. Se administré el CDX
en las dosis indicadas en 3.1.2.a. a partir del dia 7 p.i y durante 4 dias consecutivos
mediante sonda rigida. Se volvid6 a extraer materia fecal los dias 10 y 12 p.i. La
necropsia de los animales se realizé el 14 d.p.i. De ellos se extrajeron muestras para
estudios anatomopatolégicos macroscopicos, microscopicos y bacteriolégicos

indicados en 2.2.2., 2.2.2.a.; 2.2.2.b. 2.2.3.
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Objetivo 1

Aislamiento de bacterias del género Serpulina a partir de cuadros de campo de DP.
Identificacion de Sh por el tipo de phemdlisis y pruebas serologicas.

De las 30 muestras procesadas de los 3 establecimientos con brotes clinicos
sospechosos de DP, 22 fueron positivas al aislamiento de bacterias del género
Serpulina. Los movimientos en tirabuzén se observaron en los analisis con
microscopia éptica (40X) y la morfologia con la tincidén Azul Victoria 4-R (figuras 1y
2).

La clasificacién como Sh se basé en la f hemdlisis fuerte observada en las placas de
ATS con el agregado de sangre ovina al 5% (figura3).

La serologia mediante la prueba de coaglutinacién utilizando como antigeno PC y LPS
y por la prueba de inmunodifusion, utilizando como antigeno BC y PLS, revel6 que
todas las cepas correspondian al serotipo 8. No se observaron reacciones cruzadas
intraespecie ni extraespecie S.i. Mediante la prueba de Dot-ELISA utilizando como
antigeno BC y LPS enfrentados a AcMo, se corroboré el mismo resultado obtenido

con las otras pruebas (28)

Figura 1: Serpulina hyodysenteriae (flecha). Examen directo en fresco (400 X)
Figura 2: Serpulina hyodysenteriae. Tincién con Azul Victoria 4-R. (1000 X)

Figura 3: Serpulina hyodysenteriae. p hemodlisis fuerte en placas de agar sangre.
Cultivo de 48 horas a 42°C.



Figura 1

Figura 2
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Figura 3:

Serpulina hyodysenteriae
(cepa de campo)
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Objetivo 2

Deteminar la susceptibilidad de diferentes cepas de ratones SPF a la inoculacién
experimental con la cepa bacteriana Sh de referencia y con las cepas de Sh aisladas
de casos de campo de DP utilizando estudios clinicos, anatomopatologicos y
bacteriolégicos.

a. Estudios con la cepa de Sh DJ70

Estudios clinicos: No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
consumo de alimento y agua entre los animales inoculados y los testigos. El control de
los pesos de los animales testigos y los inoculados no ofrecié diferencias siendo el
promedio de aumento de peso de 17 g en el transcurso de toda la experiencia (14
dias). No se observaron cambios en la consistencia de la materia fecal, excepto en un
animal donde se pudo observar materia fecal de aspecto mucoso.

Estudios anatomopatolégicos

E!l analisis de los resultados de los hallazgos macroscépicos clasificados en un rango
creciente de severidad de 0 a 3 se expresan en la tabla N° 6. En funcién de los
mismos, su distribucion comprendié 2 grupos. El primero con un porcentaje de las
lesiones macroscopicas significativamente mayor (p< 0,05) estuvo conformado por las
cepas C57BL/6J y C57BL/6N (figuras 4 y 5) y el segundo grupo, con lesiones leves,
conformado por las cepas Balb/cAnN y Balb/cJ. La mayor significacion estadistica

resulté de la comparacion entre las cepas de ratones Balb/cJ vs C57BL/6J.



Tabla N°6 Andlisis de las lesiones macroscépicas del ciego en el dia 14 post-

inoculacion

Balb/cAnN

%

Balb/cJ

%

C57BL/6J

%

C57BL/6N

%

Total n

43

lesion

30

25%

20%

50%

0%

30

29%

0%

25%

0%

30

21%

60%

25%

33%

30

25%

20%

0%

67%

96

10

120

cr: cepa de ratén, n. numero de observaciones (120), %: porcentaje de lesiones

anatomopatologicas macroscopicas del ciego, dentro de la misma fila con diferente

letra, es significativamente diferente (P<0,05).

Figura 4: Cepa de ratdn C57BL/6J inoculado con caldo tripticasa soya sacrificado 14
dias post-inoculacién. Aspecto del ciego de animales controles.
Figura 5: Cepa de raton C57BL/6J inoculado con Serpufina hyodysenteriae

sacrificado 14 dias post-inoculacién.

categorizada como grado 3.

Marcada distension del

ciego. Lesién



Figura 4.

Figura 5:
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Los hallazgos microscépicos mas importantes se observaron en las cepas C57BL/6J
y C57BL/6N y consistieron en infiltracion de células inflamatorias mononucleares en la
lamina propia, hiperplasia de las células caliciformes de las criptas (figura 6),
dilataciéon de los vasos linfaticos y edema en la submucosa. Cuando la dilatacion
macroscépica fue muy marcada, las criptas se observaron mas cortas, planas y
fusionadas (figura 7). En las cepas Balb/c AnN y Balb/c J se consignd: edema e
infiltracion celular mononuclear en la lamina propia con dilatacién del quilifero central.
Las células epiteliales se observaron en algunos cortes descamadas hacia la luz
(figura 8). En donde persistieron, en el borde de las mismas, se observé la presencia
de focos de bacterias en parte adheridas a las mismas y libres (figura 9) hallazgo que
no fue observado en los intestinos controles. Desde el punto de vista microscépico, no
hubo diferencias significativas en las lesiones observadas, como para cuantificarlas y

compararlas por grado de severidad.

Figura 6: Ciego de la cepa de raton C57BL/6J inoculado con Serpulina
hyodysenteriae. Cortes transversales de criptas. Se observa aumento de células
caliciformes (H&E, 400 X).

Figura 7: Ciego de la cepa de raton C57BL/6J inoculado con Serpulina
hyodysenteriae. a) Se observan criptas aplanadas y fusionadas b. Infiltrado celuiar
(H&E, 100 X).

Figura 8: Ciego de la cepa de raton Balb ¢/ J inoculado con Serpulina hyodysenteriae.
a. Dilatacién del quilifero central. b. descamacion y detritus celulares en la luz. c.
infiltracién mononuclear. d. agregado linfocitario. (H&E, 100 X)

Figura 9: Ciego de la cepa de ratébn Balb ¢/ AnN inoculado con Serpulina
hyodysenteriae.

a) Se observan bacterias adheridas al glucocalix de los enterocitos (H&E, 400 X).



Figura 6:

Figura 7:
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Figura 8:

Figura 9:
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Estudios Inmunohistoquimicos:

La dilucién de trabajo éptima del suero primario fue de 1:500. Con el suero anti S.i. en
dilucién 1:100 se observé inmunomarcacion inespecifica y con diluciéon 1:500, el 50 %
de las muestras experimentales fueron también positivas Se consigné reactividad
positiva cuando se observaron formas bacilares, alargadas de color amarillo dorado.
En los ratones inoculados experimentalmente con Sh las bacterias se observaron en
la luz del ciego, entre los repliegues de la mucosa o en la luz de las criptas
superficiales, en su mayor parte no adheridas o solo parcialmente a los enterocitos

(figura 10).

Figura 10: Corte de ciego de ratdén, cepa C57BL/6J, con reactividad positiva a

Serpulina hyodysenteriae. (Técnica de inmunohistoquimica ABC 400 X).



Figura 10:
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Estudios Ultramicroscopicos:

En el ciego del ratéon control inoculado con caldo TS, se observaron enterocitos
maduros y escasas células caliciformes. Los primeros se diferenciaron por la
presencia de microvellocidades. Tanto en el citoplasma como en el glucocalix no se
observaron formas equiparables a bacterias. Asi mismo en la luz del intestino tampoco
se apreciaron formas bacterianas (figura 11). En las muestras de ciego de ratones
C57BL/6J inoculados con la cepa de Sh DJ70, se observaron bacterias equiparables
morfolégicamente a Sh cortadas en forma transversa y sagital en vecindad del
glucocalix pero no adheridas al microvilli (figuras 12, 13 ). En el citoplasma de algunos
enterocitos se observaron cambios degenerativos y estructurar bacterianas

compatibles con el género Serpulina (figura 14).



Micrografia electrénica (X 9200)
Ciego de la cepa de raton C57BL/6J inoculado con caldo tripticasa soya.

a.- nucleos y citoplasma de enterocitos maduros
b.- microvilli sin cambios y ausencia de bacterias en la luz.

51
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Figura 12:

Micrografia electrénica (X 7800).
Ciego de la cepa de raton C57BL/6J inoculado con Serpulina hyodysenteriae

cepa DJ70. Animal lesion grado 1.

a) cortes de bacterias morfolégicamente equiparables al género Serpulina sin
contacto directo con el glucocalix.

b) Microvilli de aspecto normal.
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Figura 13:

Micrografia electrénica (X 11500)
Ciego de la cepa de raton C57BL/6J inoculado con Serpulina hyodysenteriae

cepa DJ70. Animal lesion grado 2.
a.-en la luz y en la vecindad del glucocalix de enterocitos se observan cortes de

bacterias morfologicamente equiparables al género Serpulina.
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Figura 14:

Micrografia electrénica (X 11700 )

Ciego de la cepa de raton C57BL/6J inoculado con Serpulina hyodysenteriae
cepa DJ70. Animal lesion grado 2.

a) enterocitos con microvilli de aspecto normal

b) enterocitos con pérdida del microvilli.

c) bacterias equiparables a Serpulina hyodysenteriae en la luz del intestino y en
el interior del citoplasma.



55

Estudios bacteriolégicos

En la tabla N° 7 se consignan los resultados correspondientes a la sumatoria de la
excrecion de Sh en materia fecal por los animales alos 3, 5y 7 d. p. i. El porcentaje
de recuperaciéon de Sh aisladas en las heces de los ratones de la cepa C57BL/6J fue
significativamente mayor, 46,7 % (p<0,05), que en las otras 3 cepas de ratones
endocriados (Balb/cJ 40,0 %; C57BL/6N 36,4% y Balb/cAnN 33,3%).

La tabla N° 8 expresa las medias de las unidades formadoras de colonias (UFC) de Sh
por g de ciego (pared y contenido) a los 14 d.p.i. Las cepas de ratones C57BL/6J y
C57BL/6N contenian S.h en un namero significativamente mayor que la cepa de raton
Balb/cAnN (p<0,05). A su vez, la cepa Balb/cd excretd6 S.h en un numero

significativamente menor que las otras 3 cepas de ratones estudiadas (p< 0,05).



Tabla N° 7: Andlisis de la excrecién de Sh en materia fecal, alos 3, 8 y 7 dias

post Inoculacion segin cepa de ratén utilizada.

cr: cepa de ratdn, n: nimero de observaciones (360), s: la excreciSn de Sh
correspondiente a cada cepa de ratén consignado con diferente letra fue
significativamente diferente (P<0,05). A: aislamientos positivos, N: aislamientos

negativos.
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Tabla N° 8 Andlisis del conteo de Sh por gramo de ciego*, expresada en media y

desvio estandar segun la cepa de raton utilizada

Balb/cAnN| 30 | 3.09E+08| 2.08E+08| a
Balblcl| 30 | 2.54E+08| 1.76E+08| b
C57BL/GJ| 30 | 4.67E+08| 2.36E+08| ¢

C57BL/6N| 30 | 3.91E+08) 1.42E+08| C

cr. cepa de ratén, n: nimero de observaciones (120), m: media: expresada en UFC de
Sh por gr de ciego * (contenido y pared) con notacién cientifica. ds: desvio estandar,
8. concentracién por gramo de ciego de Sh corespondiente a cada ratén consignado.

Columna con diferentes letras expresa valores estadisticamente

significativos(P<0,05).

b.- Estudio con las cepas de Sh aisladas de casos de campo de DP

Estudios clinicos: No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
consumo de alimento y agua entre los animales inoculados y los testigos. El control de
los pesos de los animales testigos y los inoculados no ofrecié diferencias siendo en
promedio de aumento de peso de 16 g en el transcurso de toda la experiencia (14

dias).
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Estudios anatomopatolégicos:

Macroscopicos:Las lesiones macroscopicas del ciego se expresan en la tabla N° 9.
En el contraste final de cepas de Sh la poblacion difirid significativamente entre si
(p<0,001), con un comportamiento especial de la cepa Roque Pérez que no difirié
significativamente de la cepa Chascomuis. La cepa S.h DJ70 presentd el mayor
porcentaje de lesiones (38,7%)

Las lesiones microscépicas fueron equiparables a aquellas descriptas para la cepa Sh

DJ70. No hubo diferencias marcadas entre las distintas cepas de campo.
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Tabla N°9 Lesiones macroscépicas del ciego de ratones C57BL/6J inoculados

con cepas de Sh aisladas de casos de campo de DP y Sh DJ70

Cepas de Sh media % n S

0,00 0,00 |16*| A

Bolivar 0,50 645 8 |B

Chascamos ; 1,12 30,65 17 | C

Roque Pérez | 1,15 2419 | 13 | C

DJ70 200 | 3871 {12 |D
total 0,94 | 100,00 | 66

media: lesiones anatomopatolégicas macroscopicas del ciego

s: medias dentro de la misma columna con diferentes letras difieren significativamente
n: numero de animales. * testigos inoculados con caldo TS estéril.

Estudios bacteriol6gicos:

La tabla N° 10 expresa la descarga en materia fecal de las diferentes cepas de Sh
Bolivar, Chascomus Roque Pérez y DJ70 inoculadas en la cepa de ratdn susceptible
C57BL/6. Las mismas se expresaron como media y porcentaje total
(ausencia/presencia de las espiroquetas en las heces) y correspondieron a la
sumatoria de los dias 3, 5 y 7 p.i. La excrecién de las mismas difirid entre si
(p<0,001) con la sola excepcién de la cepa Roque Pérez que se colocé entre las

cepas Chascomus y DJ70, no presentando diferencias significativas con estas dos



ultimas. La mayor y significativa descarga correspondié a la cepa de S.h DJ70
(32,2%).
Tabla N°10: Descarga en materia fecal de las diferentes cepas de Sh aisladas de

casos de campo de DP y ShDJ70 Iinoculadas en ratones C57BL/6J

cepasde Sh media % n s

0,00 0,00 16* |a
Bolivar 2,00 10,74 (8 |b
Chascomus 2,71 30,87 |17 |[c
Roque Perez | 3,00 26,17 (13 cd
DJ70 4,00 32,21 |12 |d

total 2,26 100,00 |66

media: expresado como presencia (1) o ausencia (0) de Sh en materia fecal

n: nimero de animales. .* testigos inoculados con caldo TS estéril

s: medias dentro de la misma columna con diferentes letras difieren significativamente
La cantidad de Sh por g de ciego (contenido y pared) la expresa la tabla N°11 en
media y porcentaje de la poblacién. El comportamiento de las diferentes cepas de Sh
ante esta variable fue similar a lo expuesto en la tabla anterior. La cepa Sh DJ70

presentd la mayor concentracién de bacterias en el ciego (67,9%)
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Tabla N°11: Unidades formadoras de colonias por gramo ciego* expresadas en
media y porcentaje, de diferentes cepas de Sh aisladas de casos de campo de

DP y Sh DJ70 inoculadas en ratones C57BL/6J.

Cepas de Sh media %

9,90E+01 |0,00 16* |a
Bolivar 2,25E+ 09 |7,62 8 |b
Chascomus |9,47+08 6,81 17 |c
Roque Perez |3,29+09 17,63 (13 |cd
DJ70 1,34+10 (67,94 (12 |d

Total 3,58E+09 |100,00 |66

media; expresada en UFC de Sh por gr de ciego * (contenico y pared) con notacién
cientifica.
n: numero de animales* testigos inoculados con caldo TS estéril

8. medias dentro de la misma columna con diferentes letras difieren significativamente
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Objetivo 3: Determinaciéon de la eficacia del CDX y de la TLX frente a diferentes

cepas de Sh mediante la prueba “in vitro” de CIM

El antimicrobiano “in vitro®, mas efectivo contra Sh fue el CDX, siendo el 100% de los
aislamientos inhibido a < 0,0018 pug/ml. La TLS mostré una eficacia pobre el 90% de
las cepas fueron inhibidas a 16 ug/mi.

Los resultados de la CIM de las muestras procesadas se expresan en la tabla N°12

Tabla N° 12: Susceptibilidad de distintas cepas de Sh frente a carbadox y
tilosina. Valores de CIM expresados en ug/mi

Ccmi

Antimicrobianos

Rango

<0,0018

>16

Determinacién “in vivo” de la sensibilidad de la cepa Sh DJ70 frente al CDX y
la TLS mediante el modelo experimental murino

Los resultados de los estudios bacteriol6gicos observados en los ratones de la cepa
C57BL/6J infectados con Sh DJ70 y tratados con CDX y TLS se expresan en la tabla
N°13. La misma muestra la excrecion de Sh en materia fecal después de la

administracién de ambas drogas. Antes de la administracién de las diferentes dosis
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no hubo diferencias significativas en la descarga de Sh en las heces. Después de la
administracion de las drogas el comportamiento fue el siguiente:

CDX: En el contraste de dosis se formaron 3 grupos significativamente diferentes. Un
primer grupo (a) que comprendié los ratones inoculados con la dosis 4mg/kg y 8mg/kg,
cuyo promedio de excrecién fue 0. Le sigui6 el grupo b correspondiente a la dosis 2
mg/kg con promedio 1 de excrecién y por ultimo en tercer grupo (c) formado por las
dosis 0 y 1 mg/kg con un intervalo de medias de 1,33 a 1,40 (p<0,001).

TLX: Para este macrélido, el agrupamiento de medias arrojé 2 grupos
significativamente diferentes, el (a) correspondiente a 0 dosis y el grupo (b) donde
las diferentes dosis desde 1mg/k hasta 4mg/kg no difirieron entre si con respecto a

la descarga de Sh en materia fecal (p<0,001).



Tabla N° 13: Descarga de Sh DJ70 en materia fecal en ratones de la cepa

CS7BL/6J después del tratamlento con diferentes dosis de carbadox y tilosina

tratamiento: diferentes dosis administradas expresadas en mg/kg de peso
dosis: expresadas en mg/kg de peso.

media: expresado como presencia (1) o ausencia (0) de Sh en materia fecal
n: nimero de animales

8. medias dentro de la misma fila con diferente letra difieren significativamente (0,05)

En la misma experiencia, cuando se realiz6 el conteo de UFC de Sh por g de ciego al
14 d.p.l, el andlisis de agrupamiento de las medias para el CDX revelé 5 grupos que
difirieron significativamente entre si. Los resultados se expresan en la tabla N° 14. El
grupo & y el grupo @ correspondieron a la dosis 0 y 8 mg/kg con la mayor y menor
cantidad de UFC de Sh por g de ciego respectivamente. Los grupos b, c y d

constituyeron rangos intermedios con diferente distribucién.
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En el estudio cuando se administré TLX surgié un grupo a correspondiente a la dosis
0 y significativamente mayor que el grupo b que correspondié a las dosis 1mg/kg,
2mg/kg, 3mg/kg y 4 mg/kg, no existiendo diferencias dentro del grupo de tratados con

respecto al control (0)



Tabla N° 14: UFC de Sh DJ 70 por gramo de ciego * de ratones C57BL/6J
tratados con diferentes dosis de carbadox y tilosina en el dia 14 post-
inoculacién

Tratamiento Dosis Media n
Carbadox 0 249E+09 | 3 | a

7

1 3,23E+08 | 5 | b
2 763E+06 | 4 | c
4 513E+04 | 3 | d
8 1,90E+00 | 3 | e
Tilosina 0 3,00E+b4 8 | a
1 5,01E+02 | 4 | b
2 500E+03 | 4 | b
3 640E+03 | 5 | b

4 8,33E+03 | 12 | b

* contenido y pared

tratamiento: drogas administradas por via oral a los animales

dosis: expresadas en mg/kg de peso

media: expresada en UFC de Sh por gr de ciego con notacién cientifica. n: nimero de
animales. s: medias dentro de la misma columna con diferentes letras difieren

significativamente
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Los resultados de las lesiones anatomopatolégicas macroscopicas del ciego
clasificadas en cuatro grados (0 sin lesiones aparentes, 1 leve, 2 moderada y 3
severa) luego del tratamiento con CDX y TLS en el dia 7 p.i de Sh se expresan en la
tabla N° 15. Para el CDX, los grupos difirieron significativamente entre si, excepto
los correspondientes al grupo de dosis 2mg/kg y 4mg/kg que no lo hicieron entre si.
La mayor media registrada de las lesiones anatomopatolégicas macroscopicas se
observé con dosis 0 mg/kg y la menor con la dosis 8mg/kg (p <0,01).

Para la TLS se formaron 3 grupos significativamente diferentes: el grupo a
correspondiente a las dosis 3 y 4 mg/kg con medias de lesiones anatomopatolégicas
menores, el grupo b correspondiente a las dosis 1y 2 mg/kg de lesiones intermedias y

el grupo c (testigo), con mayores lesiones, con una media de 1,88 (p <0,001)



Tabla 15: Lesiones macroscépicas del ciego al 14 d.p.i después del tratamiento

con carbadox y tilosina.

Tratamiento Dosis Media n s

Carbadox 0 2,00 3|d
1 1,00 | § | c
2 07 | 4 | b
4 067 | 3 | b
8 000 | 3 |a
Tratamiento | Dosis | Media | n | s
Tilosina 0 1,88 8 | c
1 1,26 | 4 | b
2 1,00 | 4 | b
3 0,20 | 5 | a

4 0,17 | 12 | a

tatamiento: drogas administradas por via oral a los animales
dosis: expresadas en mg/kg de peso

media: lesiones anatomopatologicas macroscopicas del ciego
n: nimero de animaies

s: medias dentro de la misma columna con diferentes letras difieren significativamente
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Sobre la base de los resultados de los estudios bacteriologicos, excrecién de Sh en
materia fecal y UFC por g de ciego, y por los hallazgos anatomopatologicos
macroscoépicos, la cepa de ratén C57BL/6J demostré ser la mas susceptible a la
inoculacién experimental de Sh, exhibiendo las cepas C57BL/ 6N, Balb/cJ y Balb/c
AnN menor susceptibilidad. Dentro de los parametros establecidos para definirlo, los
resultados de la colonizacién del ciego por Sh y los hallazgos macroscépicos, en este
estudio fueron equiparables a los obtenidos por Nibbelink y Wannemuehler (52), con la
cepa de ratén C3H/ HeN, en su ensayo, la mas susceptible. Otras cepas de ratones
que han demostrado ser susceptibles son la CF#1 (38 ) y la cepa ICR (1).

En el estudio realizado con las 4 cepas de ratones, no se consignaron signos clinicos
compatibles con los de la DP y/o con un cuadro entérico, a diferencia de lo observado
por Joens y Gloock (38), con la cepa CF#1 quienes consignaron heces mucoides en el
68 % de los animales inoculados con 2 dosis consecutivas. Ello se deberia en parte,
al hecho de que en el ratén a diferencia de lo que ocurre en el cerdo, las lesiones
estan localizadas solo a nivel del ciego, por lo que los trastornos fisiopatolégicos que
alli se producen como por ejemplo, falla en la reabsorcibn de agua, podrian
compensarse a nivel del colon distal en el cual no se observan cambios (51). Sin
embargo, en concordancia con otros autores (1, 51, 52, 63), una sola dosis de 10’
UFC/ml de Sh fue suficiente para observar cambios macroscépicos y lesiones
microscépicas en el ciego. Los primeros se caracterizaron por distension por mucus

y/o gas del érgano, adelgazamiento de sus paredes y remarcacion de los vasos
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sanguineos. Otros autores describieron tiflitis catarral y hemorragias del ciego (38, 39)
no observadas en este estudio.

Las lesiones microscopicas se caracterizaron por hiperplasia de las células
caliciformes, edema e infiltracién de células mononucleares en la lamina propia con
dilatacion del quilifero central. En la luz del ciego, se observaron masas compactas de
bacterias en parte libres y en parte adheridas a las células epiteliales de las criptas.
Con la coloracién de W. S, se observaron bacterias en el glucocalix de los enterocitos.
Los resultados de los estudios histopatolégicos obtenidos por otros autores, describen
edema, hiperemia con dilataciéon de las criptas en donde se observaron Sh asi como
cierto grado de erosién, necrosis y descamacion epitelial (38, 63). En la cepa de raton
ICR, Adachi y col. (1) constataron erosion, necrosis y descamacion epitelial,
hiperplasia de las células caliciformes con numerosas figuras mitéticas e infiltracion de
la lamina propia por células plasmaticas y células acidofilas y en la cepa C3H/HeN
neutréfilos (52).

A diferencia de lo que ocurre en la DP, no se consignd en el trabajo realizado necrosis
coagulativa superficial de la mucosa ni exudado fibrinonecrético (38, 26). Sin
embargo, se ha sugerido que el aumento de la media porcentual del indice mitético sin
una correlacion significativa en la relacion enterocitos/células caliciformes observado a
los 14 d.p.i en ratones podria deberse a un recambio acelerado de las células
epiteliales como resultante de la degeneracién y necrosis celular (51).

Las lesiones ultraestructurales observadas a nivel de las células epiteliales fueron

minimas y guardaron relacion con los hallazgos microscopicos. En el cerdo se ha
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consignado, separacién entre las células localizadas a nivel de las criptas, necrosis y
descamacion hacia la luz. Las espiroquetas en gran numero se observaron libres en la
luz, en vecindad de las células necréticas asi como también en su interior. No se
observaron cambios a nivel del microvilli ain en células con bacterias en su interior.
(2). Estos hallazgos, concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo,
ausencia de signos clinicos de diarrea, asociado con lesiones minimas en los
enterocitos y la presencia de bacterias tanto en el interior como en la luz del intestino.
Las diferencias en la susceptibilidad a la infecciéon por Sh entre las distintas cepas de
ratones observadas por otros autores y confirmadas en este estudio, estarian ligadas
a factores intrinsecos y extrinsecos. Dentro de los primeros, se deberia de considerar
al origen genético de las cepas (52), laboratorio de origen de las colonias utilizadas y
flora bacteriana normal del intestino (34). Los factores extrinsecos estarian
relacionados al disefio experimental como por ej. numero de inoculaciones, serotipos
de Sh utilizadas asi como a la duracién de la experiencia.

En el estudio realizado, los hallazgos histopatoldégicos no guardaron relacién con la
categorizacion utilizada macroscopicamente, asi como no se apreciaron en forma
constante, diferencias histopatolégicas marcadas entre las distintas cepas de ratones
utilizadas. Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos por otros
autores y con otras cepas de ratones. Solo Adachiy col. , 1992, Joens y Glock, 1979
y Suenaga y Yamazaki, 1984 (1, 38, 63) constataron necrosis, descamacion y
denudacién del epitelio del ciego equiparables a las observadas en el intestino del

cerdo.
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La informacion referente a la patogénesis de la infeccién por Sh en el ratén resulta en
parte de la extrapolacion de aquella estudiada en el cerdo. La infeccion por Sh en el
cerdo es una infeccién de superficie. La bacteria por medio de sus flagelos y la
presencia de factores quimiotacticos en el mucus, es muy eficiente en su movilidad a
través del mismo, permitiéndole invadir rapidamente las criptas, favoreciendo su
penetracion en los enterocitos y células caliciformes (49). No se requirié dafio previo
para la colonizacion y esta en discusion la accién concomitante de otras bacterias para
iniciar la infeccion, en particular anaerobios (23, 30). La administracion de
estreptomicina 7 dias previos a la inoculacién de Sh para reducir la flora anaerébica
no afectd la colonizacion, distribucidn y severidad de las lesiones observadas en
ratones C3H/HeN (52). Como ocurre con otras infecciones de superficie, la presencia
de radicales de hidratos de carbono, en particular acido sialico, tanto en las mucinas
de secrecion como en las mucinas membrano-asocidas favoreceria su adherencia al
mucus y la persistencia de la Sh en vecindad de la célula epitelial (7). Mediante
experiencias con cepas mutantes de Sh privadas de hemolisina asi como con cepas
de ratones cuya susceptibilidad fue independiente del gen que controla la sensibilidad
del huésped hacia el lipido A, principal componente toxico de los lipopolisacaridos de
las bacterias Gram negativas, se comprobé que la lesidbn en las células epiteliales
como en aquellas situadas en la [amina propia se deberia a la accion combinada de la
hemolisina y de sustancias con actividad endotéxica (antigeno 14-19 kDa) (73). Sin
embargo en el cerdo, el mecanismo patogénico de la diarrea inducida por Sh diferiria

del producido por bacterias Gram negativas enteropatégenas ya que en éstas ultimas
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hay un aumento del AMP ciclico en la mucosa coldnica o cecal no observada en la
DP. En las infecciones por enterobacterias, particularmente Escherichia coli, los
hallazgos microscépicos mas significativos son la adherencia a las células epiteliales
y la dilatacién del quilifero central (14). En el estudio realizado, la adherencia de Sh
fue inconstante, no asi la dilatacién de los vasos linfaticos, sin aumento de la fluidez
de las heces.

Las cepas de Sh aisladas de muestras de campo, no mostraron mayor poder
patogeno que la cepa de referencia Sh DJ70 a pesar de pertenecer al mismo grupo
cuando se las clasificé serolégicamente. Las referencias bibliograficas, citan
diferencias en la patogenicidad entre especies dentro del género Serpulina. Kynyon
(40) correlaciondé la enteropatogenicidad de 25 aislamientos de Sh B hemoliticas
fuertes aislados a campo y 13 B hemoliticas débiles en cerdos, comprobando que las
primeras eran patégenas. Mas recientemente Trott y col. (69) evaluaron un modelo
experimental en pollos SPF de un dia de vida para discriminar entre las especies de
Serpulinas patdgenas y no patdégenas aisladas de diferentes especies animales. Este
trabajo constituye una de las primeras experiencias de evaluacion de la
patogenocidad de diferentes cepas de la misma especie de Sh utilizando como
modelo experimental el raton.

Aunque las propiedades farmacocinéticas del carbadox hacen de ésta, una droga
inapropiada para el tratamiento de la DP (19), en nuestro pais es una de las mas

utilizadas como promotora de crecimiento y para el tratamiento de la DP.
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La utilizacién del CDX esta cuestionada por sus efectos toxicos y sus propiedades
carcinogénicas. La toxicidad del CDX, fue reproducida experimentalmente usando
dosis de 159 mg/kg, observandose con ella como principal efecto toxico
hiperaldosteronismo asociado a la destruccidn de la zona glomerular (57). El efecto de
altos niveles de CDX en la perfomance reproductiva fue estudiado por Shultz y col.
(568) quienes no hallaron diferencias entre los grupos tratados y controles.

En algunos paises de la Comunidad Europea se lo sigue utilizando, si bien el Registro
Federal de Estados Unidos de Norteamérica (FDA, USA 1972) (15) recomienda su
retiro a las 10 semanas previas a la faena y las autoridades de la entidad de
regulaciéon de alimentos de Alemania (Dutch Feed Regulations, 1986) (71) a las 4
semanas asi como su prohibicion de suministro en cerdos de mas de 4 meses de
edad.

En los estudios realizados “in vivo”, el CDX en dosis de 8mg-kg en la cepa de ratén
C57BL/6J, fue capaz de inhibir la excrecion de Sh por materia fecal asi como detener
la multiplicacién bacteriana en el ciego, 6rgano éste, donde los animales utilizados no
mostraron lesiones anatomopatoldgicas macroscopicas ni microscopicas.

El 100% de los aislamientos de cepas de campo asi como la cepa de referencia Sh
DJ70 fueron sensibles al CDX con valores in vitro de CIM de < 0,0018 ug/ml.

Esto concuerda con los resultados obtenidos por Molnar en Hungria (50) quien en un
estudio de 332 cepas de Sh todas fueron sensibles al carbadox con CIM de
0,005ug/ml. La actividad in vivo fue similar a la obtenida por Hayashi quien obtuvo un

efecto terapéutico del CDX en dosis de 5mg/kg con limites de 2,4mg/kg y 8,7 mg/kg.
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La TLX, se usa en el tratamiento de la DP desde 1969. En la década del 70 fue uno
de los antibiéticos mas efectivos. Su uso continuo a dosis inadecuadas originé la
resistencia a este macroélido. (6, 66). Los estudios "in vivo", lo citan como preventivo de
la DP en dosis de 55 a 100 mg/kg en el alimento asociado a un valor de CIM de 0,25-
16ug/mi (CIM90 de 12,5 ug/ml) (35).

Cuando los ratones fueron tratados con TLX, no pudieron eliminar por completo las
bacterias en el ciego (contenido y pared) y se registraron lesiones
anatomopatologicas macroscépicas en el mismo (media 0,17). Su actividad “in vitro”
mostrd una eficacia pobre (el 90% de las cepas fueron inhibidas a altas
concentraciones, 16 pg/ml.)

Los resultados de los estudios “in vitro” como "in vivo" demostraron que el CDX fue la
droga mas efectiva para la inhibicién del crecimiento, la excrecién y el control de la
colonizacién de Sh en el ciego siendo los valores estadisticamente significativos
cuando se los contrapuso con la TLX. El modelo murino de infeccidon por Sh,

desarrollado para la evaluacién "in vivo de quimioterapéuticos resulté ser sensible,

practico y adecuado a los objetivos propuestos.
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Se concluye que:

a.- Las 22 cepas de Sh aisladas de casos de campo de DP fueron  hemoliticas
fuertes y correspondieron al serotipo 8.

b.- De los parametros utilizados, la excrecion de Sh alos 3, 5, y 7 d.p.i., las UFC por g
de ciego y los hallazgos macroscépicos en ciego fueron los mas adecuados para
precisar la cepa de raton mas susceptible a ésta bacteria.

c. La cepa de raton C57BL/6J, fue la mas susceptible de las 4 utilizadas si bien no
reprodujo los signos clinicos de la enfermedad como asi tampoco las lesiones
anatomopatoldgicas microscopicas de la DP.

d. Las cepas de Sh aisladas de casos de campo de DP y con poder patégeno en la
especie naturalmente susceptible, expresaron pobremente su patogenicidad en el
modelo murino C57BL/6J, obteniéndose los mejores resultados con la cepa de
referencia DJ 70 de Sh

e.- El CDX fue la droga mas efectiva para la inhibicién del crecimiento, la excreciéon y
el control de la colonizacion de Sh en el ciego de ratdén, siendo los valores
estadisticamente significativos cuando se los contrapuso con los de la TLX.

f.- La cepa de ratén C57BL/6J fué un modelo de laboratorio valido para el estudio de la
infeccion de Sh y para su aplicacion en estudios ‘“in vivo” de antibiéticos y

quimioterapicos.
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