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Resumen: Muchos patdgenos que afectan a los ratones interfieren en los resultados de
las pruebas de diagnostico, investigacion y control de calidad. Para la eliminacion de
agentes infecciosos en colonias se utiliza la técnica de derivacion por histerectomra. El
objetivo de este trabajo fue eliminar mediante esta técnica los siguientes patogenos: el
virus de la Hepatitis Murina (MHV), la bacteria Corynebacterium kutscheri, y los pardsi-
tos Giardia muris, Spironucleus muris, y Syphacia obvelata de una colonia de ratones
CF1:Crl. Se utilizaron hembras nodrizas C57BL6/J libres de patogenos especificos. Para
verificar la descontaminacion de la colonia se realizaron 4 controles microbioldgicos.
Los resultados fueron negativos en todos los casos. Se concluyo que esta técnica permi-
te eliminar los patogenos citados de una colonia de ratones infectados.
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THE USE OF HYSTERECTOMY TECHNIQUE AS A WAY TO
ELIMINATE PATHOGENS FROM AN
EXPERIMENTAL MICE COLONY

Abstract: A ot of pathogens which must be absent in experimental mice colonies, since
they produce interference in the results. This study describes the derivation by hyster-
ectomy as a mean of effective elimination of pathogens such as: Mouse hepatitis virus,
Corynebacterium kutscheri, Giardia muris, Spironucleus muris and Shypacia obvelata
from a CF:1 Crl colony. Specific pathogen free females C57BL/6J were chosen to per-
form this study and later used as foster mathers. Four microbiological tests were carried
out in order to verify the decontamination. The results were negative in all the cases. It
was concluded that by using this techniques it is possible to eliminate pathogens from
an infected mice colony.
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INTRODUCCION

Durante muchos afos, quienes trabaja-
ron con animales de experimentacion infecta-
dos subclinicamente, observaban que sus en-
sayos no prosperaban, esto se debra en oca-
siones a que los animales morran prematura-
mente y frecuentemente los resultados no eran
los esperados. Esto sucedia en gran parte por-
que la mayoria de los animales convenciona-
les estan infectados con patogenos incluyen-
do ecto y endopardsitos, hongos, protozoos,
bacterias y virus, y estos agentes interfieren
en las pruebas de diagndstico, investigacion y
control de calidad en las que se utilizan como
reactivo biologico.

En un principio se utilizo la quimiotera-
pia para eliminar los microorganismos pato-
genos de una colonia, pero los resultados no
fueron satisfactorios; como consecuencia de
ello, surgieron nuevas técnicas como la remo-
cion aseptica de los fetos de la madre por me-
dio de la histerectomra en un ambiente con-
trolado (1).

El fundamento se basa en que la placen-
ta actia como un filtro muy eficiente y prote-
ge a los fetos de la transmision de casi todos
los agentes bacterianos, micdticos, virales y
parasitarios presentes en la madre infectada
(2,3). Los patdgenos comunes como el Virus
de la Ectromelia, Virus de la hepatitis del ra-
ton, protozoos, y otras bacterias de la flora
normal de una colonia convencional no atra-
viesan la placenta. Sin embargo, hay algunos
patogenos que la atraviesan como el virus de
la Coriomeningitis linfocitaria, ciertas larvas
de pardsitos y algunas bacterias.

El objeto de este trabajo fue determinar
la eficiencia de la técnica de histerectomria para
la eliminacion de los siguientes agentes pato-
genos: Virus de la Hepatitis Murina (MHV),
Corynebacterium kutscheri, Giardia muris,
Spironucleus muris, y Syphacia obvelata que
contaminaban a una colonia de ratones
CF1:Crl de experimentacion (1, 4).

MATERIALES Y METODOS
Animales:
Grupo A: de nodrizas:

Se utilizaron 15 ratones hembras y 3 ma-
chos de la cepa C57BL/6J (libres de patdge-
nos especificos) SPF de 6 semanas de edad,
eligiendose tal cepa por la capa de color, en
este caso negro, para diferenciarla facilmente
de la cepa que interesa descontaminar.

Los animales se produjeron en el Biote-
rio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de

la Universidad Nacional de La Plata, y se man-
tuvieron a una temperatura de 22 + 2° C, doce
horas luz / doce horas oscuridad, la humedad
relativa ambiente del 40-60 % y una ventila-
cion forzada con 12 recambios de aire totales
por hora. Se alojaron 5 hembras con un ma-
cho en cada caja de policarbonato (de 25 cm
de largo por 15 cm de ancho y 15 cm de alto,
con una reja de acero inoxidable) con lecho de
viruta esteril. Se administro ad libitum agua
autoclavada en mamaderas de vidrio con pico
de acero inoxidable y alimento balanceado (Co-
operacion rata- ratdn), extrusado y esteriliza-
do por medio de autoclave.

Grupo B: animales a descontami-
nar:

Este grupo estuvo compuesto por 15 ra-
tones hembras (donantes) y 3 machos del stock
CF1: Crl de 6 semanas de edad provenientes
de una colonia convencional de una institu-
cion privada, infectada con los siguientes pa-
togenos: Virus de la hepatitis murina (MHV),
Corynebacterium kutscheri, Giardia muris,
Syphacia obvelata y Spironucleus muris.

Las hembras donantes se colocaron en
grupos homosexuales con lo que se logro el
anestro de las mismas y la posterior sincroni-
zacion de los estros (efecto Whitten). Luego de
una semana, se aparearon 5 hembras y 1 ma-
cho por caja, dos dras mds tarde que la fecha
de apareamiento de las nodrizas y se confirmo
la cubricion de las hembras mediante la pre-
sencia del tapon vaginal.

Estos animales fueron alojados en una
habitacion de cuarentena en las mismas con-
diciones de macro y microambiente que la de
los animales SPF.

Tecnica de histerectomia:

El primer paso de la operacion fue la re-
mocion del utero grdvido de la madre en for-
ma asé€ptica, para lo que se sacrificaron las
hembras donantes por medio de traccion cer-
vical. Posteriormente se depilo la superficie
ventral y se las sumergio en solucion antiséep-
tica (cloruro de benzalconio al 0,5%) mante-
nida a 37 °C, se las coloco de cubito dorsal, se
cubrio el abdomen con parfios de campo y se
les realizo una incision sobre la Iinea media.
Presionando suavemente sobre los flancos se
extrajo el utero de la cavidad abdominal, se
pinzaron los cuernos y el cuerpo para evitar
hemorragias, se separaron los uteros grdvidos
de las hembras y se los coloco dentro de una
capsula de Petri con la solucion antiséptica a
37 °C, las placas fueron introducidas al drea
esteril (flujo laminar) a traveés de una trampa
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germicida con solucion desinfectante a 37 °C,
donde fueron recibidas por dos operadores (1,
5, 6).

Dentro del drea esteril se incidieron los
uteros y se extrajeron los fetos, que fueron
secados y resucitados, realizando masajes
suavemente en la region tordcica extrayendose
el liquido amnioctico residual de las fosas na-
sales, hasta que la respiracion fuera normal y
los fetos tomaran un color rojo escarlata. Fi-
nalmente fueron colocados en las cajas con
las nodrizas y alojados en una cabina aislado-
ra.

Controles microbiologicos:

Para verificar la descontaminacion de la
colonia se realizaron 4 controles microbiolo-
gicos:

1° Control de las placentas: Se realizo
un macerado de las mismas y se las sembro
en agar sangre y caldo PPLO para diagnosti-
car la presencia o ausencia de Pasteurella sp.
y Mycoplasma sp.

2° Control de las nodrizas: Se realizo lue-
go del destete de los animales obtenidos por
histerectomia. Se sangraron las hembras para
diagnostico del Virus Sendai, MHV, Mycoplas-
ma sp., Clostridium piliforme y Corynebacterium
kutscheri; se tomaron hisopados de la nariz y
trdquea, y se sembraron en agar sangre y cal-
do PPLO para diagnosticar Mycoplasma sp. y
Pasteurella sp. Las muestras de ciego se sem-
braron en agar Mc Conkey, agar Cetrimide y
agar FNC para el diagnostico de Salmonella sp.,
Pseudomonas aeruginosa y Corynebacterium
kutscheri.

3° Control de crias: Se realizo al 25% de
las crras obtenidas por la operacion cesdrea.
Se tomaron muestras de la misma manera que
en el control anterior.

4° Control de primera generacion (F1):
Se realizo a la F1 nacida de los animales obte-
nidos por histerectomra. Las muestras se to-
maron de la misma manera que en el segundo
control.

Pruebas Parasitologicas: Se tomaron
muestras de contenido duodenal y cecal para
diagnosticar Giardia muris y Spironucleus
muris; y se realizo un test de Graham para el
diagnostico de Syphacia obvelata.

Pruebas serologicas: Inmunofluorescen-
cia indirecta (IFI) para diagndstico de MHV,
virus Sendai, Mycoplasma sp. y Clostridium
piliforme, y aglutinacion en placa (AP) para
diagnostico de Corynebacterium kutscheri (4,
7). Para todos los casos se utilizaron sueros
positivos de referencia cedidos por National

Histerectomia en ratones

Institute of Health of Japan (NIH).

RESULTADOS

Se obtuvieron 86 animales, 14 murieron
y se destetaron 72. Los 14 animales que mu-
rieron no fueron aceptados por la nodriza. To-
dos los controles microbiologicos resultaron
negativos a los patogenos que se pretendie-
ron eliminar de la colonia infectada.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obteni-
dos se concluyo que la técnica de derivacion
por histerectomra es un metodo eficiente para
la eliminacion de los siguientes patogenos:
Virus de la hepatitis murina, Corynebacterium
kutscheri, Giardia muris, Spironucleus muris,
Syphacia obvelata, confirmdndose que la pla-
centa actda como filtro para la mayoria de los
patogenos.

Recomendamos en caso de emplear este
metodo mantener aislados los animales obte-
nidos por histerectomra, hasta completar to-
dos los controles microbiologicos correspon-
dientes, esto permitird asegurar que los mis-
mos esten libres de microorganismos patoge-
nos para poder introducirlos dentro de un drea
de produccion de animales SPF.
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