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RESUMEN: La micoplasmosis aviar es una enfermedad que produce importantes pérdidas eco-
némicas, no solo por la mortandad sino también por sus efectos en la conversiéon alimenticia.
Afecta principalmente el arbol respiratorio siendo estos exacerbados por la presencia de otros
agentes. El mucus es una barrera natural de proteccion no solo fisica sino también inmunoldgica,
cuya composicién quimica son principalmente glicoconjugados, los que pueden determinarse a
través de técnicas de lectinhistoquimica. El objetivo del presente trabajo fue el de determinar si
la bromhexina y el Aivlosin®, solos o combinados modifican el tipo de glicoconjugados encontra-
dos en la respuesta secretoria producidos por el aparato mucociliar extrapulmonar (AMEP) e
intrapulmonar (AMIP). Se utilizaron 45 pollitos BB de un dia de vida, los que se dividieron en 4
grupos, A) inoculado con M. gallisepticum B) inoculado con M. gallisepticum y medicado con
bromhexina, C) inoculado con M. gallisepticum y medicado Aivlosin/J D) grupo inoculado con M
gallisepticum y con el mucolitico y el antibiético. Los animales fueron sacrificados 10 dias
posinoculacién y 5 y 15 dias pos tratamiento. Traqueas y pulmones fueron sometidos a la técnica
de lectinhistoquimica, utilizando las lectinas WGA, DBA y UEA. Se detect6 pérdida de reactivi-
dad de la lectina UEA en las células caliciformes del AMEP y de todos los componentes del AMIP
para la lectina DBA. La pérdida de reactividad para ambas lectinas fue observada a partir de los
5 dias pos tratamiento en los tres grupos de animales medicados.
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LECTINHISTOCHEMICAL STUDIES OF THE MUCOCILIAR
APPARATUS OF BROILERS CHALLENGED BY
Mycoplasma gallisepticum AND MEDICATED WITH
A MUCOLYTIC AND ANTIBIOTIC

ABSTRACT: Avian Mycoplasmosis is an economically important disease that affects the respi-
ratory tracts of broilers, particularly when present with other respiratory pathogens. Mucous
epithelia, which are in contact with the environment, are covered with mucus that acts as a
selective barrier. Mucus is composed mainly by glycoconjugates that could be detected by using
lectinhistochemistry. To determine the detailed action of bromhexine and aivlosin, on the
extrapulmonary and intrapulmonary mucociliar apparatus, we investigated lectinhistochemically
the effect of each agent or a combination of both on the respiratory tract of broilers inoculated with
M gallisepticum. Forty five one day old broilers where divided in 4 groups; group A) inoculated
with M gallisepticum, group B) inoculated with M gallisepticum and medicated with bromhexine,
group C) inoculated with M gallisepticum and medicated with aivlosin, and group D) Inoculated
with M gallisepticum and medicated with both. Animals where killed 10 days post infection and
5 and 15 days post treatment. Trachea and lungs where stained by lectinhistochemistry using
WGA, DBA and UEA lectins. We detected loss of reactivity of UEA on goblets cells presents in the
extrapulmonary mucociliar apparatus. We also detected loss of reactivity to all the components of
intrapulmonary mucociliar apparatus when using DBA. This loss of reactivity was observed after
5 days on the three groups of medicated animals.
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INTRODUCCION

La infeccién por Mycoplasma gallisepticum y
la signologia clinico-patolégica por ella produci-
da, conocida como enfermedad respiratoria cro-
nica (ERC), se caracteriza en pollos de engorde,
por estertores respiratorios, tos y secreciones na-
sales. Estos signos, en ciertos casos, se ven exa-
cerbados por la presencia de otros agentes bacte-
rianos como Escherichia coli o viricos como el vi-
rus de la bronquitis infecciosa (1, 2).

La mucosa de la traquea, en contacto con el
medio ambiente, esta cubierta con un mucus pro-
tector que actdia como una barrera fisicoquimica
inespecifica e inmunoldgica especifica y que cons-
tituye, juntamente con el epitelio ciliar y glandu-
las tuboalveolares de la lamina propia, el aparato
mucociliar. EI mucus esta constituido por 95 %
de agua y 5 % de glucoproteinas llamadas muci-
nas.

Las mucinas son basicamente glicoproteinas
caracterizadas por altos niveles de oligosacaridos
unidos a radicales -O glucosidicos (3). Las propie-
dades reoldgicas del mucus, como viscosidad y
elasticidad, estan asociadas a las mucinas intac-
tas. Sin embargo, bajo condiciones patolégicas que
afecten el tracto respiratorio superior, la respues-
ta inflamatoria producida, puede inducir diferen-
cias en la composicion quimica de las mucinas y
al mismo tiempo en sus propiedades fisico-quimi-
cas (4).

Los mucoliticos son una de las armas tera-
péuticas con que cuenta la industria avicola para
paliar o reducir las pérdidas econémicas produci-
das por los cuadros mencionados. La accién y
propiedades de los mucoliticos se encuentran en
pleno analisis. Sumano y col. (5) discuten si los
mucoliticos son capaces de incrementar los flui-
dos libres de sialoproteinas en las secreciones
tradqueo-bronquiales. En cuanto al mecanismo de
accion de los mucoliticos si bien se ha discutido
sobre este punto, Takeda y col. (6) determinan que
la bromhexina altera las propiedades histoquimi-
cas de las glicoproteinas, asi como que la accion
mucolitica de este agente ocurre dentro de las cé-
lulas secretorias a través de la liberacion de enzi-
mas lisosomales, las cuales disuelven enzimatica-
mente las moléculas de glicoproteinas acidas del
mucus.

Existen referencias relacionadas a la afini-
dad de las mucinas del tracto respiratorio de
traqueas y pulmones de pavos normales y afecta-
dos por neumonia hacia las lectinas (7, 8). Sin
embargo la informacion suministrada es escasa,

fragmentada y solo referida a casos a campo, en
donde las variables no pueden ser controladas.
Los mucaoliticos y los antibiéticos solos o asocia-
dos constituyen armas terapéuticas con que cuen-
ta la industria avicola para paliar o reducir las
pérdidas econdmicas producidas por los cuadros
respiratorios. La accion y propiedades de los pri-
meros como la bromhexina se encuentran en ple-
no analisis (6). Dentro de los segundos, el de mas
reciente presentacion es el 3-acetil, 4-isovaleril
tartrato de tilosina (Aivlosin® Vetanco S.A.), obte-
nido a partir de la tilosina, por técnicas de bio-
conversion mediante fermentacion con Streptomy-
ces thermotolerans (9). Sobre este marco teoérico,
el objetivo del presente trabajo fue el de determi-
nar si la bromhexinay el Aivlosin® , solos o combi-
nados modifican el tipo de glicoconjugados encon-
trados en la respuesta secretoria producidos por
el aparato mucociliar extrapulmonar (AMEP) e in-
trapulmonar (AMIP).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 45 pollitos BB de un dia de vida,
provenientes de una granja comercial libre de M.
gallisepticum, los cuales fueron divididos en cua-
tro grupos, A) grupo control inoculado con M. ga-
llisepticum (15 animales), B) grupo inoculado con
M. gallisepticum y medicado con mucolitico
bromhexina, (N-ciclohexil-N-metil (2-amino-3,5-
dibromobencil amina, (Bromesol® Vetanco S.A.) (10
animales), C) grupo inoculado con M. gallisepticum
y medicado con antibidtico, Aivlosind (10 anima-
les) y D) grupo inoculado con M gallisepticum y
medicado con el mucolitico y el antibidtico (15
animales). Las dosis utilizadas fueron para la
bromhexina de 10 mg de droga pura por litro de
agua y para el Aivlosin de 0,25 g cada 2 litros de
agua de bebida, de acuerdo con las indicaciones
del fabricante.

Los animales de los cuatro grupos fueron
inoculados simultaneamente con una cepa patoé-
gena de M gallisepticum (cepa K-781) a una con-
centracion no menor de 10®8 UFC/mI (unidades
formadoras de colonias por ml).

La descarga del in6culo en los pollitos BB se
realizd via aerosol mediante el empleo de un ne-
bulizador de medicina humana. La copita plasti-
ca fue cargada con 5 ml del cultivo y colocada en
forma vertical dentro de una caja de cartdén conte-
niendo los animales a inocular. El tiempo de ex-
posicion fue de 5 min a fin de asegurarse una co-
rrecta descarga. Los animales fueron alojados en
el mismo ambiente en jaulones separados, con una
temperatura media de 31 °C en reduccidn segun
normas de manejo, con renovacion periddica de
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aire. El alimento y agua fueron suministrados “ad
libitum” y se inspeccionaron 2 veces al dia.

El dia 10 posinoculacion (dpi) y, previo al
comienzo de los diferentes tratamientos, fueron
sacrificados 5 animales del grupo A con el objeto
de evaluar el efecto del in6culo de M. gallisepti-
cum, con posterioridad, se sacrificaron 5 anima-
les por grupo a los 5 y 15 dias postratamiento

(dpt).

Realizadas las necropsias, se extrajeron
traqueas y pulmones, los que fueron fijados en
formol neutro al 10 % y procesados para estudios
lectinhistoquimicos de acuerdo a procedimientos
anteriormente descriptos. En la Tabla 1 se indi-
can las lectinas aplicadas (DAKO Lab. Ca, USA),
sus abreviaturas, sus afinidades por los hidratos
de carbono y concentraciones utilizadas. Las ob-
servaciones de las distintas estructuras del apa-
rato mucociliar de los 4 grupos de animales fue-
ron realizadas por dos operadores, siendo la eva-
luacion cualitativa, positiva o negativa.

Lectinhistoquimica respiratoria de pollos

RESULTADOS
En la Tabla 2, se indican los resultados ob-
tenidos con las 3 lectinas utilizadas.

Los cambios encontrados en la reactividad
hacia las lectinas se observaron a partir de los 5
dpt no modificandose a lo largo de la experiencia.

DISCUSION

Coincidiendo con estudios preliminares, a
partir de los 5 dpt, tanto en el grupo control como
en los tres grupos medicados, se observdo una
marcada reactividad de todos los componentes del
AMEP y el AMIP a los residuos del acido sialico
por la lectina WGA, estos residuos son importan-
tes receptores para diferentes patogenos, por ejem-
plo E. coli y Bordetella avium (7, 8, 10). A partir de
los 5 dpt, se encontré una perdida de reactividad
a los residuos de a L-fucosa detectados por la lec-
tina UEA en los tres lotes tratados en las células
caliciformes del AMEP, permaneciendo positivo el
grupo control inoculado. En nuestro trabajo pre-

Tabla 1. Lectinas utilizadas, abreviatura méas usada, afinidad por los carbohi-

dratos y concentracion de trabajo.

Table 1: Lectins used in this study COMPLETAR

Lectinas Abreviatura Especificidad (a) Concentracion
por los carbohidratos  (ug/ml)

Ulex europaeus 1 | UEA-1 o L-Fuc 30

Dolichus biflorus DBA o D-GalNAc 30

Triticum vulgaris WGA o D-GIcNAc, NANA 10

(@) Fuc= fucosa, GalNAc= N-acetil galactosamina, GIcNAc= N-acetil glucosamina, NANA= &acido N-

acetil neuraminico (4cido siélico).

Tabla 2. Patron lectinhistoquimico del aparato mucociliar extra e intrapulmonar.
Table 2: Lectins with remarkable changes in the mucaociliar apparatus.

caliciformes

Lectinas WGA DBA UEA
Estructuras/ A|B|C|D A|B|C|D A|B|C|D
grupos
AMEP
cilia + |+ |+ |+ - - 1- - -l-1-1-
Epitelio + |+ |+ |+ - - 1= - - - 1- -
Células + + + + + + + + + - - -

AMIP

Epitelio ciliar + |+ |+ |+ + |- |- |- N N I
Células + |+ |+ |+ + |- |- |- N I R
caliciformes

Células del atrio |+ |+ |+ | + + |- [- - N I I

Grupos: A: control; B: mucaolitico sélo; C: antibiético sélo D: mucolitico + antibiotico
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vio (10) esta lectina fue negativa en los animales
controles sin inocular y se incrementé considera-
blemente en los animales inoculados con M. galli-
septicum.

La lectina DBA, que detecta residuos de a
D-N-acetil galactosamina, no mostr6 diferencias
con trabajos previos en su reactividad con el AMEP
(10), solo fue detectada en las células caliciformes
tanto en el grupo control como en los medicados,
no siendo posible detectarla en los grupos trata-
dos con mucolitico y/o antibiético, solos o combi-
nados. Sin embargo en el AMIP, a partir de los 5
dpt, no se pudieron detectar estos residuos, sien-
do negativo en todas sus estructuras. Estas dife-
rencias son importantes si la comparamos con los
animales inoculados sin tratamiento (grupo A), en
donde la deteccidon de estos residuos fue muy
marcada, incluso en zonas del pulmdén con franca
neumonia y epitelizacion alveolar, estos resulta-
dos son coincidentes con un estudio anterior en
el cual 18 dias posinoculacion con M. Gallisepti-
cum, todos los componentes del AMIP fueron fran-
camente positivos (10). El estudio lectinhistoqui-
mico preliminar, muestra diferencias en 2 residuos
de hidratos de carbono entre el grupo sin tratar y
los tratados con mucaolitico y antibi6tico. Es signi-
ficativa la pérdida de reactividad de la lectina UEA
en las células caliciformes del AMEP y de todos los
componentes del AMIP para la lectina DBA, en los
grupos de animales medicados. Sin embargo, son
necesarios estudios con un mayor namero de lec-
tinas a los efectos de caracterizar las modificacio-
nes bioquimicas de las mucinas asi como el efecto
de las drogas suministradas en el aparato muco-
ciliar.
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