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RESUMEN
El objetivo de este estudio fue comprobar el efecto inmunodepresor de
las aflatoxinas(AFL) en el conejo, evaluado mediante la comparacidn,entre
grupos tratados y no tratados con la misma, del grado de proteccién confe-
rido por una vacuna experimental contra la pleuroneumonia producida por

Pasteurella multocida(P.m). Para ello se realizaron dos experimentos utili-

zando 18 conejos en cada uno, distribuidos en bloques aleatorizados y divi-
didos en tres grupos: grupo T, testigos; grupo V, vacunados con .2: dosis
de una vacuna oleosa doble emulsidén contra P.m serotipo 3,12:A, con 15 dias
de intervaloj grupo VA, vacunados y a los que se les suministré 0.05 mg/kg
de peso de AFL Bl equivalente, durante 44 y 69 dias.

No se observaron diferencias significativas en los titulos de anticuerpos

vacunales entre los grupos V y VA. Luego del desafio con la cepa viva de

P.m serotipo 3,12:A, hubo diferencias en la extensidn de las lesiones macros-

cbpicas en el pulmén, entre los tres grupos, la que fue significativamente
mayor en el grupo T con respecto a los vacunados y en el grupo VA con res-
pecto al V. En cuanto a las lesiones microscOpicas, clasificadas de 0 a 3
de acuerdo a su severidad, para el grado 3 el grupo V no presentd lesiones.

El indice de estimulacidén (IE), utilizado para expresar los resultados de
la prueba de transformacién blistica de los linfocitos periféricos, fue su-
perior en el grupo V, con respecto a T y VA, en los que se obtuvieron valo-
res menores a l. No se observaron diferencias,entre los grupos V y VA, en..
la prueba cutéanea con fitohemaglutinina(PHA). Mediante la prueba de capaci-
dad fagocitica de los macrdfagos alveolares(MA), se comprobd que los MA

de los animales del grupo T en presencia de sus propios sueros, fueron los

que presentaron valores mds altos de fagocitosis, mientras que los macrdfagos

de los animales del grupo V, en presencia de sus sueros, presentaron el mayor

porcentaje de adherencia.



Sobre la base de los resultados obtenidos se demuestra una menor resistencia
adquirida frente al desafio en el grupo VA vy que la misma no estd relacionada
con los titulos de anticuerpos, sugiriéndose en parte un compromiso de la
inmunidad mediada por células. No se observd un efecto estimulador de la ca-
pacidad fagocitica de los MA por accidn de la vacuna, si en cambio run mayor
porcentaje de adherencia. Asi mismo, no se comprobd un efecto negativo de la

AFL Bl sobre la capacidad fagocitica de los MA. Se discuten los hallazgos con

aquellos obtenidos por otros autores.

1T



SUMMARY

The aim of this research was to assessthe immunosuppressive effect
produced by aflatoxins(AFL) in rabbits. This was performed trough the
comparative study of the level of protection provided by an experimental

vaccine against Pasteurella multocida(P.m) pleuropneumonia. Two experiments

were carried out with 18 rabbits each, randomly assigned into blocks and
divided in 3 groups: group T, control; group V, vaccinated with an oil
adjuvated 3,12:A serotype P.m .experimental vaccine, twice at 15 days
intervals; group VA, vaccinated plus aflatoxin Bl, 0.05 mg/kgi{day,P.0
during 44 and 69 days. Significant differences were not observed in the
titers of agglutinating antibodies between groups V and VA. Significant
differences in the extent of macroscopic lung lesions among the 3 groups
were observed after the challenge with a 3,12:A strain of P.m; the higher
score ocurred in group T, as compared to the vaccinated groups, and in
group VA as compared to group V. Microscopic lesions were classified
according to their severity in grades 0 to 3. No grade 3 lesions were
detected in group V.

The stimulation index(IE) used to express the results of the lymphocyte
transformation test, was higher in group V as compared to groups T and VA,
in which the obtained values were under 1. No differences were observed
in the phytohemagglutinin (PHA) intradermal skin test between groups V and
VA. Phagocytic capacity test of alveolar macrophages(MA)demostrated that
MA from animals belonging to group V in the presence of their own sera
showed the highest phagocytic percentage and that from animals belonging
to group V in the presence of their own sera presented the higher adherence
percentage,

Results demostrated that group VA possessed a lower acquired resistance

to the challenge and that this did not correlate to the amtibody titers,

ITI



this findings suggests an impaired cellular immune response. An stimulating
effect of the vaccine on phagocytic capacity of MA was not observed but a
higher adherence was detected. A negative effect of AFL Bl on phagocytic
capacity of MA was not recognized. Results are discussed and compared with

those observed by other authors.
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1. INTRODUCCION

Las aflatoxinas (AFL) son metabolitos tdxicos producidos por ciertas ce-
pas de hongos del género Aspergcllus, de las especies flavus y parasiticus, —-
las que desarrollan sobre diferentes tipos de substratos, en condiciones ade-
cuadas de temperatura y humedad. Las mismas son responsables de cuadros natura
les de intoxicaciones (aflatoxicosis), de la aparicidn de tumores hepdticos y
de procesos de inmunodepresidn en distintas especies. Quimicamente se las ha -
caracterizado por derivados difuranocumarinicos, estables al calor, habiéndose
identificado diferentes fracciones, de las cuales, las md3s frecuentes en condi
ciones naturales son las siguientes: Bl (del inglés "blue": azul), Gl (del in-
glés "green': verde), B2 y G2, denominacidn derivada de la fluorescencia que -
presentan a la luz ultravioleta. Asimismo se han descripto, entre otras, las -
fracciones M1 (del inglé&s "milk": leche) y M2 en la leche de animales previa-
mente expuestos a las fracciones Bl y B2. La mayor toxicidad y el mayor poder
carcinogénico corresponde a la AFL Bl ( 4,6,17,25,31 ).

Las fuentes mids frecuentes de intoxicacidn son los cereales y sus subpro
ductos, como asi también, aquellas raciones de las que forman parte. La presen
cia de los hongos y eventualmente de sus metabolitos se ve favorecida por el -
deterioro de los granos debido a la accidn de insectos, al manipuleo y a los -
prolongados periodos de almacenamiento en ambientes hiimedos con temperaturas -
altas y constantes ( 25,54 ).

Se han descripto cuadros experimentales y naturales de intoxicaciones —-

agudas, subagudas y cronicas en diversas especies domésticas, animales de labo



ratorio y en el hombre. Las aves son mis susceptibles que los mamiferos y en-
tre ellas, los patitos resultan afectados con mayor frecuencia, habiéndose es-
tablecido para ellos una Dosis Letal 50% (DL 50) de 0,3 mg/kg de peso vivo de
AFL Bl (18,39).Entre los mamiferos, los cerdos y los conejos son muy sensi- ——
bles. En estos (ltimos la DL 50 es de 0,3 mg/kg de peso, siendo necesarias do-
sis de 0,05 mg/kg de peso vivo durante periodos no menores de 14 dias, para —-—
producir un cuadro crémico (13, 14, 35)

Se ha considerado a esta iltima especie como un modelo animal adecuado -
para el estudio de la aflatoxicosis, debido a que las dosis tdxicas, los sig-
nos clinicos y las lesiones macro y microscdpicas son similares a los hallados
en cerdos, cabras y bovinos.

A continuacidn se indican las DL 50 en distintas especies: (1,17,25539)

Especie animal DL 50 (mg/kg de AFL Bl)
Pato 0,3
Conejo 0,3
Pavo 0,5
Visdn 0,5 - 0,6
Cerdo 0,6
Gato 0,6
Trucha 0,8
Perro 0,8 -1
Cobayo 1,4 - 2
Rata 5,5 - 17,9
Pollo 6,3
Ratdn 9
Hamster 10,2



Las aflatoxinas son absorbidas en el intestino y de alli transportadas -~
al higado. A nivel microsomal del Reticulo Endospldsmico Liso del hepatocito -
son degradadas a diferentes fracciones; como resultado de este proceso se for-
man compuestos activos 8 - 9 epdxido de AFL Bl, los que uni&ndose a los Acidos
nucleicos ejercen su accidn carcinogénica (1, 12 ). Se ha comprobado que las
células traqueales no ciliadas del conejo presentan una gran sensibilidad a 1la
accidn de las AFL, lo que se deberia al elevado nivel de unidn de estas Glti-
mas con el ADN celular, sugiriéndose que este mecanismo podria actuar como de-
sencadenante de tumores primarios del tracto respiratorio(l5).

Ademis de la accidbn carcinogénica precedentemente descripta, y que surge
de la ingestidn prolongada de AFL, &stas son responsables de intoxicaciones —-
agudas o crdnicas, cuyo drgano blanco es el higado. La gravedad de las lesio-
nes que en €l se producen guarda relacidn con las dosis ingeridas, la edad y -
la especie ( 39,40).

La respuesta temprana a la intoxicacidn crdnica es la hiperplasia de los
conductillos biliares, cambios grasos en los hepatocitos y proliferacidén de te
jido conectivo. En la intoxicacidn aguda se observan necrosis y hemorragias he
paticas ( 18,39). Los signos clinicos mds notables son la inapetencia y la re-
duccidn en la ganancia de peso (1, 13, 48)

Los efectos de las AFL sobre la inmunidad y la resistencia adquirida a -
las infecciones varia de acuerdo a la especie afectada y a los agentes bacte-
rianos involucrados (51,53).Se ha demostrado su actividad inhibitoria sobre la
enzima ADN polimerasa, lo que interfiere el proceso de traﬁscripcién (43,56);

se altera asi la sintesis proteica, hecho que podria relacionarse con una re-



duccidn en la produccidn de anticuerpos (53,63 ). Experimentos realizados en -
pavos y cerdos con distintas dosis de AFL, demostraron la reduccidn en la res-
puesta inmune adquirida frente al desafio con Pasteurelfa multocida vy Erysipe
Lothix rhusiopathiae respectivamente (16,23,50)sin que se comprobara una dis-
minucidn en los titulos de anticuerpos (44,50 ). Ademds, conejos intoxicados -
con AFL Bl equivalente, respondieron a la vacunacidn contra Bordetella bronchi
septica evidenciando una menor resistencia adquirida frente al desafio con la

cepa bacteriana; &€sto se manifestd por una mayor severidad de las lesiones pul
monares macro y microscdpicas, sin que se hallaran diferencias en los titulos

de anticuerpos, con respecto a los controles ( 68 ). En general se considera
que las dosis muy altas de aflatoxinas provocarian la reduccidn de la respues-—
ta inmune mediada por anticuerpos, mientras que en las intoxicaciomes crdnicas
o subclinicas el mecanismo que estaria mis comprometido, seria el de la inmuni
dad mediada por cé&lulas (52,57 ). La actividad de los linfocitos T periféricos
de distintas especies, estd reducida por el efecto de la AFL Bl, lo que se de-
tectd mediante pruebas de transformacidn blastica de los mismos y pruebas cutd
neas de hipersensibilidad retardada (3,45,52).Se ha descripto el efecto inhibi
torio de las AFL sobre la capacidad fagocitica de los macrdfagos, lo que a su

vez estaria relacionado con la accidn que las mismas producen sobre factores -
inespecificos de reaccidn organica, tales como el complemento u otros factores
opsonizantes que estarian presentes en el suero (59,64 ). Al estar afectada la
actividad fagocitica, también podria estarlo el procesamiento del antigeno por
parte del macrdfago y por lo tanto la induccidn de la respuesta inmune mediada

por células y/o anticuerpos (9 ,26,28,30,41,65).



Como se ha indicado anteriormente, si bien se conoce la accidn inmunode-
presora de las aflatoxinas en distintas especies, se desconoce su efecto en --
afecciones respiratorias del conejo producidas por Pasteuwrella multocida, te-
niendo en cuenta ademds que la via de entrada de estas bacterias al organismo,
es diferente que en la mayor parte de los modelos experimentales estudiados. -
En la produccidn de esta entidad prevalecen los serotipos somidticos-capsulares
3:A y 12:A, caracterizadndose la presentacidn aguda por la produccidn de un cua
dro septicémico, observando como consecuencia de ello, lesiones histopatoldgi-
cas correspondientes a un shock endotdxico. La forma subaguda o crdnica se lo-
caliza en particular en el aparato respiratorio y comprende los cuadros des- -
criptos como coriza (rinitis y sinusitis crdnica mucupurulenta), neumonia en-
zodotica (bronconeumonia) y pleuroneumonia. Es causante ademds de otros proce-
sos inflamatorios tales como otitis media, conjuntivitis, metritis, mastitis y
abscesos cutdneos. Se ha considerado a la pleuroneumonia como una forma termi-
nal de la neumonia enzodtica ( 21 ), o bien como una entidad en particular - -
( 49 ), que representa la forma respiratoria mas severa de la pasteurelosis. -
Desde el punto de vista microscdpico se la define como neumonia aguda exudati-
va intersticial, con bronquiolitis, inflamacidn del tejido conectivo intersti-
cial, vasculitis, linfangitis e infiltracidn celular. Asociada a esta lesidn -

es posible observar pericarditis y peritonitis ( 49 ).



2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue comprobar el efecto de la AFL Bl co
mo depresora del aparato inmunocompetente, a través del estudio comparativo --
del grado de proteccidn conferido por una vacuna experimental contra Pasteure-
Lla multocida en conejos.

Para el logro del mismo se procedid a:

- Determinar los titulos de anticuerpos vacunales, las lesiones pulmona-
res macro y microscOpicas y los signos clinicos presentados.

- Evaluar la inmunidad mediada por cé&lulas.

- Determinar la capacidad fagocitica de los macrdfagos alveolares.,



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Fuente de aflatoxina

Se utilizd AFL cruda proveniente de cultivos de Aspergillus flavus, --
provista por el Dr. H. Godoy del Departamento de Microbiologia Agricola del
INTA Castelar. Las muestras contenian una mezcla de AFL B! y AFL Gl. Esta -
iltima, de acuerdo con la bibliografia consultada ( 59 ), se considera la -
mitad de tdxica con respecto ala AFL Bl.Sumando los miligramos de AFL Bl de
la muestra a la mitad del contenido de AFL Gl, surge el valor de AFL Bl - -
equivalente, que fue el que se tuvo en cuenta para la administracidn de la
dosis. La AFL Bl equivalente fue suministrada luego de disolverla con 1 ml
de acetona, diluida en aceite mezcla comestible, con una concentracidn fi-

nal de 0,2 mg/ml.

3.2. Animales de experimentacidn

. Se emplearon 36 conejos convencionales de ambos sexos, con un peso pro
medio de 2,5 kg, provenientes de un establecimiento sin antecedentes de bor
detelosis y pasteurelosis. Los animales se mantuvieron durante 2 meses ante
riores al inicio de los experimentos y hasta su finalizacidn, en un ambien-
te con condiciones adecuadas de temperatura y humedad. Se les controld pre-
viamente los titulos de anticuerpos aglutinantes para Boadetella bronchi-

septica y Pasteunella multoclda, asi como la ganancia semanal de peso y se



les administrd coccidicidas. Se alojaron en jaulas de engorde, recibiendo -
agua y alimento comercial "ad-libitum" libre de micotoxinas (en particular
de AFL). E1 andlisis de alimento se realizd en el Departamento de Microbio-

logia Agricola del INTA de Castelar.

3.3. Disefio de los experimentos

El disefio constd de 2 experimentos, con 18 animales cada uno, realizan
dose por bloques aleatorizados (33 ). Los conejos se dividieron en 3 gru-
pos, constituidos por 6 individuos, denomindndose a cada grupo de la si- -~
guiente forma: 1) Grupo T, testigos, formado por animales sin tratamiento.
2) Grupo V, vacunado con una vacuna oleosa doble emulsidn de Pasteurella --
multocida. 3) Grupo VA, vacunados con la misma vacuna y a los que se les su
ministrd AFL Bl equivalente, por via bucal.

Los animales se distribuyeron al azar para constituir 6 Bloques, com- .

puesto cada uno de ellos por un representante de cada grupo, como se indica

a continuacidn:

Bloques (B) Bl B2 B3 B4 B5 B6 | Animales
Grupos T T T T T T 6
\Y A \Y A \ A 6
VA VA VA VA VA VA 6
Total 18



Los invidivuos pertenecientes a cada bloque, fueron alojados en jaulas

vecinas, recibiendo el mismo tipo de alimentacién.

El Primer experimento tuvo una duracidn de 52 dias.

La muestra de AFL utilizada contenia 81,81% de AFL Bl (63 mg) vy 18,18%
de AFL Gl (14 mg), resultando 90,9% de AFL Bl equivalente. La mismo se dilu
yo en aceite comestible mezcla, para obtener una concentracidn de 0,23 mg/
ml. La dosis administrada al grupo VA fue de 0,05 mg/kg de peso vivo de AFL
Bl equivalente, durante 44 dias, desde el dia 1 del experimento.

Los animales de los grupos V y Va fueron vacunados los dias 1 y 15, --
coincidiendo la primera vacunacidn en el {iltimo grupo con el inicio de la -
administracién de AFL.

Para la determinacidn de los anticuerpos sé&ricos vacunales de los gru-
pos V y VA se extrajo sangre periférica de la arteria central o de la vena
marginal de la oreja, semanalmente, a partir de la primera vacunacidn, du-
rante 6 semanas. Al grupo T se le efectud el control de serologia negativa.

Los tres grupos fueron desafiados con la cepa viva de P. multocida el

dia 44 del experimento, siendo sacrificados por bloques (1T, 1V, 1VA) los -

dias 48, 49, 50, 51 y 52 (los dos bloques restantes).

El Segundo Experimento tuvo una duracidn de 92 dias.
La muestra de AFL utilizada contenia 81,08% de AFL bl (22,5 mg) y - -
18,91% de AFL gl (5,25 mg), resultando 90.457% de AFL Bl equivalent. La AFL

se diluyd en aceite comestible mezcla para obtener una concentracidn de - -



0,25 mg/ml. La dosis administrada al grupo VA fue de 0,05 mg/kg de peso vi-
vo de AFL bl equivalente durante 69 dias. Los animales de los grupos V y VA
fueron vacunados los dias 1 y 15, coincidiendo la primera vacunacidn en el
grupo VA, con el inicio de la administracidn de la AFL.

Para la determinacidn de la inmunidad mediada por células "in vitro'",
se realizd la prueba de transformacidn bl3stica, para lo cual se obtuvieron
linfocitos de sangre periférica el dia 57; y la determinacidén de la inmuni-
dad mediada por cé&lulas "in vivo" mediante una prueba cutinea con fitohe-
maglutinina, se efectud 48 horas antes del sacrificio de los animales, por
bloques. La evaluacidn de la actividad endocitica de los macrdfagos alveola
res se realizd los dias 72, 76, 78, 82, 86 y 92, coincidente con el sacrifi

cio por bloques de los animales.

3.4. Vacuna experimental de Pasteurefla mulitocida

Se elabord con una cepa de Pasteurellfa multocdda aislada de un caso de
campo de pleuroneumonia fibrinopurulenta, la que fue serotificada por el —-
Dr. Keith Rhoades, del National Animal Disease Center, Ames, lowa.,como enel
serotipo somidtico 3,12 y serogrupo capsular A. La bacteria que se mantenia
liofilizada, fue cultivada inicialmente en agar chocolate durante 24-48 hs.
a 372 C. Como medio de cultivo para la produccidn se utilizd agar triptica-
sa §oja (ATS Oxoid) mé@s 10% de sangre ovina y agar Tripticasa Soja m3s 5% de
suero equino normal, incubando 18-20 hs a 372 C. Se efectud control de pure

za y de patogenicidad inoculando 5 ratones por via intraperitoneal. Luego -
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de efectuar la cosecha de la cepa con PBS (solucidén buffer de fosfato), se
inactivd con calor a 372 C mds el agregado de formol (Merck) al 4 %.durante
48 hs. Se realizd el control de esterilidad sembrando en medios de cultivo
para bacterias aerobias, anaerobias ypara hongos, y se determind la concen-
tracion de la suspensidn madre con el Patrdn Internacional de Opacidad. La
vacuna terminada contenia una concentracidn de 3 UIQO (unidades internaciona
les de opacidad)/ml equivalente a 3 x 109 bacterias/ml, en adjuvante oleoso
doble emulsidn tipo Herbert (aceite mineral: Marcol 86 ml; emulsificante: -
Arlacel 4 ml; detergente Tween 80 al 2%)(8,11).

El plan de vacunacidn consistid en la administracidn de dos dosis de
1 ml con 15 dias de intervalo.

En los puntos siguientes se detallan los procedimientos utilizados en

particular, en cada experimento.

3.5. Primer Experimento

3.5.1. Determinacidn de anticuerpos vacunales

Para la deteccidn de anticuerpos aglutinantes contra Pasfeure-
LLa multocida se utilizd la prueba de hemoaglutinacidn pasiva en pla-
ca, seglin lo indicado por Rimler <y Brodjen (60). Para elaborar el an
tigeno se utilizd una cepa de P. mulfocida de conejo recuperada de los
ratones inoculados para la prueba de patogenicidad. Para evitar la pér

dida de la cipsula bacteriana, se repicd nuevamente inoculando ratones
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por via intraperitoneal. Las baterias asi recuperadas se cultivaron en
agar Tripticasa Soja (0xoid) mds suero equino normal (5%). Con poste-
rioridad a efectuarles el control de pureza, se cosecharon con 2 ml de
PBS, luego de 18 hs de incubacidn a 372 C. Se agregaron: 1l ml de solu-
cidén de hyaluronidasa (150 U/ml PBS) y 0,05 ml de tolueno, calentado
durante media hora a 1002 C. Posteriormente la suspensidn bacteriana -
fue centrifugada a 12.000 xg durante 20 minutos, ajustando el sobrena-
dante a 4,5 ml con PBS. Este {iltimo, que contenia el polisacirido cap-
sular, fue mezclado con 0,5 ml de gldbulos rojos de pavo (lavados 3 ve
ces con PBS), incubando durante !l hora y media a 372 C. Los gldbulos -
rojos, asi sensibilizados, se lavaron 3 veces con PBS, conservandolos
en solucidon Alsever hasta ser usados, momento en que se suspendieron -
al 0,57 en PBS. Se utilizaron placas para microtitulacidn efectuando -
diluciones seriadas de los sueros, sobre base 2 en 50 ul de PBS, agre-
gando a cada pocillo igual cantidad de gldbulos rojos sensibilizados,
incubando a temperatura ambiente durante 1 hora y media antes de efec-
tuar la lectura. (7,60).

La extraccidn de sangre de los animales pertenecientes a cada
bloque, se realizd de la vena marginal de la oreja, semanalmente a par
tir de la primera vacunacidn, durante 6 semanas, conservando los sue-

ros congelados a -202 C hasta realizar la prueba.

3.5.2. Desafio con la bacteria viva

La cepa de P. multocida utilizada fue la misma que la empleada
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para la elaboracidn de la vacuna, recuperada del pasaje por ratones.
Se cultivdé en agar tripticasa soja mds 5% suero equino normal. La con
centracibn para realizar el desafio fue de 7.6 X 108 U.F.C./ml inocu-

lando 0,5 ml en cada nostrila, previa anestesia local con xilocaina.

3.5.3. Estudio anatomopatoldgico macro y microscdpico

Los animales fueron sacrificados al finalizar el experimento,
por bloques con dos o tres dias de intervalo entre si. Se les efectud
la necropsia completa. Se registraron los pesos de los pulmones, higa-
dos y bazos; protocolizando las lesiones observadas en los pulmones, -
incluyendo el registro fotografico de los mismos de cara dorsal y ven-
tral. Estas fotografias fueron empleadas para evaluar la extensidn de
las lesiones macroscdpicas por métodos morfométricos (58). E1 método
utilizado consistid en superponer a cada fotografia una trama consti-
tuida por 2592 puntos. Contando el niimero de puntos que constituia ca-
da pulmdn, se establecil el nimero correspondiente al Area lesionada,
estableciendo luego, estadisticamente, las diferencias entre los valo-
res correspondientes a cada pulmdn.

Para el estudio histopatoldgico se extrajeron muestras de pul-
mén derecho del 18bulo cranial e intermedio de cada animal, se fijaron
en formol neutro al 10% incluyéndolas enparafina. Se colorearon con he
matoxilina y eosina. De igual manera se procedid con muestras de bazo
e higado de cada animal. Al observar microscOpicamente cada pulmdn se

asignd un valor de 0 (normal) a 3 (lesidn muy severa) para las vias aé
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reas, tejido alveolar y tejido linfoideo, de acuerdo a la gravedad de
la lesidn. Se considerd grado O para las vias aéreas, ausencia de cam-
bios en la luz de los bronquios y bronquiolos, asi como en la pared. Gra
do l: presencia de exudado en la luz sin cambios en la pared de bron-
quios y bronquiolos (Foto 4). Grado 2: lo indicado en 1 mds la descama
cidn e infiltracidn en la pared de polimorfonucleares o mononucleares
(Foto 5). Grado 3: bronquiolitis obstructiva (Fotoé ). Para los alvéo-
los Grado 0: sin lesiones. Grado l: ligero o moderado engrosamiento de
la pared alveolar por células inflamatorias. Luz alveolar mds bien lim
pia (Foto 7). Grado 2: lo indicado en 1 mids una marcada infiltracién
de mononucleares o polimorfonucleares en la luz alveolar,y presencia -
de exudado en la mayor parte del preparado (Foto 8). Grado 3: lo indi
cado para Grado 2 mis consolidacidn o necrosis (Foto 9). Para la eva-
luacidn del tejido linfoide peribronquial se considerd Grado 0: ausen-
cia. Grado 1l: se visualiza ligera hiperplasia del tejido linfoideo - -
.Grado 2: moderada hipertrofia con deformacidén de la luz bron

guiolar (Foto 10).Grado 3: severa hipertrofia con colapso bronquiolar.
Con respecto al tejido linfoide perivascular, se asignd Grado 1: se vi
sualiza (Foto 11). Grado 2# muy marcado. También se diferencid la pre-~
sencia o no de pleuritié en cada caso (Foto 13).

Se observaron asimismo higados y bazos, indicando la presencia
0 ausencia de lesiones.

Se establecieron estadisticamente las diferencias en cuanto a

las lesiones microscOpicas y sus grados entre los tres grupos. También

(*)YFoto 12
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se efectud el estudio bacterioldgico de todos los animales sacrifica-

dos con el fin de aislar Pasteurella multocida.

3.5.4, Evaluacidn estadistica de los resultados

Se analizaron las diferencias en la ganancia semanal de peso en
tre los tres grupos V, VA y T por andlisis de varianza (Prueba de - --
Fisher) utilizandolo asimismo para evaluar los resultados de los titu-
los aglutinantes correspondientes a las pruebas seroldgicas, expresa-
dos en titulo geométrico medio. Las diferencias entre los pesos de hi-
gados, pulmones y bazos de los animales fueron analizados por ensayo -
de covarianza, prueba de Fisher.

Para evaluar los resultados de las lesiones anatomopatoldgicas

macro y microscdpicas, se utilizd el método de chi cuadrado. (33)

3.5.5. Control clinico

Durante cinco dias previos al desafio y hasta el momentc del sa
crificio se controld diariamente la temperatura y el peso corporal, in

dicando los signos clinicos observados.

3.6. Segundo Experimento

3.6.1. Determinacién de la inmunidad mediada por c&lulas

Para el estudio de la inmunidad mediada por c&lulas se efectua-
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ron extracciones de sangre con anticoagulante (EDTA, Anticoagulante w,
Lab. Wiener, Rosario, Argentina) de la vena marginal o delaarteria cen
tral de la oreja. La sangre obtenida (5 ml) se diluyd al medio en PBS
estéril. Se colocaron 3 ml de sangre sobre un gradiente de Ficoll (Fi-
coll Paque, Pharmacia, Uppsala, Suecia) de 1,5 ml. Se centrifugaron -
durante 20 minutos a 1.500 rpm. Se obtuvo la capa de gldbulos blancos
ubicados en la interfase, lavandolos una vez con PBS. Las células se
resuspendieron en MEM (Eagle's minimun essential medium) adicionado de
200 U.I. de penicilina, 500 ug/ml de estreptomicina, l-glutamina - --
(0,15 mg/ml), 20% de suero fetal bovino y 10 mM de HEPES (buffer), pa-
ra obtener una concentracidn de 1 x 106 células por ml. La viabilidad
fue determinada con colorante de azul tripdn. Las células fueron culti
vadas en microplacas para cultivos de tejidos (Cell Wells, Corning, N.
Y., U.S.A.) y se estimularon tres muestras de cada animal con fitohe-
maglutinina@)(l,ug/pocillo - PHA-M, Gibco, Grand Island, N.Y., U.S.
A.). durante 48 horas. Se realizaron cultivos anilogos, sin mitdgeno.
La PHA estimula la divisidn de los linfocitos T. Se agregd a todos los
pocillos de la placa 0,5 u Ci de 3 H-Metil Timidina (3 H-Metil Timidi-
na; 6,7 Ci/m mol , New England Nuclear Corp. Boston, M.A., U.S.A.); -
18 hs. antes de finalizar la incubacidén, con el fin de marcar las c&lu
las en divisidn por la incorporacidn del material radiactivo al ADN ce
lular. ( 5,19,20,27,29,46).

Cada muestra se filtrd a través de una membrana de fibra de vi-

drio (Sartorius, tipo »*M, Alemania) colocada en un porta-filtro, co-

(*) Fitohemaglutinina (PHA)
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nectado a un Kitasato en el cual se aplicd vacio.

En experimentos de puesta a punto de la técnica se determind me
diante el uso de 3H—Metil Timidina en solucidn, que utilizando 4 lava-
dos de 5 ml cada uno se elimina del filtro 94%; 4,42%; 0,537 y 0,19% -
de la radioactividad total de la muestra, efectuados con agua destilada.

Por lo tanto en este experimento se utilizaron cuatro lavados -
de 5 ml cada uno, los cuales fueron suficientes para separar el mate-
rial radioactivo no incorporado al ADN celular. Los filtros secos fue-
ron colocados en frascos de vidrio conteniendo 5 ml de liquido de cente
lleo (4 g de Omnifluor, New Engalnd Nuclear Corp., Boston, Ma, U.S.A.
por litro de Tolueno).

Las muestras se leyeron en un contador de centelleo liquido - -
(Beckman, LS 100-C, INc, U.S.A.) en el instituto de Fisiologia de la -
Facultad de Agronomia, U.N.L.P. Los valores de las lecturas se expre-
san en cuentas por minuto (c.p.m.). Dividiendo las c.p.m. de las mues-
tras de linfocitos estimuladas con PHA (PHA+) por las c.p.m. de las —-
muestras no estimuladas (PHA-) se obtuvo el Indice de estimulacién (I.
E.) de las mismas.(45,66).

c.p.m. PHA+
IL.E. =

c.p.m. PHA-

Se empled esta t&cnica como una adaptacidn de aquellas en que -
se utiliza un "HARVESTER" Mash II automdtico para el lavado de los fil

tros, por no disponer del mismo en nuestro medio.
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3.6.2, Prueba cutinea de hipersensibilidad

Los animales pertenecientes a los tres grupos se depilaron en -
una zona del dorso, inyectindole en ese sitio, 0,1 ml intradérmica de
PHA-M diluida 1/5 ( 23,24,57 ). A las 24 horas se efectud la lectura,
evaluindose la respuesta mediante la medicidn con calibre de la zona -

de induracidn.

3.6.3. Determinacidn de la capacidad fagocitica de los macrdfagos al-

veolares (MA).

Los animales se sacrificaron y fueron sangrados a blanco para -
obtener el suero de cada uno de ellos.

Se abrid la cavidad tordxica y se disecd el extremo anterior de
la trdquea, obturdndolo con una pinza hemostdtica para evitar la conta
minacidén. El exterior del pulmdn se lavd con PBS estéril a 372 C, se-
cdndolo con gasa est8&ril. Se inyectaron 30 a 40 ml de PBS estéril a —
372 C por el extremo anterior de la traquea, con una jeringa de plasti
co de 50 ml conectada con un tubo de pladstico flexible de 4 mm de did-
metro. Se cerrd la abertura traqueal, se masajed suavemente y se reco-
gid en un tubo de centrifuga, introduciendo una segunda alicuota que -
se unid a la anterior. Se centrifugd a 1.500 rpm a 42 C durante 20 mi-
nutos y se descartd el sobrenadante. El sedimento celular se resuspen-
did con medio 199 ( 38, 70). Se efectud el conteo de las célu-

las con cZmara de Neubauer y se determind la viabilidad con colorante
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azul tripdn. Se cultivaron en tubos de Leighton con laminillas flotan-
tes, con una concentracidn de 1 x lO6 células por ml, agregando 20% de
suero hom6logo o heterdlogo con el fin de determinar si los macréfagos
variaban su actividad fagocitica frente a sueros provenientes de anima
les sometidos a diferentes tratamientos (T, V, VA) ademd3s de sus sue-
ros homdlogos.

Se utilizaron dos tubos por cada combinacidn, totalizando 6 tu-
bos por animal.

Esa combinacidn se realizd seglin el siguiente esquema:

Macrdfagos alveolares del grupo T (MA-T) mds suero (S) de T

- VA m3s S VA

- VAm3s S V

BB B B B B B OB
5

- VAmds S T

Luego de permanecer 30 minutos en contacto se agregd a cada tu-
bo 0,1 ml de un cultivo de 18 hs. de Pasteurella multocida sin inacti-
var, teniendo como referencia de concentracidn la opacidad del tubo N
3 de la escala de Mac Farland correspondiente a 900 millones de bacte-

rias/ml. Se mantuvieron durante 1 hora a 372 C. Al finalizar la incuba
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cidén, se extrajeron las laminillas, se secaron a temperatura ambiente
y se colorearon con tincidn de May - Grunwald Giemsa. Las laminillas
tenidas, se montaron sobre un portaobjeto, con aceite de cedro, proce-~
diendo a su observacidn microscpica con un aumento de 100 x. Se conta
ron como minimo 100 macrdfagos en cada preparado, estableciendo poste-

riormente el porcentaje de fagocitosis o de adherencia.

3.6.4. Evaluacidn estadistica de los datos

La ganancia semanal de peso fue evaluada mediante anilisis de -
varianza (Prueba de Fisher). El porcentaje de fagocitosis y adherencia
de los macrdfagos alveolares se compard por la prueba de G y el indice

de estimulacidn se expresd como cociente del Error Estandard.(33,62).

3.7. Evaluacidn de la ganancia semanal de peso

En ambos experimentos los animales de los 3 grupos se pesaron tres ve-
ces por semana para determinar la ganancia semanal de peso. Las dosis de AF
L (al grupo VA) se suministrd por kilo de peso vivo. Al grupo V se le admi-

nistrd aceite comestible mezcla de acuerdo a su peso.
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4. RESULTADOS

Primer Experimento

Uno de los pard@metros utilizados para considerar el efecto de las aflato
xinas en la intoxicacidn cronica de los conejos fue la ganancia de peso duran-
te el experimento y con posterioridad al desafiIo con la cepa viva de Pasfeure-
La multocida. A lo largo del periodo de administracidn de AFL no se observa-
ron diferencias significativas entre los tres grupos estudiados. Con posterio-
ridad al desafio, Gnicamente el grupo T redujo significativamente la ganancia
de peso. El grupo V arrojé una media de ganancia de peso significativamente ma
yor que el grupo T, no difiriendo del grupo VA que evidencid, sin embargo, des
de el punto de vista numérico, una menor ganancia de peso. (Tabla N2 1, Grafi-
co N2 1).

Los valores de los titulos de anticuerpos expresados como Titulo Geomé-
trico Medio (TGM), en los grupos V y VA, no difirieron significativamente en-
tre si, como se indica en la Tabla N2 2, Grafico N2 2.

Los resultados con respecto a la extensidn de las lesiones neumdnicas ob
servadas macroscOpicamente se expresan en la Tabla N2 3, Gridfico N2 3. Como se
observa hubo diferencia en la extensidn de las lesiones entre los tres grupos,
siendo la misma significativamente mayor en el grupo T (64,41%). Asimismo el -
porcentaje de la lesidén hallado en el grupo VA (6,7%) fue significativamente -
mayor que en el grupo V (0,06%) en que practicamente no se observaron lesiones

macroscdpicas.
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Hubo diferencias significativas entre los tres grupos en relacidn con la
distribucidn de la severidad de las lesiones microscdpicas (clasificadas de 0
a 3), como se indica en la Tabla N2 4, Grafico N2 4. Para el grado 3, el grupo
V no presentd lesiones, mientras que los grupos VA y T no difirieron entre si,
presentando el mismo porcentaje de dreas de pulmdn lesionadas. La ausencia de
lesiones (grado 0) arrojd diferencias significativas entre los grupos T y V, -
siendo éste Ultimo el que presentd un mayor porcentaje de animales no lesiona-
dos (41,77%).

Se observaron diferencias significativas en la distribucidn de las lesio
nes microscOpicas en las distintas zonas del pulmdn (Vias aéreas, Alvéolos, Te
jido linfoideo peribronquial) siendo los alvéolos los que presentaron mayores
porcentajes de lesiones, siguiendo en orden decreciente por el tejido linfoi-
deo y las vias aéreas (Tabla N2 5, Grafico N2 5).

En los alvéolos, el grupo V fue el que presentd un mayor porcentaje - —-—
(41,7%) de &reas no lesionadas (grado 0) difiriendo significativamente con los
grupos VA y T, entre los cuales no se hallaron diferencias significatiQas. Asi
mismo el grupo V no presentd lesiones tipo 3 en alvéolos difiriendo por ello -
de los dos grupos restantes. El grupo T para este Gltimo grado fue el que pre-
sentd el mayor porcentaje, no observindose en &l animales sin lesiones en al-
v8olos. (Tabla N2 6, Grafico N= 6)

En la Tabla N2 7, Grafico N2 7, se expresan los grados de lesidén para —-
las vias aéreas, notidndose que los porcentajes correspondientes a vias a@reas
no lesionadas fueron mayores tanto en el grupo V como en el VA (75% en ambos)

con respecto al grupo T.
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Con respecto a la clasificacidn de las lesiones en el tejido linfoideo -
peribronquial, se observa en la Tabla N2 8, Grafico N2 8, que los dos grupos -~
vacunados fueron significativamente diferentes con respecto al grupo T, presen
tando un mayor desarrollo del tejido linfoideo que este Gltimo.

En la Tabla N2 9, Gridfico N2 9, se indican los resultados en cuanto a —-
las lesiones microscdpicas, clasificadas de 0 a 2, en el tejido linfoideo peri
vascular, no existiendo diferencias significativas entre los tres grupos.

Hubo diferencias significativas entre los tres grupos en lo referido al
hallazgo de pleuritis, siendo el grupo T el mds afectado (50%) siguiendo el —-
grupo VA (16.7%), no hallandose este tipo de lesidn en el grupo V (Tabla N2 10
Grafico N2 10).

No hubo diferencia significativa entre los pesos de los drganos (higado,
bazo y pulmdn) (Tabla N= 11), no observandose lesiones microscdpicas en los hi
gados de los tres grupos estudiados.

En la Tabla N2 12 y Grafico N2 12, se indican las variaciones diarias de
temperatura antes y después del desafio con P. multocdida. Se observa que con -
posterioridad al mismo, el grupo V arrojd una media significativamente menor —-
que los grupos VA y T que no difirieron entre si. Posteriormente al sacrificio
de los animales se recuperd Pasteurellfa multocida de 4 animales testigos y de
un animal del grupo VA, siendo los restantes negativos.

En las fotos 1, 2, 3 se observaron los hallazgos anatomopatoldgicos ma

croscdpicos, de un animal perteneciente a cada grupo.
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Segundo Experimento:

Los resultados obtenidos con referencia a la determinacién
de la inmunidad mediada por células, por la técnica de transformacién bldsti-
ca de los linfocitos T, expresados mediante un Indice de estimulacidn(I.E),
indican que &ste dltimo fue mayor en animales del grupo V. Los valores de I.E
en los grupos T y VA fueron inferiores a 1.(Tabla N°13).

En la Tabla N214 se expresa la respuesta inmune celular a la prueba cu-
tanea con PHA, siendo el diimetro de induracidn cutanea en los grupos V y VA,
variable entre 7 a 10 mm. En el grupo T no se observd induracidn.

La capacidad fagocitica de los MA en los tres grupos de animales en com=-
binacién con sus sueros homdlogos(MA-T mds sT; MA-V mids sV; MA-VA mds sVA)fue
significativamente diferente. Como se observa en la Tabla N215, el grupo T fue
el que presentd el mayor porcentaje de fagocitosis y el grupo V el que manifes-
t6 el mayor porcentaje de adherencia(Fotos N2 13 y 14).

En la Tabla N216 se indican los porcentajes de fagocitosis y adherencia
de los macr6fagos pertenecientes a cada grupo, con las distintas combinaciones
de sueros. Se observa , en general, que de las mismas, aquellas en que se uti-
lizaron sueros de los testigos (MA-T mis sT; MA-VA mas sT) fueron las que pre-
sentaron un mayor porcentaje de fagocitosis, mientras que aquellas en que se
emplearon los sueros de los vacunados(MA-T mds sV; MA-V mis sV; MA-VA mas sV),
presentaron el mayor porcentaje de adherencia.

En el segundo experimento no se registraron diferencias en la ganancia

semanal de peso entre los tres grupos de animales.
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5. DISCUSION

Durante el periodo de administracién de AFL,no se comprobaron signos
clinicos de intoxicacidn, tales como anorexia o pérdida de peso, resultados
que difieren de aquellos obtenidos en estudios previos(68), en que se utilizd
igual dosis de AFL. Sin embargo en este {iltimo, al igual que en los experimentos
realizados en el presente, no se observaron lesiones microscépicas en el higado,
las cuales son indicativas de un cuadro téxico por aflatoxinas, hallazgo Eéste
que difiere de lo observado por Clark y col.(13). Estas diferencias podrian
deberse al tipo de AFL utilizada y a la variabilidad de los pesos de los ani-
males .

Los efectos inmunodepresores de las aflatoxinas se manifiestan,en condicio-
nes de campo y experimentales, por fallas en la eficacia de las vacunaciones y
por una menor resistencia o mayor susceptibilidad a la presentacién de cuadros
infecciosos.

En el estudio realizado, se comprobé una mayor extensidén y severidad de las
lesiones pulmonares macro y microscdpicas respectivamente, en el grupo VA, lo
que expresaria una menor resistencia adquirida en el mismo. Sin embargo, no hu-
bo diferencias en los titulos de anticuerpos , medidos por la prueba de hemoa-
glutinacidn pasiva, entre los grupos vacunados. Estos hallazgos, similares a
los obtenidos por otros autores(36,47),indicarian que los anticuerpos agluti-
nantes dirigidos contra polisacdridos capsulares de la P.multocida, no estarian
en relacidén con el grado de proteccidn conferido por la vacuna y que el efecto
de las AFL en las dosis utilizadas(0,05 mg/kg de AFL Bl equivalente),no se re-

flejaria en variaciones en los niveles de anticuerpos. En efecto, solo las dosis
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altas de AFL (0,1 a 1 mg/Kg) causarian la disminucién en los titulos de anti-
cuerpos (57). Se obtuvieron resultados similares en estudios realizados con
pavos, conejos y cerdos, en los cuales se comprobd la disminucién de la resis
tencia adquirida, sin variacién en los valores de anticuerpos, evaluados por
diferentes métodos (16, 23, 44, 50, 68). Si bien no se ha precisado el meca-
nismo exacto por el cual las AFL producen inmunodepresidn (56), se estima que
el principal efecto de las mismas estaria en relacidén con la inmunidad media-
da por células (55, 65). Se ha comprobado mediante pruebas "in vivo'" e "in
vitro" que los linfocitos T periféricos manifiestan una reduccién en la blas-
togénesis inducida por mitdgenos, debido a la accidén de la AFL Bl (45, 52, 57).

Las dosis de 0,03 mg/Kg de peso en el cobayo, producen una significativa de-
presidn de la respuesta inmuno celular (52). Esto dltimo, también observado
en el grupo VA, avalaria lo expresado anteriormente y permitiria inferir que
los mecanismos de la inmunidad mediada por cé&lulas, serian los responsables de
las diferencias entre los grupos vacunados. Sin embargo son necesarios otros
estudios experimentales para corroborar estos hallazgos, ya que se observd una
gran variabilidad en las lecturas de las cuentas por minuto (cpm), en particu-
lar en el grupo V.

La otra prueba utilizada para evaluar la inmunidad mediada por células,
fue la reaccidn cutdnea a la inoculacién intradérmica con PHA. Este mitégeno,
que promueve la divisidn de los linfocitos T, es un indicador "in vivo" de 1la
actividad de las linfocininas y de la respuesta linfoblastogénica (57). Otros
autores (22, 23, 52, 57) han utilizado esta prueba con esos fines, en forma pa
ralela al uso de pruebas cutdneas de hipersensibilidad retardada, lo que no re

sultd posible en este estudio, pues hubiera significado agregar otra variable
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en la evaluacidén de la respuesta inmune. Por ello, la falta de diferencias en
la induracidén cutdnea entre los grupos V y VA, coincide con aquellos, quienes,
sin embargo, consideran a la prueba de hipersensibilidad retardada como un in-
dice mds adecuado para la evaluacidn "in vivo' del efecto de las AFL sobre la
inmunidad celular.

En la evaluacidn general de la respuesta inmune producida, se hace necesa
rio considerar el efecto del adjuvante utilizado con la vacuna. El mismo acti
a por un lado, produciendo un aumento del niimero de linfocitos circulantes o
fijos y por el otro, estimulando a los mismos a la produccidn de anticuerpos
(10,42,67).As1, la hiperplasia del tejido linfoideo peribronquial, observada
en los animales vacunados en el primer experimento, podria atribuirse a la ac-
cidon del adjuvante.

Estudios "in vitro'" han demostrado que las AFL disminuyen la accién de cier
tas sustancias relacionadas con la resistencia inespecifica tales como el com-
plemento y el interferdn, asi como también la capacidad fagocitica de los ma-
cr6fagos alveolares (37, 56, 59, 64, 65). En relacidén con esto {ltimo se eva-
lud el efecto de las mismas sobre la capacidad fagocitica de los M.A,ya que es-
tas células cumplen un rol importante en la produccidn de la respuesta inmune a
través del procesamiento y presentacién de los antigenos ante los linfocitos T
y B (LT y LB) (28, 30, 61). En el experimento realizado no se comprobé un efec
to negativo de la AFL Bl sobre dicha capacidad o sobre sustancias presentes en
el suero. Cuando se utilizaron M.A y sueros de conejos a los que se les sumi-
nistrd AFL Bl, en dosis de 0,03 a 0,09 mg/Kg durante 2 semanas, se comprobd u-

na menor estimulacidén para la fagocitosis, cuando se compararon con testigos(59).
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Las diferencias con el trabajo realizado, podrian asignarse al periodo de
tiempo transcurrido entre la finalizacidn de la administracién de AFL y la
obtencidén de los macréfagos. El aumento del indice de fagocitosis, observa
do con el suero de los animales del grupo T, en las diferentes combinaciones
utilizadas, fue una constante. Este efecto, que podria deberse a un mecanis
mo de fagocitosis inespecifica, podria explicar en parte la mayor extensién
y severidad de 13s lesiones pulmonares en los animales no vacunados. La ra-

pida internalizacidn de Pasteurella multocida dentro de los M.A en animales

no inmunes, facilitaria la ruptura de los fagolisosomas y la liberacidn de

hidrolasas lisosdmicas al interior de la célula o bien su liberacidén al me-~

dio externo. Los mecanismos citados, como asi tambien la presencia de toxi-

nas bacterianas citotdxicas para los M.A (12, 32, 34, 61) y la liberacién de

las enzimas lisosomales, favorecerian por un lado, mediante un factor quimio

tactico (32, 61) la presencia de gran nimero de neutréfilos a nivel alveolar,

principal c&lula inflamatoria observada en la pasteurelosis del comejo (21, 49).
Por otro lado, facilitaria el dano celular, mediante la eliminacidn de elas~

tasas y colagenasas, enzimas que actuarian sobre las principales proteinas

constituyentes de la pared alveolar (32, 61). Esta hipdtesis se contrapone en

parte con resultados obtenidos en bovinos inmunizados contra Pasteurella haemo-

lytica, en los que se observs, luego de desafiarlos con la misma bacteria, una
mayor extensidn y severidad de las lesiones pulmonares con respecto a los tes-
tigos, postulandose en este caso que la fagocitosis especifica, mediada por an
ticuerpos y complemento, favoreceria la ingestidn de gran niimero de bacterias

con la consiguiente muerte celular y liberacidn de enzimas lisosomales al medio

externo (34). Otro parimetro de la actividad fagocitica evaluado, fue la adhe-
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rencia de la P. multocida a los M.A. Independientemente del grupo de origen
del macrcfago utilizado, la incubacién con sueros de conejos vacunados, favo
recidé este proceso. Se infiere que la presencia de anticuerpos especificos
asi como fracciones de complemento conjuntamente con la de receptores para
la porcidn Fe del anticuerpo, presentes en dichas c&lulas, facilitaria el
fendmeno de adsorcidn de los inmunocomplejos a los M.A, proceso Eéste que per
mitirfa una fagocitosis progresiva y coordinada que evitaria la agresidn li-
sogdmica, hipdtesis &sta que requiere corroborarse experimentalmente. Los
resultados obtenidos utilizando como modelo M.A de conejos inmunizados con-
tra P. multocida, en contacto con ésta, fueron similares a aquellos observa
dos con M.A de bovinos inmunizados contra P. haemolytica (69). En ambos ca
sos, no hubo correlacidn entre la existencia de un estado de resistencia ag

"o

quirida y un incremento de la fagocitosis evaluada por pruebas "in vitro".
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CONCLUSIONES

De los datos aqui analizados podemos concluir que:

Se observd una menor resistencia adquirida en los animales tratados con
aflatoxinas, la que no estaria relacionada con los titulos de anticuer-
pos conferidos por la vacunaciodnm.

Los valores del IE, como expresidn de la inmunidad mediada por células,
fueron mayores en el grupo vacunado, lo que permitiria inferir que los
mecanismos de inmunidad celular serian los responsables de las dife-
rencias entre los grupos vacunados.

Los MA de los animales testigos fueron los que presentaron los mayores
porcentajes de fagocitosis en presencia de sus sueros y los de animales
vacunados el mayor porcentafe de adherencia. Por ello se sugiere que la
presencia de anticuerpos especificos, asi como de fracciones de comple-
mento conjuntamente con los receptores para la porcidén Fc del anticuerpo
en el MA, facilitaria el fenomeno de adsorcidén de inmunocomplejos, per-
mitiendo una fagocitosis progresiva y coordinada.

No se observaron signos clinicos ni lesiunes en higado con la dosis
utilizada , la cual sin embargo aparenta ser suficiente para producir

una alteracidén en la respuesta inmune.
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Grafico N2 l: Aumento semanal de peso expresados en gramos
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Grafico N2 2: Titulos de anticuerpos hemoaglutinantes expresados

en Titulo Geométrico Medio (T.G.M.)
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Grifico N2 3: Extensidn de las lesiones macroscdpicas en pulmdn

expresadas en porcentajes.
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Grafico N2 4:

Distribucidn de las lesiones microscdpicas en
pulmdn clasificadas de 0 a 3 por su gravedad,

expresadas en porcentajes.
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Grafico N2 5: Distribucidn de los grados de lesiones microscdpicas

en tres zonas del pulmdén (vias aéreas, alvéolos, te-
b 3

jido linfoideo).
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Grafico N2 6: Distribucidn de las lesiones (clasificadas de

0 a 3) en los alvéolos.
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Grafico N2 7: Distribucidn de las lesiones microscépicas en

las vias aéreas.
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Grafico N2 8: Distribucidn de las lesiones microscdpicas en el

tejido linfoide peribronquial.
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Grafico N= 9: Distribucidn de las lesiones microscdpicas en el

tejido lindoide perivascular del pulmén.
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Grafico N2 10: Distribucidn de las lesiones microscdpicas

pleuras (presencia o no de pleuritis).
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Grafico N2 12: Variaciones diarias de temperatura antes y

después del desafio.
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TABLA N= 13: Indice de estimulacién de los linfocitos T

periféricos.

C PHA I.E
T e
Grup;_T 210.2 259.1 0.8
Grupo V. 156.3 0040 6.4
Grupo VA 80.9 0.2 07

PHA : Muestras estimuladas con PHA
C : Muestras Control
c.p.m.: Cuentas por minuto

I.E. : Indice de estimulacidn expresado como cociente de
Error Estandard de las c.p.m.
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TABLA N°14: Prueba cutdnea con PHA

T \ VA
c/i 0 4(667%) 6(100%) 10(55%)
S/i 6 (100%) 2(34%) 0 8(45%)
TOTAL 6 6 6 18(100%)

C/i: con induracidén cutanea

S/i: sin induracioén cutdnea

T fue significativamente diferente de V y VA, que no difirieron

entre si(p « 0,01)
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Tabla Mo 15 FORCEMTAJE DE FRGOCITOSIS Y ADHEREHMCIA

OE LOS MACROFAGOS ALYECLARES
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H 115,68 #E$ V3,6 SO
N¥ol+— 13,82 04— 27.82
Tob., 233,89 1003, & IT4.8 2ETH

]
8

F : Fagocitosis

A : Adherencia

MA: Macrdfago alveolar

S : Suero

T : Grupo T; V: Grupo V; VA: Grupo VA
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Foto N 1: Pulmdén de un animal testigo: se observa una extensa area

de pleuroneumonia fibrinopurulenta.
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Foto N 2: Pulmdn de un animal del grupo VA: se observan focos de
conscolidacién.(a) con localizacidn en 1dbulo cranial.

Foto N 3: Pulmdén de un animal vacunado. No se observan lesiones

macroscdpicas.
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Foto N2 4: Vias aéreas: Grado l: presencia de escaso exudado en la luz,
sin cambios en la pared del bronquiolo. H&E. 40 x.

Foto N2 5: Vias aéreas: Grado 2: Lo indicado en 1 m3s la descamacidn e
infiltracidn en la pared de polimorfonucleares y mononuclea-
res. H&E. 40 x.
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Foto N2 6: Vias aéreas: Grado 3: bronquilitis obstructiva (a) epitelio
relativamente normal. (b) detritus celular y exudado que obs
truyen la luz del bronquiolo. H&E. 40 x.

Foto N2 7: Alv@olos: Grado 1: Ligero o moderado engrosamiento de la pa-
red alveolar por c&lulas inflamatorias. (a) H&E. 40 x.
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Foto N= 8: Alvéolos: Grado 2: lo indicado en 1 mds una marcada infiltra
cidén celular en la luz alveolar. H&E. 40 x.

Foto N2 9: Alvéolos: Grado 3: Lo indicado en 2 mas consolidacibn o ne-
crosis. H&E. 40 x.
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Foto N2 10: Tejido linfoide peribronquial. Grado 2: Moderada hipertro-
fia (b) con deformacidn bronquiolar. H&E. 10 x.

Foto N2 11: Tejido linfoide perivascular. Grado l: se visualiza.
(a) vaso sanguineo. (b) tejido linfoideo. H&E. 40 x.
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Foto N2 12: Tejido linfoideo perivascular. Grado 2: se visualiza muy
marcada hipertrofia (B). vaso sanguinec (a). H&E. 40 x.

Foto N2 13: Pleuritis. (a) Exudado inflamatorio sobre la superficie
pleural. (b) linfangiectasia. H&E. 40 x.
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Foto N l4: a) Macrdfago alveolar con bacterias adheridas a su superficie.
Coloracidon de May Grunwald Giemsa. 100 x.

Foto N 15: Macrdfago alveolar con bacterias fagocitadas en su interior
Se observan vacuolas fagociticas. Coloracidn de May Grunwald
Giemsa. 100 x.
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