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ABREVIATURAS

Abreviatura Significado )

B1 Bovino experimental #1

B2 Bovino experimental #2

D. hominis Dermatobia hominis

L1 Larva de primer estadio

L2 Larva de segundo estadio

L3 Larva de tercer estadio

M. granulomatis Mannheimia granulomatis

PCR Reaccion de polimerasa en cadena
p.i. Post infeccion

RAPD _ Amplificacion aleatoria del polimorfismo del DNA



A. RESUMEN

La lechiguana es una enfermedad de los bovinos definida como una paniculitis
fibrogranulomatosa proliferativa. Se caracteriza por una tumoracion subcutanea de
crecimiento rapido, con marcada proliferacion de tejido fibroso, que puede ocasionar
la muerte del animal. Este trabajo tuvo como objetivo confirmar la hipétesis de que la
lechiguana es una enfermedad causada por una asociacion entre el parasitismo de la
Dermatobia hominis (D. hominis) y la presencia de Mannheimia granulomatis (M.
granulomatis). Dos bovinos fueron infectados con larvas de la mosca, mientras que
solo uno de ellos fue infectado con la bacteria. Las muestras biopsias de las lesiones
fueron tomadas a los 7, 14, 21 y 28 dias para su posterior estudio histopatolégico, de
inmunohistoquimica y de microscopia electronica. En el animal infectado solo con
larvas, las lesiones histoldgicas se caracterizaron por dermatitis con infiltracion de
eosinofilos, presencia de células mononucleares y proliferacion de tejido conectivo.
La inoculacion simultanea de D. hominis y M. granulomatis provoco, ademas de las
lesiones caracteristicas de la parasitosis, linfangitis y microabcesos eosinofilicos,
similares a los observados en casos espontaneos de la enfermedad. En las muestras
tomadas a los 28 dias posteriores a la infeccion bacteriana, se observo, tanto en la
prueba inmunohistoquimica, como a través de la microscopia electronica la presencia
de cuerpos bacterianos aparentemente intactos en el interior de fagosomas
macrofagicos, sugiriendo que la bacteria queda dentro de los macrofagos hasta que
algin factor desconocido, desencadene el desarrollo de la enfermedad. La M.
granulomatis fue aislada de larvas recolectadas a los 42 dias después de la
inoculacién. Tal hecho demuestra que la bacteria puede sobrevivir dentro de la larva,
actuando esta como un vector. La prueba de amplificacion aleatoria del polimorfismo
del DNA (RAPD) fue realizada en cepas aisladas de lesiones espontaneas de la
enfermedad, no siendo observadas diferencias gendmicas entre las muestras. Los
cultivos celulares de fibroblastos de embridn de pollo sirvieron para determinar que la
M. granulomatis es capaz de estimular la proliferacion de estas células, sdlo cuando

estuvieron presentes macrofagos activados previamente con la bacteria.
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C. SUMMARY

The lechiguana is a defined illness of cattle defined as a proliferating
fibrogranulomatous panniculitis. It is characterized by a subcutaneous engrossment of
quick growth, with marked proliferation of connective tissue that can cause the death
of the animal if it is not treated. The goal of the present work was to confirm the
hypothesis that the lechiguana is an illness caused by an association between the
parasitism of Dermatobia hominis (D. hominis) and the presence of Mannheimia
granulomatis (M. granulomatis).

Two bovine were infected with larvae of the fly, while only one of them was infected
with the bacteria. The samples biopsies of the lesions were taken at the 7, 14, 21 and
28 days p.i. for their later histopatological, immunohistochemical and of electronic
microscopy studies. In the animal just infected with larvas, dermatitis with
eosinophilic infiltration, presence of mononuclear cells and proliferation of
connective tissue characterized the histological lesions. The simultaneous inoculation
of D. hominis and M. granulomatis caused, besides the characteristic lesions of the
parasitosis, linfangitis and eosinophilic microabscesses, similar to those observed in
spontaneous cases of the illness. In the samples taken after 28 days of the bacterial
infection it was observed, immunohistochemically as well as through the electronic
microscopy the presence of apparently intact bacterial bodies inside macrophages
fagosomes, suggesting that the bacteria is inside the macrophages until some
unknown factors can trigger the development of the illness. M. granulomatis was
isolated from larvae gathered 42 days after inoculation. Such a fact demonstrates that
the bacteria can survive inside the larva that acts as a vector. The random
amplification polymorphism of the DNA test (RAPD) was carried out in isolated
stumps of spontaneous lesions of the illness, not being observed genomic differences
among the samples. The tissue culture of embryo chicken fibroblasts were appropriate
enough to determine that the M. granulomatis is able to stimulate the proliferation of
these cells but only when macrophages activated previously with the bacteria were

present.
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E. INTRODUCCION
E.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

La lechiguana es una enfermedad de los bovinos definida como una paniculitis
fibrogranulomatosa proliferativa. Se caracteriza por una tumoracion subcutidnea de
crecimiento rapido, con marcada proliferacion de tejido fibroso que, cuando no es
tratada, ocasiona la muerte del animal en un periodo de 3 a 8 meses.

La enfermedad fue observada por primera vez en un area de sierra y montes nativos
de aproximadamente 500.000 hectareas, préxima al municipio de Pelotas, en Rio
Grande do Sul (24). Posteriormente Pereira et al. (19) describieron un caso
proveniente del municipio de Cachoeira do Sul, localizado en otra region de Rio
Grande do Sul, y otros casos provenientes de los Estados de Santa Catarina, Parana,
Sao Paulo (6) y Minas Gerais (31). Mas recientemente constataron el aislamiento de
la bacteria en Australia (7) y Dinamarca. (4).

Todos los casos de lechiguana fueron observados en animales geograficamente
localizados en areas donde el parasitismo por Dermatobia hominis (D. hominis) es
frecuente. Afecta animales de todas las edades, razas y sexos. (24).

Clinicamente, la enfermedad se caracteriza por el desarrollo de grandes masas
tumorales de consistencia dura localizadas, generalmente, en la region de la escapula
aunque también pueden tener otras localizaciones. En un estudio de la enfermedad, la
lesion estaba localizada en la region de la escépula y sus proximidades en 14 de los 18
casos. Dos casos presentaron la lesion en la region glatea, uno en la region dorso-
lumbar y otro en la region pectoral (14, 24). Posteriormente Pereira (18) al estudiar
casos espontaneos de la enfermedad, encontraron lesiones localizadas en la region de
la escapula y sus proximidades en 15 de los 18 animales analizados. Los otros 3 casos
se localizaban en la pared del abdomen, la region lumbar y en la region glutea.

Una caracteristica marcada de esta enfermedad es el rapido aumento de tejido fibroso
durante el desarrollo de la misma, asi como la rapida regresion de la lesion después
del tratamiento con antibidticos. Los mecanismos patogénicos que determinan este
rapido crecimiento y reabsorcion de tejido fibroso, asi como otros aspectos de la
patogenia de la enfermedad son desconocidos.

La evolucion clinica es rapida y en la mayoria de los casos descriptos varia de 2 a 12
meses. Las masas subcutaneas desarrollan dimensiones maximas de 45 a 50 cm de

diametro, sobresaliendo de 5 a 25 cm sobre la superficie de la piel. La piel que cubre



el abultamiento se presenta engrosada, escamosa y la mayoria de los casos, con
alopecia, pudiendo también estar ulcerada, presentando nédulos de D. hominis. La
presencia de lesiones se ve siempre acompafiada de un aumento del tamafio de los
linfonddulos regionales y emaciacion progresiva, llevando a la muerte del animal si la

enfermedad no es tratada (24).

E.2. CARACTERISTICAS DE LAS LESIONES OBSERVADAS EN LA
ENFERMEDAD

Macroscopicamente, la lesion se caracteriza por proliferacion de tejido fibroso muy
consistente, blanco, con formaciones amarillas de hasta 1 mm de didmetro dispersas
en el tejido conjuntivo. La lesidn es altamente vascularizada y esta envuelta por una

capsula de aproximadamente 3 cm de espesor Fig. 1.

Fig.1. Aspecto macroscopico de la lesion en la lechiguana.
Se observa un tejido fibroso blanco incrustado de pequefias tormaciones amarillentas.

Histologicamente, se observa una marcada proliferacion de tejido fibroso muy
vascularizado, formando haces entrelazados de colageno, donde gran parte de las
fibras estan calcificadas. Aparentemente, la lesion primaria estaria representada por
una linfangitis eosinofilica que induciria una oclusion linfética, la cual produciria la
destruccion de la pared del vaso linfatico con la formacion de microabscesos

conteniendo gran cantidad de leucocitos polimorfonucleares (Fig.2).
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Fig. 2 Aspecto microscopico de la lesion de lechiguana.

A. Oclusién linfética inducida por la presencia de material eosinofilico. HE. x100.

B. Mayor detalle de la imagen A mostrando el material eosinofilico acumulado en la
pared del vaso (punta de flecha) y la ruptura del mismo. Se observa, ademas,
material eosinofilico semejante a corpusculos de Splendore-Hoeppli (flecha). HE.
200X.

En algunos casos, se forman pequefios granulomas que ocasionalmente presentan
rosetas con colonias de bacterias en el centro. Numerosos eosin6filos y menor namero

de linfocitos, plasmocitos y neutrofilos se encuentran entre el tejido fibroso (24).
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E.3. ETIOLOGIA PRESUNTIVA

E.3.1. Etiologia bacteriana

La etiologia de la enfermedad no ha sido totalmente establecida, pero algunos estudios
sugieren una asociacion entre el parasitismo de la Dermatobia hominis (D. hominis) y
la presencia de una bacteria Gram negativa, primitivamente denominada Pasteurella
granulomatis. Esta bacteria fue aislada en 30 de 40 casos de la enfermedad, mientras
que en los 10 casos restantes, fue detectada mediante métodos inmunohistoquimicos
(23).

A partir de un estudio realizado mediante hibridizacion de DNA-DNA vy
secuenciamiento de 16S de rRNA, la bacteria fue reclasificada dentro del género
Mannheimia, siendo actualmente reconocida como Mannheimia granulomatis (M.
granulomatis) (4).

Ha sido sugerido que tanto la M. granulomatis, como agente causal primario y la D.
hominis, que actuaria en la transmision de la enfermedad y/o en el desarrollo de la
lesion serian los agentes responsables de la patogenia de la enfermedad.

La participacion de la bacteria M. granulomatis estaria fuertemente sustentada por las
lesiones histologicas con presencia de rosetas conteniendo bacterias en el centro de la
lesion; la recuperacion de todos los animales tratados con cloranfenicol, al cual la
bacteria es sensible; el aislamiento de M. granulomatis en 24 de 31 casos en que
fueron realizadas biopsias profundas del abultamiento escapular y en 2 casos en los
que el material fue obtenido mediante necropsia; y por la reproduccion experimental,
en 3 animales, de una lesion similar a las observadas en los casos espontaneos (14, 18,

24).

E.3.1.1. Caracteristicas culturales de la bacteria

La M. granulomatis es un cocobacilo o bacilo Gram negativo, aerobico, que presenta
un buen crecimiento en agar sangre ovino en 24 horas a 37°C, produciendo colonias
grises, redondas y de 1 a 2 mm de didmetro. Sus principales caracteristicas
bioquimicas incluyen: reaccion positiva para oxidasa, catalasa, reduccion de nitrato,
B-glucuronidasa (PGUA) y B-galactosidasa (ONPG). Se obtiene acido, pero no gas, a
partir de glucosa, galactosa, sacarosa, lactosa (7 dias), maltosa (7 dias), celobiosa (7

dias), sorbitol, manitol (7 dias), salicina y esculina. No hay formacion de acido o gas a
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partir de arabinosa, xilosa, ramnosa, manosa, trealosa, melobiosa, adonitol, dulcitol e
inositol. Se observan reacciones negativas para indol, reduccion de nitrito, ureasa, H,S
(triple sugar iron), gelatinasa, B-xilosidasa (PNPX), fenilalanina desaminasa, lisina
descarboxilasa, arginina descarboxilasa-dihidrolasa y ornitina descarboxilasa (21).
Veit et al (32), utilizaron la técnica de Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR), con
los inductores (primers) T3/T7, con el objetivo de establecer diferencias entre 13 cepas
de M. granulomatis y a su vez, diferenciarlas de otras especies bacterianas, tales
como: Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida y Actinobacillus lignierese,
logrando identificar las 13 cepas de M. granulomatis y pudiendo diferenciarlas de las
otras 3 especies bacterianas. Se concluyd también que uno de los 13 aislamientos de
M. granulomatis podia ser genéticamente diferente de los demdas ya que presentd
variabilidad en la intensidad de algunas bandas.

En un trabajo realizado en el Centro de Biotecnologia de la Universidad Federal de
Pelotas, se intent6 extraer plasmidos en dos cepas de M. granulomatis utilizando
diversas técnicas de biologia molecular, aunque con resultados negativos en todas
ellas, lo que llevo a la conclusion de que no hay evidencia de la presencia de
plasmidos en esta bacteria.

En 9 cepas de M. granulomatis se utilizé la técnica de RAPD (Amplificacion
Aleatoria del Polimorfismo del DNA), que se basa en la amplificacion de DNA a
través de la técnica de PCR usando primers al azar, para diferenciar cepas que
presentan diferencias a nivel gendmico. El resultado revel6 que de las 9 cepas
analizadas, 8 presentaron un perfil de bandas muy semejantes, mientras que una
muestra presenté un perfil completamente diferente (Dellagostin & Ladeira, 1996 -
datos no publicados), siendo clasificada posteriormente como Pasteurella haemolytica
(Carter, GR; 1998, comunicacion personal).

Al estudiar la actividad hemolitica y leucotoxica de algunas cepas de M.
granulomatis, Veit et al. (33) observaron diferencias entre ellas, sugiriendo que las
actividades hemolitica y leucotdxica podrian tener cierto efecto sobre la patogenicidad

de la bacteria en bovinos susceptibles.

E.3.2. Etiologia parasitaria
La participacion de D. hominis en la transmision de M. granulomatis y/o en el
desarrollo de la lesion estaria indicada por la localizacion anatdmica de las lesiones de

ambas enfermedades (preferentemente en la region de la escapula y sus
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proximidades); por la distribucion geografica de las dos enfermedades en la region sur
de Rio Grande do Sul, y por la disminucion de la frecuencia de los casos de
lechiguana, concomitantemente con el aumento del uso de garrapaticidas piretroides a
partir de 1985, que al controlar a los vectores de D. hominis, indujeron una
disminucidn en la incidencia de esta parasitosis (14).

Las larvas de D. hominis producen una lesion en el tejido subcutaneo caracterizada,
macroscopicamente, por un aumento en el volumen del tejido. Las lesiones se
corresponden con la presencia de numerosos nddulos conteniendo un exudado seroso
o purulento, que presentan orificios en la superficie de la piel.

El periodo larvario se desarrolla durante 39 a 50 dias en los bovinos. En este periodo
el parasito atraviesa tres etapas distintas. En las dos iniciales (L1 y L2), las larvas se
caracterizan por ser dinamicas, muy activas, de rapido crecimiento, por comer en
abundancia y causar gran malestar. En la tercera etapa (L3), el parasito se torna
tranquilo, come poco y causa menos problema al animal. Su longitud definitiva es de
18 a 24 mm, el extremo anterior de la larva es ancho y esta provisto de hileras dobles
de ganchos en forma de espinas, la porcion posterior es mas delgada, lisa y retractil.
Cuando se prepara para dejar al hospedador, el orificio respiratorio se agranda e inicia
su recorrido hacia fuera por medio de las coronas de ganchos que rodean su cuerpo (9,
17, 30).

Histologicamente, la lesion presenta numerosos neutrofilos y eosinofilos necrosados
alrededor de la larva rodeados, en la periferia, por edema e infiltracion de eosinéfilos,
mastocitos y células mononucleares indiferenciadas. En la dermis se produce una
dermatitis, preferencialmente perivascular, con infiltrado de células mononucleares y
eosinofilos. La epidermis se presenta ulcerada en la superficie de los nddulos y con
acantosis en las areas proximas a la ulceracion (18).

Pereira (18) estudié dos lesiones fibroproliferativas, causadas por las larvas de D.
hominis, clinicamente similares a la lechiguana. Histolégicamente, estas lesiones se
caracterizaban por la proliferacion de tejido fibroso con granulomas focales,
conteniendo larvas de la mosca. No se observaron ni linfangitis eosinofilica ni
calcificacion de fibras colagenas. El autor sugiere que dado que D. hominis produce,
ocasionalmente, una reaccion fibrogranulomatosa, esta podria ser la lesion inicial de

la lechiguana cuando el animal esté infectado con M. granulomatis.
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E.4. ESTUDIOS EXPERIMENTALES

Con el objetivo de determinar si D. hominis es un portador de M. granulomatis,
Ladeira et al. (14) realizaron el estudio bacteriologico de larvas y de lesiones causadas
por D. hominis en bovinos de 3 campos diferentes, en 2 de los cuales nunca se habian
registrado casos de lechiguana. En el tercer campo habia un bovino cursando la
enfermedad en el momento de la recoleccion del material. Se sembré material de 23
larvas y de lesiones ocasionadas por estas y se aislo M. granulomatis de 4 larvas y de
dos lesiones de un animal perteneciente a uno de los campos donde nunca habian sido
registrados casos de la enfermedad. La Tabla 1 muestra la distribucion de larvas y

lesiones extraidas de cada campo.

Ubicacion Animales Cantidad de larvas y Aislamiento de M.

- muestreados lesiones analizadas granulomatis
Campo 1 2 13 En 4 larvas y 2 lesiones
Campo 2 3 8 Negativo
Campo 3 2 2 Negativo

Tabla 1. Distribucion del material obtenido para la determinacion de la presencia de
M. granulomatis

Con el mismo propésito de Ladeira ef al. (14), Pereira et al. (19), realizaron un
estudio bacteriologico utilizando 72 larvas y el mismo numero de exudados
provenientes de lesiones espontaneas de D. hominis, no habiendo aislado M.
granulomatis en ningun caso. M. granulomatis tampoco fue aislada de moscas, larvas
y huevos producidos en el laboratorio, provenientes de lesiones previamente
inoculadas con suspension bacteriana.

Ladeira et al.,, (14) y Riet-Correa et al. (24) describen diversas tentativas de
reproduccion experimental de lechiguana mediante la inoculacion de M.
granulomatis, por diferentes vias (intramuscular, subcutanea, intradérmica e
intralinfatica), con y sin adicion de adjuvante completo de Freund, saponina o0 mucina
gastrica, con o sin pasajes previos de la bacteria en ratones, en bovinos que nunca
habian presentado la enfermedad clinica y en otros que ya habian sufrido la
enfermedad. De los 82 bovinos inoculados por alguna de las diferentes formas
mencionadas, solo se reprodujo la enfermedad en 3 animales.

Riet-Correa et al. (24), realizaron 4 experimentos para intentar reproducir

experimentalmente la enfermedad. En el primer experimento, utilizaron 9 bovinos de
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ambos sexos, con edades que variaban de 6 meses a 9 afios, los cuales fueron
inoculados por via intramuscular, subcutanea e intradérmica con una suspension de M.
granulomatis en solucion salina, en concentracion equivalente a la escala N° 3 de Mc
Farland, habiendo producido, en todos los casos, abscesos que median de 5 a 14 cm
en el sitio de inoculacion, los cuales remitieron espontaneamente en 15 a 34 dias. M.
granulomatis fue aislada de todos los abscesos. En el segundo experimento, fueron
inoculados 2 bovinos de 6 a 8 meses de edad, por via subcutanea, con un macerado de
material de biopsias extraido de casos espontineos de la enfermedad, habiendo
obtenido resultados similares a los del primer experimento, con aislamiento de M.
granulomatis. En el tercer experimento, 3 bovinos utilizados en el experimento 1
fueron inoculados por via subcutdnea con 2 ml de suspension de la bacteria. Los
resultados también fueron similares a los obtenidos a los dos ensayos previos. En el
cuarto experimento se realizaron inoculaciones por vias subcutanea e intramuscular en
3 animales, tratados previamente con cloranfenicol y recuperados de la enfermedad,
produciendo, en todos los casos, abscesos similares a los del primer experimento.
Esos abscesos, en forma similar al primer experimento, también remitieron
espontaneamente. En uno de los animales se observd una lesion en la region de la
escapula similar a las de los casos espontaneos, la cual media 28 cm de didmetro y 12
cm de altura hacia al 34° dia, aumentando rapidamente hasta llegar a los 40 cm de
didmetro y 17 cm de altura, hacia en 41° dia. El examen histologico de la biopsia
obtenida el 34° dia revel6 una proliferacion de tejido conjuntivo laxo infiltrado por
neutréfilos, eosindfilos y algunos linfocitos. El estudio realizado 7 dias después (dia
41) mostr6é un tejido conjuntivo mas denso, algunas fibras colagenas calcificadas y
una mayor frecuencia de eosindfilos en comparacion con los neutréfilos. En el dia 41
también se observaron microabscesos conteniendo leucocitos polimorfonucleares
eosinofilos y neutrofilos dentro del tejido fibroso. M. granulomatis fue aislada de la
lesion experimental.

La reproducciéon experimental de la enfermedad fue propiciada también mediante la
inoculacién de la suspension bacteriana en lesiones naturales de D. hominis (14). Para
ello fueron utilizados 6 bovinos, logrando reproducir la enfermedad en apenas uno de
ellos. En el 34° dia posterior a la inoculacion, fue observada una lesion que presento
caracteristicas clinicas e histologicas similares a las observadas en casos espontaneos
de la enfermedad. El periodo entre la inoculacion y la observacion de la lesion fue el

mismo descrito por Riet-Correa et al. (24), quienes reprodujeron la enfermedad
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inoculando un animal por via subcutdnea sin infeccion previa por D. hominis. Este
hecho y los resultados negativos obtenidos en los demas experimentos, asi como la
baja frecuencia de la enfermedad comprueban que la sola presencia de la bacteria no
determina el desarrollo de la lesion, siendo necesarios factores asociados al huésped
para que esta se desarrolle.

El desarrollo de la enfermedad en un animal con severa infeccion por D. hominis (50
a 100 larvas en un area de 10 a 20 cm de diametro) y la localizacion de las lesiones
espontaneas de lechiguana en regiones del cuerpo donde aparece la infeccion
parasitaria, indican la posibilidad de que, en casos naturales, las lesiones se
desarrollen donde haya gran niimero de larvas de D. hominis en el tejido subcutianeo
(14).

La tercera oportunidad en la que la enfermedad fue reproducida experimentalmente
fue cuando lesiones espontaneas de D. hominis fueron infectadas con una suspension
de M. granulomatis en 9 bovinos. Uno de los animales desarrollé6 una lesién de
lechiguana 3 meses después de la inoculacion (18).

Pereira (18) realizd6 diversos experimentos con la intencion de demostrar la
participacion de D. hominis en la etiologia de la lechiguana. Una suspension de M.
granulomatis fue inoculada en lesiones causadas por larvas de D. hominis en un
bovino y se tomaron biopsias en dos lesiones producidas por la larva. En una de esas
lesiones fue observada una linfangitis eosinofilica con proliferacion de tejido
conjuntivo, similar a la observada en casos espontaneos de lechiguana.

Con la finalidad de determinar si la ocurrencia de la lechiguana depende de la
multiplicacion de la bacteria en un proceso inflamatorio concomitante, Ladeira ef al.
(14), realizaron dos experimentos. En el primero, una suspension de M. granulomatis
en solucion salina, con adicion de adyuvante completo de Freund, fue inoculada por
via subcutdnea en 6 bovinos. En el segundo experimento, donde fueron inoculados 6
animales, el adyuvante completo de Freund fue substituido por saponina. En los dos
experimentos, los autores obtuvieron apenas la formacion de abscesos en los sitios de
inoculacion, siendo los resultados similares a los descritos por Riet-Correa et al. (24).
Para investigar la hipotesis de que infecciones repetidas de M. granulomatis fuesen
responsables por la formacion del proceso inflamatorio observado en la lechiguana,
Ladeira et al. (14) inocularon bovinos que ya habian sido inoculados previamente,
obteniendo resultados negativos con relacion a la reproduccion de la lesion. Los

mismos autores, inocularon la bacteria en 12 bovinos después de hacer un pasaje
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murino, en la sospecha de que la falla en la reproduccion experimental de la
lechiguana era debida a la pérdida de la patogenicidad de M. granulomatis. También
inocularon M. granulomatis asociada a 5% de mucina gastrica que actia como
activador de la patogenicidad; 6 animales fueron inoculados por via subcutidnea y 3
animales por via intra linfatica. La enfermedad no fue reproducida en ninguna de estas
tentativas.

Considerando que la lesion primaria de la lechiguana es una linfangitis eosinofilica,
Ladeira et al. (14) inocularon M. granulomatis por via intralinfatica en 3 bovinos,
obteniendo resultados negativos y concluyendo que la via de inoculacion de la
bacteria no es determinante para la reproduccion de la enfermedad.

Ladeira ef al. (14), trataron de reproducir la enfermedad mediante la inoculacion de
una suspension de M. granulomatis en animales previamente tratados con
dexametazona. Obtuvieron resultados negativos y concluyeron que la enfermedad no
era determinada por un proceso de inmunosupresion en el huésped. También
intentaron inocular la bacteria asociada a un macerado de larvas de D. hominis,
inocular la bacteria en lesiones naturales de D. hominis en las cuales las larvas ya
estaban muertas e infestar bovinos con larvas de D. hominis en forma concomitante

con la inoculacidn de la bacteria. Ninguna de estas tentativas tuvo €xito.

E.5. TRATAMIENTO

Riet-Correa et al. (24), trataron 14 animales con lechiguana con 3 gramos diarios de
cloranfenicol por via intramuscular, durante 5 dias consecutivos, obteniendo rapida
regresion de las lesiones y observando una total recuperacion de los animales en un
periodo de 21 a 30 dias.

Segiin datos del Laboratorio de Bacteriologia del Laboratorio Regional de
Diagnéstico de la Facultad de Veterinaria de la UFPel, M. granulomatis presenta
100% de sensibilidad frente a amicacina, cloranfenicol, estreptomicina, danofloxacin
y ceftiofur, 95,65% frente a gentamicina y 95,24% frente a polimixina B. Frente a
otros antibioticos probados (ampicilina, kanamicina, eritromicina, fosfomicina,
novobiocina, tetraciclina y penicilina), la bacteria present6 grados variados de

sensibilidad.
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F. OBJETIVOS
F.1. OBJETIVOS GENERALES

* Incrementar el conocimiento sobre la patogenia de la lechiguana en los

bovinos.

F.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar la presencia de M. granulomatis en lesiones de lechiguana
mediante el empleo de técnicas de inmunohistoquimica y microscopia
electronica.

* Estudiar el efecto de M. granulomatis sobre los macrofagos y su importancia
para la patogenia de la enfermedad.

* Determinar posibles diferencias genéticas entre cepas de M. granulomatis.
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G. MATERIALES Y METODOS
G.1 ANIMALES

Se utilizaron 2 bovinos (B1 y B2) cruza entre las razas Charoles y Hereford, de 2 afios

de edad y con un peso aproximado de 300 Kg.

G.2. PRODUCCION EXPERIMENTAL DE LARVAS DE D. hominis

Se recolectaron 533 larvas de tercer estadio (L3) de D. hominis de bovinos
espontaneamente infestados, en campos cercanos al municipio de la ciudad de Pelotas,
Brasil.

Las larvas fueron seleccionadas y colocadas en vidrios con aserrin lavado, esterilizado
y humedecido. Las larvas fueron mantenidas a 27°C, en estufa de germinacion tipo
BOD (demanda bioquimica de oxigeno), con fotoperiodo y humedad relativa de 70%
a 80%, durante aproximadamente 30 dias, hasta alcanzar el estadio de pupa. Luego de
la eclosion de las moscas se procedi6 a su sexado y posterior apareamiento. Las
parejas fueron mantenidas en recipientes de vidrios. Al dia siguiente de la copula se
introdujo un vector en el sistema (Musca domestica). La hembra de D. hominis
presenta el habito de la oviposicion. Es decir, en proximidad del desove, la hembra se
aproxima lentamente a un vector (Musca domestica, Stomoxys calcitrans, familia
Culicidae y Tabanidae), y cuando se encuentra a aproximadamente un centimetro de
distancia, da un salto sabito, aprisiona a la mosca y se une a esta. En ese momento
desova una masa de huevos sobre la porcion latero-ventral del abdomen del vector,
utilizando una sustancia pegajosa. La mosca doméstica se desprende del parasito, pero
no puede de hacerse de los huevos, ain mediante el uso de sus patas posteriores. El
periodo de incubacién de los huevos es de una semana. La incubacion de estos sobre
el vector asegura una alta viabilidad de los mismos, ya que se protegen de los rayos
solares y de los vientos. Cuando el vector se deposita sobre el hospedador (bovino), el
CO;, y el calor liberado por el animal estimulan la transferencia de la larva. La
mayoria de las larvas penetra en el mismo lugar donde se posa el vector (20).

Los vidrios fueron revisados diariamente, retirandose los huevos y colocandolos en
placas de Petri, con papel humedecido en solucidn fisioldgica, siendo conservados en
estufa a 27°C y 70 a 80% de humedad relativa, durante aproximadamente 6 dias,

momento en que emergian las larvas infectantes (L1).
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G.3. PREPARACION DEL INOCULO DE M. granulomatis

Muestras aisladas de las lesiones de un caso espontianeo de lechiguana (cepa 145/91),
fueron sembradas en agar sangre ovino al 5% e incubadas a 37°C, durante 24 horas. El
cultivo fue suspendido en una solucion salina al 0,85%, con un grado de turbidez
correspondiente al tubo 3 de la escala de McFarland (~2,3 x 10° unidades formadoras

de colonias por mililitro - UFC/ml).

G.4. INMUNOHISTOQUIMICA

Se utilizé un suero policlonal purificado anti-M. granulomatis producido en conejo.
La dilucion empleada fue de 1:4000. El método utilizado fue el de la streptavidina-
biotina marcada con peroxidasa (LSAB). El primer paso de la técnica consisti6 en la
incubacion del tejido problema con el anticuerpo primario (especifico), seguido de la
incubacion con el anticuerpo biotinilado. Finalmente se procedid a la incubacion del
sistema con una solucion de streptavidina marcada con peroxidasa. Previo a la
incubacién con el suero anti-M. granulomatis, los cortes fueron tratados con
“bloqueante universal” (“Universal Blocking Reagent”, Biogenex, USA”). De esta
manera, se trataron de eliminar las coloraciones inespecificas. El revelado de la
peroxidasa fue realizada con 3’,3’- diaminobenzidina (DBA) al 0,02% y H.O, al
0,05%.

G.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Bloques de parafina cuyos tejidos fueron positivos a las reacciones
inmunohistoquimicas en contra de M. granulomatis fueron desparafinados y el
material incluido fue refijado en glutaraldehido al 2% en una solucion 0,1M de
cacodilato de sodio, pH 7,4. Posteriormente, fue posfijado en una solucion al 1% de
tetroxido de osmio en una solucién 0,1M de cacodilato de sodio y embebido en
Epon812. Cortes semifinos fueron tefiidos con azul de toluidina. Los cortes ultra finos
fueron tefiidos con citrato de plomo y acetato de uranilo y observados al microscopio

electronico de transmision (Zeiss Electron Microscope EM109).

G.6. AMPLIFICACION ALEATORIA DEL POLIMORFISMO DEL DNA

(RAPD)
La técnica del RAPD (del inglés: Random Amplification DNA Polimorfism) se baso

en la amplificacion de DNA por medio de PCR, utilizando primers (iniciadores) al
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azar, sobre 8 cepas de M. granulomatis aisladas de casos espontineos de la
enfermedad. También se utilizd una cepa de P. haemolytica como control negativo.
Como control positivo fue utilizada la cepa ATCC 115/86 de M. granulomatis. El
resultado fue observado a través del andlisis de electroforesis en gel de agarosa
(GibcoBRL) del DNA amplificado (25). Cada cepa fue cultivada durante la noche a
37°C en un medio de agar sangre. Las colonias fueron suspendidas en 25ul de agua
ultrapurificada (Milli-Q, Millipore, Brasil), hervidas durante 7 minutos en bafio Maria
y posteriormente centrifugadas en una microcentrifuga a 12.000 rpm, durante 5
minutos. Un microlitro de cada muestra fue utilizado en la reaccion de PCR. Las
cepas testadas fueron: 13B, 15B, 145/91, 294/86, 352/94, 524/95, 03/99, 300/99. La
reaccion de PCR fue preparada de la siguiente manera: 0,5ul de primer 2A (5" GCT
GCT CAA C 3%), 0,5ul de primer 3A (5" GCA CTT GTA C 37), 1ul de agua
ultrapurificada Milli-Q , 22ul de Mix compuesto de 200uM dNTPs (Amersham
Pharmacia Biotech Inc, NJ, USA), 1U de tag DNA Polymerase (Life Technologies do
Brasil Ltda., Brasil), solucion tampén de 20mM Tris-HCL (pH 8,4) y S0mM KCL
(Life Technologies do Brasil, Brasil) y 1ul de DNA. El volumen de la reaccion fue de
25ul. Los tubos fueron posteriormente introducidos en un termociclador 480 (Perkin
Elmer Cetus, USA) y sometidos a 35 ciclos de amplificacién con los parametros

detallados en la Tabla 2.

Paso Temperatura Tiempo (min) Ciclos Proceso

1 94°C 5:00 2 Desnaturalizacion inicial
35°C 5:00 Alineacion inicial
72°C 5:00 Extension inicial

2 94°C 1:30 35 Desnaturalizacion
35°C 1:30 Alineacion
72°C 1:30 Extension

3 72°C 5:00 Extension final

Tabla 2. Parametros de amplificacion de DNA de M. granulomatis, mediante PCR

Los dos primeros ciclos del primer paso (a 94°C, 35°C y 72°C durante 5 min c/u) se
realizan para que se produzca la desnaturalizacion del DNA, la separacion de sus las
cadenas, la unién de los primers con las cadenas complementarias y su sintesis,

permitiendo, de esta manera, la replicacion inicial del DNA. Los proximos 35 ciclos
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(paso 2, a 94°C, 35°C y 72°C durante 1:30 min c/u), sirven para la amplificacion del
DNA replicado. La extension final (paso 3) se realiza a 72°C, durante 5 min.

Quince microlitros del producto obtenido por PCR fueron posteriormente mezclados
con 3ul del solucion tampon (sacarosa 40%, azul de bromocresol 0,06%) y sometidos
a electroforesis en gel de agarosa (GibcoBRL) al 1,5%, con una corriente inductora de
100V y 25A, durante 60 minutos y visualizado en transiluminador (Maco Vue, UV-25
Hoefer Scientific Instruments, MN, USA). El peso de las bandas se obtuvo por
comparacion con marcadores del peso molecular de 100pb (100 Base-Paierr Ladder —
Amersham Pharmacia Biotechh Inc NJ, USA). El gel fue fotografiado mediante una

camara Polaroid.

G.7. CULTIVO DE FIBROBLASTOS

Para determinar si la M. granulomatis es capaz de producir sustancias que estimulen
la proliferacion de fibroblastos se realizaron cultivos primarios de fibroblastos de
embridon de pollo. Para el cultivo, se utilizaron 5 huevos de gallina, de 13 dias de
incubacion. Para la preparacion de las células, los huevos fueron desinfectados con
alcohol yodado y abiertos con tijera estéril, en nivel de la camara de aire. Los
embriones fueron retirados con una pinza. Luego de desarticular patas, cabeza, alas y
extraer visceras, los tejidos restantes fueron triturados con el auxilio de una jeringa de
20 ml. El material fue lavado en PBS hasta la obtencién de un sobrenadante de
aspecto transparente, y se lo resuspendid en una solucion de tripsina en PBS
(0,125%). El material fue mantenido en agitacion hasta su disgregacion total, hecho
ocurrido aproximadamente a los 40 minutos. El material fue filtrado y la tripsina
neutralizada con 10% de suero bovino fetal y posteriormente centrifugado a 900 Xg
durante 10 minutos, para la obtencion de las células a cultivar. Las células fueron
resuspendidas en medio de Eagle, con 10% de suero bovino fetal, y distribuidas en 12
frascos de cultivo, a razon de 10 ml por frasco conteniendo 1x10° fibroblastos. Seis
frascos recibieron 2 ml (20%) de un cultivo de 18 horas de M. granulomatis
(congelado y descongelado durante 3 ciclos antes de su utilizacion) en medio de Brain
Heart Infusion Broth, en la escala 3 de McFarland, pH 7,0. Los cultivos fueron
incubados a 37°C. Luego de 24 horas se hizo un recambio de medio de cultivo y se
agregaron otros 2 ml del cultivo bacteriano. A las 48 horas del comienzo de la
incubacion se realizo el recuento de células supervivientes en cada uno de los frascos

y se compararon los tratamientos.
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Para realizar el recuento fue necesario levantar los fibroblastos adheridos al vidrio
mediante la incubacion de las células con 2 ml de tripsina a 37°C. La actividad de la
enzima fue inhibida con el agregado de suero bovino fetal. El recuento celular se

realiz6 en una cdmara de Fuchs-Rosenthal (0,2mm?) con una dilucién 1:10.

G.8. ESTIMULACION MACROFAGICA DE FIBROBLASTOS CULTIVADOS
La capacidad del macrofago activado por la M. granulomatis para producir citocinas y
enzimas que estimulen la proliferacion de fibroblastos fue determinada a través del
cultivo de macrofagos peritoneales murinos. Para el cultivo se utilizaron 10 ratones
(Suizo Albino) de aproximadamente 55 dias y 38 gramos de peso corporal. Los
animales fueron sacrificados por inhalacion con éter. Se inocularon 10 ml de solucién
salina estéril (0,9% de NaCl) por via intraperitoneal para la recoleccién de macrofagos
peritoneales. La suspension recuperada de la cavidad peritoneal fue sembrada en
tubos estériles y mantenidos en bafio de hielo. Las células fueran centrifugadas y
resuspendidas en medio RPMI con 10% de suero bovino fetal conteniendo 1x10°
células/ml. Se sembraron 10 ml de la suspension en cada uno de los 4 frascos de
cultivo los que fueron posteriormente incubados a 37°C durante 2 horas en una
atmosfera de 5% de CO,, para permitir la sedimentacion de los macréfagos (8, 16,
34). Los tubos conteniendo las células fueron lavados con medio de cultivo.
Posteriormente se procedié a la infeccion de los cultivos, con la suspension
bacteriana, segun el siguiente detalle: dos tubos fueron infectados con una suspension
de M. granulomatis en 1,0 ml de solucion salina, con una concentracion de grado 3 en
la escala de McFarland (aproximadamente 2,3 x 10> unidades formadoras de
colonias/ml), con igual volumen de suero hiperinmune en contra de la bacteria 'y 10%
de suero de cobayo, como fuente de complemento. Luego de 24 horas de incubacion
los sobrenadantes fueron retirados y utilizados en los cultivos de fibroblastos. Otros
dos tubos fueron considerados como controles del medio y los sobrenadantes también
fueron sembrados en el cultivo de fibroblastos. El mismo procedimiento se repitio a
las 48 horas.

Se prepararon 18 frascos de cultivo conteniendo fibroblastos conforme fuera descripto
previamente, para verificar si las citocinas producidas por los macréfagos estimulan la
produccioén de los fibroblastos.

Seis frascos fueron inoculados con 2ml del sobrenadante de los macrofagos activados,

6 con el sobrenadante de los macrofagos control y otros 6 frascos fueron utilizados
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como control. Después de las 24 horas se procedio al lavado del sobrenadante y
reposicion del mismo de acuerdo al esquema planteado. A las 48 horas de iniciado el

cultivo se precedio6 al recuento de fibroblastos.

G.9. ESTUDIOS ESTADISTICOS

El niimero de c€lulas fibroblasticas obtenido luego del cultivo con M. granulomatis o
con sobrenadante del cultivo de macréfagos infectados con M. granulomatis fue
determinado por el estudio del analisis de la varianza entre grupos (ANOVA). La

significacion del test fue determinado mediante la prueba de Tuckey.

G.10. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Uno de los bovinos (B1) fue infectado con 46 larvas infectantes (L1) de D. hominis,
producidas en el laboratorio. Las larvas fueron inoculadas en la region escapular
mediante la ayuda del un pincel de punta fina (22).

El segundo bovino (B2) fue infectado con 89 larvas infectantes (L1) de D. hominis.
Previo a la inoculacion de las L1 en el B2, los sitios de inoculacion fueron pincelados
con una suspension de M. granulomatis (cepa 145/91). La pincelacion con la
suspension bacteriana fue repetida semanalmente durante 4 semanas.

La diferencia entre el nimero de larvas inoculadas en B1 y B2, se debio al numero de
larvas eclosionadas cada dia. De esta manera se mantenia un control exacto de la
evolucion de las lesiones y del crecimiento de cada larva.

Para determinar la evolucion de las lesiones se realizaron biopsias por incision
quirdrgica en ambos bovinos, retirdndose las larvas siempre acompaiiadas de la lesion
circundante y de piel. Estas biopsias fueron tomadas a los 7, 14 y 21 dias post
infeccion (p.i.). En B2 se realizd una biopsia adicional a los 28 dias p.i. El material
extraido fue fijado en formol tamponado al 10%, durante 24 horas, embebido en
parafina, cortado en secciones de Sum y tefiido con hematoxilina-eosina (15).

El material extraido de B2 a los 28 dias p.i. fue sometido a una reaccién
inmunohistoquimica. Los bloques de parafina positivos a la reaccion
inmunohistoquimica para detectar M. granulomatis, fueron utilizados para confirmar
la presencia de la misma mediante estudios de microscopia electronica.

A los 42 dias p.i., se recolectaron 4 larvas de tercer estadio (L3) de D. hominis
proveniente de la infeccion experimental de B2. Dos larvas fueron sembradas en agar

sangre ovino al 5% y las otras dos fueron colocadas en vidrios con aserrin
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previamente lavado, esterilizado y humedecido, y mantenidas a 27°C, en estufa de
germinacion tipo BOD, con fotoperiodo y humedad relativa de 70% a 80%, durante
aproximadamente 30 dias, hasta alcanzar el estadio de pupa. Las pupas fueron

sembradas en agar sangre ovina al 5%, para detectar la presencia de M. granulomatis.
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H. RESULTADOS

H.1. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE M. granulomatis

En el examen histopatoldgico de las muestras obtenidas de B1 a los 7 dias p.i., se
observo que la larva se presentaba rodeada por un exudado conteniendo neutrofilos,
eosinodfilos y fibrina (Fig. 3A). En la dermis que circundaba este exudado se observo
edema, infiltrado de células mononucleares, eosinéfilos y fibroblastos, con formacion
de tejido conjuntivo joven. En la periferia de la lesion se observo infiltracion
perivascular de células mononucleares y eosinéfilos. A los 14 dias p.i., las lesiones
fueron similares a las encontradas en el dia 7 p.i. En la epidermis se observaron
lesiones hiperplasicas y en la dermis el exudado de células mononucleares fue mas
intenso, con presencia de colageno, fibroblastos y macrofagos (Fig 3B). A los 21 dias
p-i., la lesion fue similar a las anteriores, pero estaba circundada por tejido conjuntivo
entremezclado con una reaccion inflamatoria constituida por células mononucleres y
eosinofilos (Fig. 30).

En las muestras de B2, obtenidas a los 7, 14 y 21 dias p.i., las lesiones fueron
similares a las observadas en B1. No obstante, las muestras del dia 7 p.i. contenian un
material eosinofilico granular, sugiriendo la formacion de corpusculos de Splendore
Hoeppli (28), en el exudado que circundaba la larva (fig. 4A). Asimismo, se
observaron areas focales en la dermis con evidente proliferacion de fibroblastos. A los
14 y a los 21 dias p.i., se observaron, ademads de las lesiones anteriormente descriptas,
microabscesos constituidos principalmente por eosinofilos (Fig. 4B). A los 21 dias
p.i., también se observaron vasos linfaticos dilatados, contiendo eosinofilos y
fibroplasia mas acentuada que la de B1 (Fig. 4C).

Del animal B2 se tomaron, asimismo, muestras de piel pinceladas con la bacteria pero
no inoculadas con las larvas. El estudio histolégico no reveld ningin tipo de

alteracion cutanea.
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Fig.3. Aspecto histolégico de la piel del bovino B1.

A. Exudado conteniendo neutréfilos, eosindfilos y fibrina (flecha) alrededor de la larva (punta de flecha) 100x. B.
Lesiones hiperplésicas en la epidermis (flecha) y presencia de células mononucleares en la dermis. 100x. C. Tejido
conjuntivo entremezclado con una reaccién inflamatoria (punta de flecha), conteniendo eosinéfilos (flechas). 200x.
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C

Fig. 4. Aspecto histolégico de la piel del bovino B2.

A. Presencia de material eosinofilico granular, (corpasculos de Splendore-Hoeppli) en el exudado. 100x. Detalle del
mismo en el extremo inferior izquierdo. 400x. B. Microabcesos (punta de flecha) constituidos por eosindfilos. 100x.
(detalle a 400x). C. Vasos linfaticos dilatados, contiendo eosin6filos (flecha). 200x.
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A los 28 dias p.i.,, las muestras de B2 evidenciaron gran cantidad de vasos
neoformados, engrosamiento de la pared de los vascular, numerosas fibras de tejido

conjuntivo y presencia de numerosos fibroblastos, en la regién proxima a la

localizacion de la larva (Fig. 5).

C

Fig. §. Reaccion inflamatoria inducida por la presencia del parasito.

A. Presencia de la larva rodeada por una reaccion inflamatoria. 40x B. presencia de vasos en neoformacion (flechas).
200x. C. Abundante tejido conjuntivo con presencia de gran cantidad de fibroblastos (flechas). 200x. D. Vaso
sanguineo con un gran engrosamiento de la pared (flecha). 200x.

Las técnicas inmunohistoquimicas revelaron la presencia de M. granulomatis en el
exudado inflamatorio alrededor del parasito. También permiti6 determinar la
presencia de numerosas bacterias dentro de células mononucleares (macréfagos),

alrededor de la larva (Fig. 6).
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B

Fig 6. Reaccion inmunohistoquimica para la determinaciéon de la presencia de

M. granulomatis
A. Presencia de marcacion en el exudado alrededor del parasito (flecha). B. Células mononucleares
mostrando una reaccién inmunohistoquimica positiva (flecha). 400x.

La microscopia electronica confirm6 la presencia de la bacteria en el exudado
inflamatorio alrededor de la larva, conforme fue sugerido por la marcacioén observada
a través de la técnica de inmunohistoquimica. Los cuerpos bacterianos fueron vistos
libres o fagocitados por macr6fagos donde permanecian, aparentemente, intactos en el

interior de fagosomas (Fig. 7).
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Fig. 7. Micrografia electronica del tejido inflamatorio adjacente a larva.
A. Macréfago (punta de flecha) exhibiendo cuerpos bacterianos fagocitados en el citoplasma.
(flechas). B. Cuerpos bacterianos libres en el exudado (flecha)

La M. granulomatis pudo ser aislada de la hemolinfa de las 2 larvas recolectadas de

B2 a los 42 dias p.i. De las pupas no se pudo aislar la bacteria.
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H.2. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE M. granulomatis

A través de la corrida electroforética de las muestras que fueron sometidas a la PCR
fue posible diferenciar 8 bandas en cada una de las muestras analizadas. La mas
pesada correspondi6 a aproximadamente 5000 pb, mientras que la mas liviana fue de
300 pb (Fig. 8). Si bien las bandas de cada muestra presentaron diferencias en su
intensidad, todas presentaron el mismo patrén de bandeo. En la columna 5, es
evidente la diferencia en el patron de migracion de la M. haemolytica, especialmente
demostrada por las 3 bandas mas livianas de ~200 pb y las dos mas pesadas con mas

de 23000 pb, que aparecen en esta columna.

23130

2027
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L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12

Fig. 8. Electroforesis del RAPD de 8 cepas de M. granulomatis. 1.1: Marcador del peso
molecular PhiX174-Haelll/lambda-HindlIl; L2: ATCC 115/86 (control positivo); L3: cepa 13B; L4:
cepa 15B; L5: P. haemolytica 133/96; 1.6: cepa 145/91; L.7: cepa 294/86:; 1.8: cepa 352/94; L.9: cepa
524/95; 1.10: cepa 03/99; L11: cepa: 300/99; L12: H,0 (control negativo).

H.3. EFECTO DE LA M. granulomatis SOBRE CULTIVO DE FIBROBLASTOS
El recuento de fibroblastos obtenido de un cultivo celular incubado con M.
granulomatis arrojo los resultados que pueden observarse en la Tabla 3. De acuerdo a

estos datos, la diferencia estadistica en la cantidad de células no fue significativa.

| Tratamiento ~ Células/ml
Fibroblastos control 3.387.500 + 1.45x10°
Fibroblastos incubados con M. granulomatis 3.216.666 + 0.43x10°

Tabla 3. Recuento celular de fibroblastos infectados con M. granulomatis
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Los cultivos celulares de fibroblastos incubados con sobredanadante de macrofagos
activados fueron contados mediante una cidmara celular, obteniéndose los resultados
expresados en la Tabla 4. Como en el caso anterior, los fibroblastos cultivados con
sobrenadante de macrofagos no mostraron un aumento significativos con respecto a
los cultivos control. No obstante, cuando estas células fueron co-cultivadas con
sobrenadante de macréfagos infectados con M. granulomatis, la diferencia en el

recuento celular fue estadisticamente significativa.

} Tratamiento Células/ml
Fibroblastos control 3.600.000 + 0.48x10°
Fibroblastos incubados con sobrenadante de macro6fagos 4.504.166 + 0.97x10°

Fibroblastos incubados con con sobrenadante de macrofagos 5.412.500 + 0.87x10°
infectados con M. granulomatis

Tabla 4. Recuento celular de fibroblastos incubados con sobrenadante de cultivo de
macrofagos
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|. DISCUSION

En los estudios previos (14, 18, 19, 24) fue demostrado que la lechiguana es una
enfermedad causada por la bacteria Pasteurella granulomatis, que mas adelante fue
caracterizada como Mannheimia granulomatis (M. granulomatis). La enfermedad se
caracteriza por la presencia de una paniculitis fibrogranulomatosa proliferativa con
linfangitis y abscesos eosinofilicos. Los autores también sugieren que la causa de la
enfermedad podria ser una asociacion de la bacteria con la larva de la mosca
Dermatobia hominis (D. hominis).

En el presente trabajo, fueron inoculados dos bovinos con larvas de primer estadio
(L1) de D. hominis. Uno de los animales fue también inoculado con M. granulomatis,
con ¢l objetivo de comparar las lesiones histologicas causadas por la D. hominis con y
sin la presencia de la bacteria. Las lesiones encontradas en ambos casos, asi como las
caracteristicas histologicas observadas, fueron en un todo comparables con las
descripciones de Sanavria et al. (26) y Pereira et al. (19). Este altimo autor describe
lesiones conteniendo microabscesos y linfangitis eosinofilica en un animal inoculado
experimentalmente con D. hominis y M. granulomatis. La linfangitis eosinofilica, con
ruptura de la pared de vasos sanguineos y formacion de los microabscesos
eosinofilicos, también han sido descriptos como las lesiones primarias de la
lechiguana (24). La observacion de las lesiones en tres estudios realizados sobre
biopsias indica que la infeccién bacteriana es la responsable de la aparicion de la
linfangitis y los abscesos eosinofilicos. L.a marcada proliferacion del tejido fibroso,
observada en los casos espontaneos de la enfermedad (24), no fue reproducida en el
presente trabajo.

En la biopsia realizada a los 28 dias posteriores a la inoculacion de la D. hominis,
fueron observadas bacterias en el interior de los macrofagos, tanto en los estudios de
microscopia electronica como en los de inmunohistoquimica. Andrade (2) observo, a
través de la reaccion inmunohistoquimica, la marcacion de M. granulomatis en el
interior o alrededor de los microabscesos o de la linfangitis eosinofilica, o proximos a
la acumulacion de células inflamatorias en casos espontaneos de la enfermedad. La
presencia de los cuerpos bacterianos aparentemente intactos en el interior de los
fagosomas macrofagicos sugiere que estas bacterias tienen un mecanismo que evita
que la vesicula endocitica se fusione con el lisosoma, evitando de esta forma, la

exposicion a las enzimas lisosomales, de manera similar a lo que ocurre cuando los
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macrofagos  ingieren  Mycobacterium  tuberculosis, Toxoplasma  gondii,
Encephalitozoon cuniculi y algunas Chlamydiae (10).

En los tres casos en que la enfermedad fue reproducida experimentalmente, la lesion
fue observada 34 dias después de la inoculacion, en dos casos (14, 24) y 90 dias
después, en el caso restante (19). Con estos datos es posible especular que la bacteria
permanece en los macrofagos del hospedador hasta que, por algun factor patogénico
desconocido, se desencadena la enfermedad o se produce la destruccion de la misma
(13). El aislamiento de M. granulomatis de la hemolinfa de las larvas recolectadas a
los 42 dias después de la inoculacién, asi como la observacion de la bacteria en el
interior de la larva mediante las técnicas inmunohistoquimicas demostraron que la M.
granulomatis es capaz de sobrevivir en el interior de las larvas, y sugiere que la D.
hominis actia como vector de la bacteria. Esta posibilidad fue evidenciada por
Ladeira et al. (14), que aislaron M. granulomatis de larvas recolectadas de un animal
proveniente de una propiedad donde nunca habia ocurrido un caso de lechiguana. Esto
podria sugerir que la mosca puede ser transportadora de la bacteria. Diversas especies
bacterianas han sido asociadas con dipteros. Las larvas de las moscas pueden ingerir
bacterias con la alimentacion, las que persisten en los diferentes periodos evolutivos
del parasito pasando a través del tracto alimentario, donde se multiplican, hasta ser
eliminadas por los excrementos de la mosca adulta. Una o mads especies de bacterias
pueden ser encontradas en la sangre de la Musca domestica (mosca doméstica),
dependiendo de la edad, nutricion y medio en la que esta vive. Los huevos de Dacus
oleae (mosca de las oliveras) se contaminan por Ascobacterium luteum en el momento
de la oviposicion. La bacteria se localiza en sectores del tracto anal muy proximos a la
abertura del oviducto. Cuando los huevos del parasito pasan a la vagina son
presionados contra la abertura y las bacterias contenidas en estas porciones
contaminan la superficie de los mismos. La bacteria penetra a través de los micropilos
hacia el interior del huevo acompaifiando el desarrollo embrioldgico del insecto (27).
El mecanismo que usa la bacteria para inducir una marcada proliferacion del tejido
fibroso, como ocurre en los casos espontaneos de la enfermedad (14, 24), no esta
todavia esclarecido. Un mecanismo que podria explicar las extensas areas fibrosas
presentes en los casos de lechiguana seria la estimulacion de la sintesis del colageno
por parte de los fibroblastos proliferados a partir de factores secretados por los
macrofagos infectados (10). De acuerdo con Andrade et al. (2), al usar el método de

polarizacion de luz con la tincidon del Picrosirius en cortes histologicos de casos
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espontaneos de lechiguana, se observa una produccion progresiva y ordenada de
tejido conjuntivo, como ocurre en los procesos de cicatrizacion, donde las tramas
delicadas de colageno (tipo III) son substituidas por fibras bastante mas espesas
(colageno tipo I). La actividad celular se muestra siempre mas acentuada alrededor de
las colecciones de células inflamatorias, lo que sugiere que los mediadores secretados
tienen una gran importancia en la activacion génica de la sintesis de la matriz
extracelular.

En este trabajo se observd que la sola presencia de la bacteria en el cultivo de
fibroblastos no fue suficiente para inducir un aumento significativo de la cantidad de
estas células. Lo mismo ocurrié cuando se utilizaron substancias producidas por
macrofagos, sin la estimulacion bacteriana. La proliferacion de fibroblastos fue
significativa cuando los macrofagos fueron estimulados con la M. granulomatis. Esto
sugiere que es preciso que el macrofago sea estimulado por las endotoxinas de la
bacteria y produzca factores de crecimiento, tales como las interleuquinas y enzimas,
que provoquen la proliferacion de los fibroblastos y consecuentemente mayor
secrecion de colageno (1, 13, 29).

Las muestras de M. granulomatis aisladas de casos espontaneos de lechiguana,
sometidas a la prueba de RAPD presentaron bastante homogeneidad entre el nimero y
localizacion de las bandas identificadas, usando los primer 2A y 3A. Los resultados
demostraron la ausencia de diversidad entre las cepas. Otros autores observaron el
mismo patrén al usar cepas y primers diferentes a los utilizados en este trabajo (11,
12, 32). Esta prueba resulto ser bastante til para el diagnostico de M. granulomatis en

muestras clinicas, cuando fallo el cultivo.
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J. CONCLUSIONES

e A través de las técnicas de inmunohistoquimica y microscopia electronica fue
posible determinar la presencia de M. granulomatis en el exudado inflamatorio
alrededor del parasito asi como en el interior del mismo. Cuerpos bacterianos
también fueron observados libres en la lesion o fagocitados por macréfagos.

e La M. granulomatis es capaz de sobrevivir en el interior de la larva de D.
hominis, actuando esta como vector de la bacteria.

e La reaccion granulomatosa producida por la D. hominis podria ser la lesion
inicial de la lechiguana si la bacteria esta presente.

e M. granulomatis no es capaz de estimular por si misma la proliferacion de
fibroblastos. Para que esto ocurra se requiere de la presencia de macrofagos

activados por la bacteria.

e No se observaron diferencias genomicas entre las cepas de M. granulomatis

aisladas de casos espontaneos, cuando fueron analizadas mediante la prueba de

RAPD.

e La prueba de RAPD resulta ser util para el diagndstico de M. granulomatis en

muestras clinicas, cuando falla el cultivo.
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