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RESUMEN: Metarhizium anisopliae es un plaguicida microbiano y se clasifica como un hongo de la familia
Moniliaceae. Este microorganismo ejerce un control efectivo sobre coledpteros de las familias Elateridae y
Curculionidae. En el presente trabajo se evalud la toxicidad/patogenicidad aguda pulmonar del producto
Metarhizium PM (Metarhizium anisopliae) en ratas. Los animales fueron anestesiados e inoculados con una
dosis de 108 conidios por animal con el microorganismo viable, inactivado por via intratraqueal y comparado
con grupos controles (vehiculos y no tratados). Las observaciones clinicas y las evaluaciones del consumo de
alimento y de agua se realizaron diariamente. El analisis microbioldgico de los 6rganos y los estudios macro e
histopatologicos se realizaron a los tiempos de 3, 7, 14 y 21 dias. Al final del estudio, los grupos analizados no
mostraron diferencias significativas en los pesos en cada tiempo de sacrificio; ningan animal murié durante el
ensayo Y los animales no mostraron sintomas clinicos evidentes. El estudio histopatol6gico mostrd una respuesta
inflamatoria aguda del pulmon en los tres grupos donde se realizo la aplicacion intratraqueal, resulté méas severa
en el grupo con el microorganismo viable y disminuy0 la gravedad hasta el grupo control. Estas lesiones severas
disminuyeron durante el ensayo y a los 21 dias se mostr6 una recuperacion del tejido, con solo acumulaciones
focales de linfocitos. No existi6 germinacion del hongo en ninguno de los érganos analizados al final del
experimento. Los resultados obtenidos no muestran patogenicidad ni toxicidad severa del producto Metarhizium
anisopliae, cuando es administrado a las ratas en una Unica dosis por via intratraqueal.
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Study of the acute pulmonary toxicity/pathogenicity in rats treated with Metarrhizium anisopliae

ABSTRACT: Metarhizium anisopliae, a fungus belonging to the family Moniliaceae, is a microbial pesticide
effectively used to control coleopterans of the families Elateridae and Curculionidae. The acute pulmonary
toxicity/pathogenicity of the product Metarhizium PM (M. anisopliae) was evaluated in rats. The animals
were anesthetized and intratracheally inoculated with 10® conidia per animal of the viable and inactivated
microorganism and compared with the control groups (vehicles and untreated animals). Clinical observations
and evaluation of food and water intake were carried out daily. The microbiological analysis of organs and the
macro and histopathological studies were carried out at days 3, 7 14 and 21. At the end of the study, the
groups did not differ in their weights at each sacrifice time; no animal died during the test or showed evident
disease clinical symptoms. The histopathological examination showed an acute inflammatory response of the
lung in the three groups where the intratracheal application was carried out, which was more severe in the
group with the viable microorganism and decreased in severity in the control group The severe lesions decreased
during the test and, at day 21, the tissue recovery, with only focal accumulations of lymphocytes, was observed.
No fungal germination was found on any of the organs examined at the end of the experiment. The results
showed no pathogenicity or severe toxicity of the Metarhizium-based product when administered in a single
dose to rats intratracheally.
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INTRODUCCION

Actualmente, los agentes de control biolégico (ACB)
se reconocen como una de las areas principales de
investigacién y son un componente importante en las
iniciativas de agricultura sostenible de varias institu-
ciones y organizaciones para preservar los recursos
naturales y el medio ambiente para las futuras genera-
ciones (1, 2).

De manera general, los especialistas coinciden en
gue los hongos entomopatdgenos tienen una especifi-
cidad de huéspedes, por lo que pueden considerarse
inocuos para el hombre, plantas, vertebrados e inverte-
brados. Sin embargo, este caracter debe ser evaluado
con la realizacion de una serie de estudios toxicologicos
y ecotoxicolégicos (3, 4). Regulaciones de la Unién
Europeay de la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (EPA), exigen para la explotacion co-
mercial de estos productos, los ensayos de toxicidad/
patogenicidad aguda oraly aguda pulmonar (5, 6, 7).

Existe un niUmero considerable de hongos y bacte-
rias antagonistas de nematodos que exhiben poten-
cialidades para el control biolégico. Dentro de los or-
ganismos evaluados, Metarhizium anisopliae ha demos-
trado ejercer un control efectivo sobre coleépteras de
las Familias Elateridae y Curculionidae en numerosos
experimentos de laboratorio y de campo (8, 9). Multi-
ples cepas de M. anisopliae se comercializan con la
finalidad de causar enfermedades en los insectos que
actlian como plagas en los diferentes cultivos; entre
ellas se encuentra la cepa F52, que afecta principal-
mente a larvas de escarabajos (10). La EPA ha confir-
mado que el hongo M. anisopliae y sus toxinas, prove-
nientes de la cepa F52, son seguras para el ser huma-
no, y su toxicidad se clasifica en la categoria Ill (11);
sin embargo, cuando las personas estan
inmunodeprimidas se ha reportado la infectividad del
hongo (12, 13, 14).

La introduccion de una nueva cepa del hongo
Metarhizium anisopliae como ACB para su
comercializacion, requiere de la informacion
toxicologica para su ubicacion en el grupo de riesgo
correspondiente, por lo que fue objetivo del presente
trabajo obtener una informacion inicial sobre la evalua-
cion de riesgo del producto, a través de la determina-
cion de la toxicidad, patogenicidad e infectividad de M.
anisopliae después de una sobredosis aguda pulmonar
enratas.
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MATERIALESY METODOS

Metarhizium PM es un producto comercializado por
una empresa brasilera, aislado de la cepa IBCB-10,
con una concentracion de 1,76 x10 por gramo de masa
conidial y una viabilidad de 89,6%.

Preparacién del microorganismo viable: Se
preparé una suspension de 2,0 x 108 conidios mlty se
coloc6 en una placa de Petri por un periodo de 48 h a
25°C. Seguidamente se adicionaron 2 ml de la sus-
pension de los conidios hidratados a un tubo estéril
con 10 ml del diluente (polisorbato 80 al 0,01%, p/v en
agua) y se agité durante cinco minutos hasta alcanzar
una completa homogenizacion. La viabilidad se deter-
miné por el nimero de unidades formadoras de colo-
nias por mililitro (UFC mlt) empleando un medio de
Batata Dextrose Agar (BDA) (Difco laboratorios) suple-
mentado con cloranfenicol al 0.05% (Merck).

Preparacion del microorganismo atenuado e
inactivado: Una vez obtenido el producto viable, los
conidios fueron atenuados o inactivados por autoclave.
En un ciclo de 30 minutos a 121°C se obtiene un mi-
croorganismo atenuado, mientras que con dos ciclos,
en las mismas condiciones, se inactiva en su totalidad
(microorganismo inactivado).

Ensayo de toxicidad, infectividad vy
patogenicidad aguda pulmonar: Para este ensayo
se utilizaron 96 ratas Wistar (Rattus Norvegicus)
clinicamente sanas (48 de cada sexo). Las hembras
fueron nuliparas y no gravidas y el peso de las ratas no
excedio £20% de la media del peso para cada sexo.

Los animales se colocaron individualmente en ca-
jas de polipropileno con cobertura de malla metélicay
en su interior se puso viruta de madera esterilizada
(121°C por 30 minutos). Las condiciones ambientales
fueron controladas manteniendo una temperatura y
humedad relativa entre 22 +3°Cy 30 a 70%, respecti-
vamente, acorde para la especie de roedores; se man-
tuvo un ciclo de luz-oscuridad con una frecuencia de
12/12 horas y una ventilacion de 10 a 15 cambios de
aire/hora.

El suplemento de agua y comida se contré y fue de
libre acceso. El pienso utilizado fue de tipo comercial
paletizado (Guabi Nutrilabor; Marca: Mogiana Alimen-
tos S.A.) para ratas (se suministro 25 g/animal/dia). El
agua que se utilizo fue calidad potable y la misma se
acidifico con acido clorhidrico hasta que el pH oscilo



entre 3,3-3,5 (100 ml/animal/dia en biberones de 500
ml con pipetas de acero inoxidable). Durante el ensa-
yo, tanto el alimento como el agua, se esterilizaron
por autoclave.

NUmero de animales:
Se conformaron 5 grupos experimentales:

Grupo A: 15 machos y 15 hembras, inoculados con
el microorganismo.

Grupo B: 15 machos y 15 hembras inoculados con
el microorganismo atenuado.

Grupo C: grupo control con 15 machos y 15 hem-
bras inoculados con polisorbato 80 0,01%p/v.

Grupo D: grupo control no tratado, con seis ma-
chosy seis hembras, de los cuales tres de cada sexo
se mantendran en la caja de animales tratados (como
control de infeccion de un animal a otro).

Grupo E: 15 machos y 15 hembras con el microor-
ganismo inactivado.

Lainoculacién de la suspensién de conidios en los
animales, previamente anestesiados, se realiz6 por via
intratraqueal por intubacion (15), con una dosis Unica
de 0.5ml con 10% UFC por animal, resuspendido en
una solucién de Polisobarto 80 en agua al 0,01%. La
muestra inactivada mantuvo la misma concentracion
del inoculo.

Observacion de los animales: El examen clinico
de todos los animales se realiz6 diariamente durante
21 dias; se observé si se producian cambios en los
0jos, las mucosas, la piel, el sistema respiratorio, los
patrones de conducta, la actividad motora y la presen-
cia de tremores, convulsiones, diarrea, letargo, saliva-
cion, suefio y coma. Los animales se pesaron indivi-
dualmente antes de comenzar el tratamiento y a los
dias 3, 7, 14 y 21. Los animales consumieron agua y
comida diariamente, durante el ensayo. El sacrificio
se realizé mediante la exposicidn con diéxido de car-
bono en los tiempos 0, 3, 7, 14 y 21 dias
postinoculacion.

Para el andlisis hematolégico, la toma de la mues-
tra de sangre se realiz6 por la vena Gptica con un capi-
lar de hematocrito, con el animal previamente
anestesiado con tiopental sodico; se empled una do-
sis de 50 mg/kg PC a través de la via intraperitoneal.
La sangre se recogio en tubos de 2 ml con
anticoagulantes (EDTA). Se utilizé un contador elec-
trénico de células sanguineas (CELM CC 550) para la
determinacion de la serie roja y blanca. El conteo dife-
rencial de leucocitos se realizé por microscopia optica
directa.
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La evaluacion de la infectividad y persistencia del
microorganismo se determiné por la presencia del hon-
go en los 6rganos y fluidos bioldgicos de cada animal
(pulmén, higado, riflones, contenido fecal y sangre)
tomando la muestra en el momento del sacrificio. En
el tiempo cero se evalué la recuperacion del microor-
ganismo en el pulmén de los tres primeros animales
de cada sexo, en cada uno de los grupos. La elimina-
cion del hongo se realiz6 a partir de las heces fecales
de tres hembras y tres machos tratados posterior a su
administracion, a los tiempos de 10, 12, 24, 48, 72,
96, 120y 240 horas.

Para el estudio morfopatoldgico, se realizo el exa-
men macroscopico de los érganos antes menciona-
dos con los cortes correspondientes en cada uno; los
mismos se conservaron en formol neutro hasta su ana-
lisis histologico.

Método estadistico: Los datos correspondientes
a los pesos fueron analizados con el programa esta-
disticos SAS version 6.0y el STATISTICA version 5.1,
aplicandose la prueba de homogeneidad de varianzayy,
posteriormente, la prueba de Test de Duncan para
p<0,05. En el analisis de los resultados hematolégicos
se empled un procedimiento no paramétrico utilizando
la prueba de Kruskall Wallis y, en caso de significa-
cion, la prueba de comparacién de media.

RESULTADOS

Evaluacion del producto Metarhizium anisopliae
PMy niveles de dosis

El producto Metarhizium PM tiene una concentra-
cion de 5,0 x 10*°conidios por gramo. La caracteriza-
cion fisico-quimica de los productos ensayados pre-
sentaron un pH de 6,8 y la suspension de conidios,
donde estéa presente el hongo, fue de color verde. La
concentracién del microorganismo viable en medio con
BDA y BDA con cloranfenicol fue de 2,9 x108 y2,1 x108
UFC ml, respectivamente. Los microorganismos ate-
nuados e inactivados mostraron valores de 50 y meno-
res de 10 UFC ml?, respectivamente.

Observacion clinica de los animales

No se observaron cambios o alteraciones relevan-
tes en el sistema nervioso central y autonémico, acti-
vidad somato motora, patron de conducta, sistemares-
piratorio, ojos y membranas mucosales. Con respecto
alapiely los pelos, se observo un erizamiento genera-
lizado en todos los grupos durante el ensayo. Un total
de 10 animales mostro inapetencia durante el ensayo,
indistintamente distribuida en los diferentes grupos.
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Durante el tiempo de estudio se observé un incre- respectivamente, para cada grupo y por los tiempos
mento gradual del peso en todos los grupos del ensa- de sacrificios.
yo para ambos sexos. El peso de los animales oscil6,
alos 21 dias, entre 207-356 g, con una ganancia entre
20-80 g, lo que se corresponde con el peso de ratas En la Figura 1 se observa el crecimiento de
adultas para ambos sexos. Metarhizium anisopliae a partir de los extractos de
pulmones de los grupos A, B, C y E, donde fue aplica-
do intratraquealmente, en el tiempo cero.

Evaluacion microbiolégica

Los resultados obtenidos de los hemogramas de la
serie roja y blanca se muestran en las Tablas 1y 2,

TABLA 1. Valores de hemoglobina obtenidos para ratas machos y hembras al inicio y al final del ensayo de
toxicidad/infectividad/patogenicidad aguda pulmonar con Metarhizium anisopliae./ Hemoglobin values obtained for
male and female rats at the beginning and end of the acute pulmonary toxicity/infectivity/pathogenicity test with
Metarhizium anisopliae.

Tiempo Tiempo

Hemoglobina (g/DL) Cero PARGIES

Machos Hembras Machos Hembras
GRUPO A 14,91+2 48 16,06+1,22 16,63+0,25 15,8+0,26
GRUPO B 14,9142 48 16,06+1,22 17,73+0,50 16,67+1,36
GRUPO C 14,9142 48 16,06+1,22 17,89+1,81 15,53+0,06
GRUPO D 14,67+1,8 14,13+11,17 16,78+0,81 16,07+0,61
GRUPO E 16,18+0,84 16,22+0,53 16,33+0,55 16,13+0,45

* no existen diferencias significativas por grupo (p<0,05)

TABLA 2. Valores hematoldgicos de la serie blanca obtenidos para ratas machos y hembras al inicio y al final del
ensayo de toxicidad/infectividad/patogenicidad aguda pulmonar con Metarhizium anisopliae./ Haematological values
for white series obtained for male and female rats at the beginning and end of the Acute pulmonary
Toxicity/Infectivity/Pathogenicity test with Metarhizium anisopliae.

Machos Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
tiempo Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
Cero PANGIET 21 dias PANGIET 21 dias ARGIET
Leucocitos mm3 | 4388+1901 | 6700+1562 7633+£1357 9766+2983 6933+1184 5830+750
Neutrofilos % | 13,22+4,58 |15,84+61 24,66?13 51 22+3 18,33+1,53 22+3,61
Linfocitos % 80,33+54 |79,5+10,61 70+4,0 69,67+3,51 75,67+0,58 72,33+3,79
Monocitos% 4,89+2 26 | 3,66+0,58 4,33+0,58 6,0£3,3 4,0£1,0 4,33£1,53
Bastfilos%o 0 0 0 0 0
EosinéfilosYo 1+0 1+0 2,33+0,58 1,67+1,15 1,33+0,58
embra po A Do B PO po D olo
E PO e PO e PO e 00 e PO E PO
ero (la (la (la Ola Ola

Leucocitos mm3 | 3128+807 | 6533+1000 6633+1266 6333+3028 6700+264,58 | 4270+900
Neutréfilos % | 30,85+15 15,0+2,65 25,33+13,16 22,33+8,14 15,67+5,51 30,048,0
Linfocitos % 59,71+2,41 |77,3343,05 66,33+11,24 68,33+6,65 78,00+4,58 63,67+9,71

Monocitos% 8,14+2,4 4,66+0,57 5,66+0,58 6+2 4,67+1,15 4,0+£1,0
Basofilos% 0 0 0 0 0 0
Eosindfilos% 1,29+¢0,49 | 2+1 2,66+2,08 3,33+0,58 1,67+1,15 2,33+2,31
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~ Producto

Dilucién 10:2
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Grupo E

FIGURA 1. Presencia de Metarhizium anisopliae en los extractos de pulmones de los grupos A, B, C y E aplicado
intratraquealmente en el tiempo cero./ Presence of Metarhizium anisopliae applied intratracheally at time 0 in lungs

extracts of the groups A, B, C and E.

Leyenda: En la primera fila se encuentra el Producto técnico; de izquierda a derecha por columna en las filas dos y tres:

1-Grupo A: Metarhizium anisopliae viable.

2-Grupo B: Metarhizium anisopliae atenuado.

3-Grupo C: Vehiculo empleado, Polisorbato 80 (0,01%p/v).
4- Grupo E: Metarhizium anisopliae Inactivado.

Se obtuvo un recobrado de Metarhizium anisopliae
en el pulmon en el tiempo cero de 6,98+1,84 10°, mien-
tras que en el producto atenuado, el recobrado fue
1,96+1,32 102. Este Ultimo resultado corroboré que con
la aplicacion de un solo ciclo no se alcanzo el 100%
de inactivacion. Los pulmones de los animales corres-
pondientes al grupo donde se aplic6 dos ciclos de 30
minutos a 121°C se corroboré que Metarrhiziun
anisopliae se inactivé el 100%.

En la dindmica puntual de la excrecién del hongo
Metarhizium anisopliae en los tiempos de sacrificio,
se observl que, después de los tres y siete dias de
aplicado el producto, no aparece microorganismo via-
ble en los extractos de los pulmones en los grupos A
y B. La eliminacién de Metarhizium anisopliae en las
heces presenté el maximo de excrecion entre 12 y
24 h para la mayoria de los animales del grupo A (Fi-
gura 2) y después de 96 h no existio crecimiento del
hongo.

De un total de 450 muestras entre 6rganos y flui-
dos biolégicos, correspondientes a los 90 animales en
estudio, se hallé la presencia del Metarhizium anisopliae
viable en 15 muestras (pulmones, rifiones y contenido
fecal) entre tres y siete dias.

Evaluacion patolégica

El analisis macroscopico en los diferentes grupos
de ensayos mostrd, de forma generalizada, lesiones
severas con hemorragia en los pulmones de la mayo-
ria de los animales de los grupos donde se aplico el
producto directamente. También se encontro rifiones
palidos en algunos de los animales y placas peyers en
el intestino delgado. Los resultados obtenidos por
microscopia corroboran los resultados encontrados en
la necropsia, donde los 6rganos mas afectados en el
estudio fueron el pulmén y el bazo. Un resumen de las
lesiones microscopicas y el grado de afectacion de
cada grupo del ensayo se muestra en las Tablas 3y 4,
respectivamente.
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FIGURA 2. Dinadmica de aclaramiento del Metarhiziun anisopliae en heces de ratas (grupo A)./ Clearance dynamics of

Metarrhiziun anisopliae in feces of rats (group A).

DISCUSION

Evaluacion del producto Metarrhiziun PM y nive-
les de dosis

Las caracteristicas técnicas del producto
Metarhiziun PM (5,0x10% conidios por gramos y un
poder germinativo de 76,8+1,7%) estan dentro de las
especificaciones de calidad del mismo, que puede
oscilar hasta el 15% del valor del mismo.

Con el empleo de un medio de Batata Dextrosa
Agar suplementado cony sin cloranfenicol present6 el
mismo poder germinativo, sin diferencia significativa
(p<0,05). El empleo de este medio de cultivo con
cloranfenicol ha sido usado por otros estudios para la
identificacion de Metarhizium spp. para evitar el creci-
miento bacteriano durante el cultivo de tejidos (16,17).

El protocolo de la EPA plantea que se debe usar un
grupo inactivado al 100% para corroborar los mecanis-
mos de accion que pueda provocar la toxicidad del
agente estudiado. En nuestro caso, la primera variante
empleada en la inactivacion mostré no ser efectiva, ya
que mantuvo la viabilidad del hongo en un valor de 50
UFC ml? ; esto se confirm@, ademas, en los estudios
de eliminacién, por lo que fue necesario hacer dos ci-
clos de 30 minutos a 121°C para lograr el 100% de
inactivacion. La presencia de microorganismo viable,
después del primer ciclo de inactivacion, puede ser
debido a tolerancia térmica del hongo. En un estudio
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realizado con un hongo entomopatégeno
(Paecilomyces fumosoroseus) empleando diferentes
variantes de inactivacion, se informé que después de 2
horas a 55°C, aparecen 9 UFC (18); en otros estudios
donde se utilizan diferentes condiciones de luz e
incubacion con cepas de Metarhizium anisopliae y
Aspergillus nidulans , tampoco se alcanzé el 100% de
inactivacion (19).

A pesar de que la concentracion del producto era
muy baja (0,001%) con respecto al valor inicial, este
se mantuvo en el disefio y se denomind Metarhizium
anisopliae atenuado (MA- atenuado o grupo B) , mien-
tras que el grupo inactivado al 100% lo denominamos
MA inactivado (grupo E). El grupo del microorganismo
viable (grupo A) presento la concentracion exigida para
este tipo de ensayo; sin embargo, en el vehiculo (grupo
C) no habia presencia de hongo en su formulacion.

En otros estudios donde se evaltan productos bio-
I6gicos, se obtienen las conidias a partir del medio en
una solucién de Polisorbato 80 al 1% y antes de la
inoculacién en el animal, la suspension de conidias es
centrifugaday el residuo sélido se resuspende en una
solucién salina estéril para su inoculacién (16, 20). En
nuestro caso se empled directamente la solucion de
Polisorbato al 0,01%, ya que en estudios preliminares
donde se aplicé el vehiculo, los animales a las 72 ho-
ras estaban totalmente recuperados del proceso de
estrés al cual fueron sometidos durante la inoculacién.
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TABLA 3. Resumen de lesiones microscdpica de cada grupo del ensayo de infectividad /toxicidad /patogenicidad
aguda pulmonar en ratas tratadas con Metarhizium anisopliae./ Summary of the microscopic lesions in each group of

the acute pulmonary toxicity/ infectivity /pathogenicity test in rats treated with Metarhizium anisopliae.

Grupo

Tiempo de sacrificio
Dia 3

Tiempo de sacrificio
Dia7

A Pulmon: Bronconeumonia intersticial (4/5) Pulmén: Bronconeumonia intersticial (5/6) y
Bazo: Hiperplasia linfoidea (2/5) y congestionado Granulomatosa (1/6)
Higado: Degeneracion vascular difusa (1/5) Bazo: Hiperplasia linfoidea (1/6)
Intestino: Hiperplasia linfoidea y Placas Peyer's Intestino: Hiperplasia linfoidea y Placas
(1/5) Peyer’s (1/6)
B Pulmén: Bronconeumonia intersticial (3/6), Pulmon: Peribronquitis con neumonia focal
Peribronquitis con neumonia intersticial focal (2/6) e | (5/6) e neumonia intersticial severa (1/6)
hiperplasia linfoidea Bazo: Hiperplasia linfoidea (5/6)
Bazo: Hiperplasia linfoidea (5/6) Higado: Ectasia focal (1/6) y congestionado
Higado: Ectasia focal (1/6) (1/6)
Intestino: Hiperplasia linfoidea y placas Peyer's Rifi6n: Nefrosis progresiva con mineralizacion
(1/6) focal (1/6)
Intestino: Hiperplasia linfoidea y placas
Peyer’s (1/6)
C Pulmon: Peribronquitis focal pequefia (5/6) Pulmon: Peribronquitis focal pequefia (2/6),
Bazo: Hiperplasia linfoidea (5/6) Neumonia intersticial ligera (1/6) y
Higado: Ectasia focal (2/6) Bronconeumonia purulenta (1/6)
Intestino: Hiperplasia linfoidea y placas Peyer’s Bazo: Hiperplasia linfoidea (6/6)
(1/6) Higado: Ectasia focal (3/6) y hematopoyesis
extramedular (2/6)
Intestino: Inflamacidn catarral (1/6)
D NS NS
E NS NS

Tiempo de sacrificio

Dia 14

Pulmoén: Bronconeumonia intersticial focal (5/6)
Foco peribronquial intersticial y fibrosis focal con
abundantes neutréfilos (1/6)

Bazo: Hiperplasia linfoidea ligera (1/6)

Rifién: Hidronefrosis (1/6)

Tiempo de sacrificio
Dia 21

Pulmén: Bronconeumonia intersticial ligera
(5/6), con inflamacion granulomatosa (1/6)
Bazo: Hiperplasia linfoidea ligera (2/6)
Rifion: Hidronefrosis (1/6)

Intestino: Enteritis catarral

B Pulmén: Bronconeumonia peribronquial intersticial | Pulmén: Bronconeumonia peribronquial
con abundantes linfocitos (4/6), Neumonia purulenta | intersticial (6/6) con abundante linfocitos (3/6)
con absceso (1/6) Bazo: Hiperplasia linfoidea ligera (4/6)
Bazo: Hiperplasia linfoidea ligera (5/6)

C Pulmén: Peribronquitis focal fibrosa (1/5), Pulmon: Peribronquitis focal, linfocitos (4/6),
linfocitos (3/5) Bronconeumonia purulenta (1/6)
Bazo: Hiperplasia linfoidea ligera (2/5) Bazo: Hiperplasia linfoidea ligera (3/6),

Rifi6n: Hiperplasia renal tubular simple, (1/6)

D Pulmon: Peribronquitis focal linfocitos (4/6), Pulmon: Peribronquitis focal, linfocitos (1/6)
Bronquiolitis purulenta mucosa (1/6)
Intestino: Hiperplasia y placas Peyer's (2/6)

E NS Pulmén: Bronconeumonia intersticial con

inflamacion granulomatosa (3/6),
Bronconeumonia peribronquial intersticial
(2/6); Bronconeumonia intersticial (1/6)

NS: no sacrificio
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TABLA 4. Resumen del nimero de animales y el grado de la lesion en los pulmones por grupo y tiempo de sacrificio./
Summary of the number of animals and degree of lung injury per group and sacrifice time.

GRUPOS Dia 3 DIEVAS Dial4 Dia 21

A 5*** 6*** 3* 5*

2**
B 2* 3* 4* 5*
2** 1** 1**
C 3* 1* 1* 1*

D NS NS 1*
E NS NS NS 2%
4**

NS: no sacrificio *** Severa ** Moderada * Ligera

Total de animales sacrificados por grupo: 6 por dia de sacrificio

Evaluacion clinicay sintomas de toxicidad

Al final del estudio, en los pesos de los animales
de cada uno de los grupos ensayados no se encontra-
ron diferencias significativas (p<0,05). El consumo de
alimento y agua para la especie Norvegicus oscilo en-
tre 15-30 g/a/d y 24-60 ml/a/d, respectivamente, inde-
pendiente del grupo, lo que corresponde con esta es-
pecie (21).

Durante el estudio, todos los animales presentaron
erizamiento, incluso los controles que no fueron trata-
dos, por lo que este sintoma no se debe al producto,
sino a un estado general de estrés de los animales.

Alos 21 dias no existio diferencia significativa en la
hemoglobina de ninguno de los grupos (Tabla 1). Al no
existir anemia, el resto de las variables de la serie roja,
hematocrito, concentracion de hemoglobina
corpuscular media, entre otros, no se expresaron por-
que carecen de importancia desde el punto de vista de
interpretacién diagnostica.

El resultado de los leucogramas muestra, que no
hay diferencia significativa (p<0,05) para cada uno de
los indicadores, al inicio y al final del ensayo, por gru-
po de andlisis. Existi6 una leucopenia de forma gene-
ralizada en los grupos A, By C hasta los 7 dias (datos
no mostrados); a partir de ese tiempo hay una recupe-
racion de los valores de leucocitos. Lo mismo sucede
con los linfocitos, donde al final del ensayo existe un
incremento en la mayoria de los grupos para cada sexo,
lo que demuestra que existe un proceso recuperativo
en los animales. No sucede asi con los monocitos,
que durante todo el ensayo los valores en porcentaje
estan por encima del valor de referencia (machos 0-
0,65/0,1; hembras 0-1,8/1; (22, 23) pero esta altera-
cion ya estaba presente al inicio del experimento. Los
eosinofilos aumentaron en el tiempo, lo cual da una
idea de un proceso alérgico en los animales que pue-
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de ser debido a la presencia de histamina liberada por
la degradacion de mastocitos presente en los pulmo-
nes, producto de un cuadro neumonico. Otros estu-
dios han demostrado que los mastocitos presentan un
rol principal en los estados alérgico e hipersensibilidad
en procesos donde esta implicado una inflamacién cré-
nica (24, 25).

La leucopenia y la alteracion del indicador de
monocitos ya estaba presente en los animales al ini-
cio del experimento, como se demostré en el tiempo
cero de sacrificio, lo que podemos decir que la presen-
cia del hongo Metarrhiziun anisopliae no afect6 los va-
lores hematologicos de la serie roja y blanco durante
el ensayo.

Evaluacion microbioldgica

Los aislados el hongo en los diferentes extractos
de pulmones (Fig. 2) correspondieron con la morfolo-
gia descrita para M. anisopliae, donde las colonias son
inicialmente blancas y en el tiempo estas se tornan de
un color verde oscuro; estos resultados coincidieron
con los obtenidos en otros medios elaborados a partir
de Sabouraud dextrose agar (14).

Los resultados del recobrado de M. anisopliae en
los pulmones en el tiempo cero post inoculado, mos-
traron valores en el orden de 10° UFC g*; este bajo
recobrado se debe al proceso de extraccion del hongo
gue se realizé de forma manual hasta lograr un
homogenado semi sélido; sin embargo, se observé bien
la presencia del hongo en los diferentes grupos ensa-
yados.

A los tres y siete dias de post inoculado, el hongo
en los pulmones, ya no habia presencia del hongo via-
ble en los grupos Ay B, esto concuerda con los resul-
tados obtenidos en la eliminacion del microorganismo
en las heces donde a las 190 horas ya se habia elimi-




nado totalmente. El méximo de excrecion del microor-
ganismo en los animales oscila entre las 12 y 24 ho-
ras. Estudios realizados de toxicidad patogenicidad
aguda oral para este microorganismo, después de las
24 horas, no presentd mas excrecion (20). Otro micro-
organismo entomopatégeno, donde se ha evaluado la
toxicidad por via oral a las 24 horas, presentaba un
promedio de recobrado en las heces en el orden de 102
UFC g (26). En nuestro caso, el valor medio de reco-
brado en las heces fue 1,6x10° UFC g, muy superior
al encontrado por ellos; esto puede ser debido al siste-
ma de muestreo empleado y la forma de aplicacion.

No se encontré la presencia del microorganismo
en ninguno de los 6rganos y fluidos biolégicos analiza-
dos a partir de los 14 dias en los animales tratados, ni
en los animales centinelas que se encontraban junto
con los tratados para estudiar posible infectividad de
un animal a otro. En todo el estudio solo se encontro
el microorganismo viable en dos muestras de rifiones
en los tiempos de tres y siete dias y en todos los
pulmones de esos sacrificios. Estos resultados se
encuentran dentro de los niveles de aclaramiento del
microorganismo encontrado por otros autores y no
existe replicacion del mismo. Un estudio realizado con
M. anisopliae por via oral report6é un solo animal que
murio con replicacion del hongo en el pulmén, el higa-
do y el nddulo linfoide de un total de 72 animales ino-
culados (20). Otros estudios, donde evaluaron hongos
entomopatdgenos por via oral e intraperitoneal, mos-
traron bajos porcentajes de érganos con presencia del
microorganismo sin replicacion del mismo (16, 26, 27).

Evaluacion patolégica e histopaldgica

Los resultados obtenidos por microscopia mues-
tran que los 6rganos mas afectados en el estudio fue-
ron el pulmon y el bazo, lo que corrobora los resulta-
dos hallados en la necropsia. Algunos animales mos-
traron lesiones en otros 6rganos pero en menor grado
(Tabla 3). Las muestras de pulmdn de los grupos A, B,
y C mostraron una respuesta inflamatoria aguda que
fue severa en el grupo Ay fue disminuyendo la grave-
dad hasta el grupo C. Es posible observar, ademas,
como van disminuyendo también el desarrollo de es-
tas lesiones con el tiempo de sacrificio hasta culminar
en los 21 dias.

La lesidon pulmonar se caracterizd por una
bronconeumonia intersticial, con engrosamiento de los
septos alveolares debido a la acumulacion de
macréfagos, linfocitos, algunos neutréfilos de forma
general (28). Se produjo una hiperplasia de los
neumaocitos tipo Il que ocupaban la luz alveolar apare-
ciendo como células grandes con citoplasma claro.
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Numerosas células de diversos tipos aparecieron en
los bronquios y bronquiolos, los cuales estaban afec-
tados también por la infiltracion de células inflamatorias
en la periferia, intersticio y epitelio (29). Focos de
granulomas caracteristicos, sin necrosis, fueron ob-
servados, algunos con presencia de células gigantes
y otros con células y cuerpos extrafios dentro de las
cuales se observaron estructuras fagocitadas. Esta res-
puesta se produjo por la entrada de sustancias extra-
fias al 6rgano de una forma directa a través del uso de
la viaintratraqueal, no solamente por la aplicacion del
hongo, ya fuera activado o atenuado, sino también por
el contenido de grasa del vehiculo, lo que se manifestd
por gran niumero de macréfagos con aspecto espumo-
so0. Estos resultados (Tabla 4) nos dan la posibilidad
de apreciar como van evolucionando esas lesiones
pulmonares hacia la reparacion, donde en un inicio fue-
ron severas. Esta seguridad en la descripcion es posi-
ble por la reduccién de esas areas neumonicas hasta
el nivel peribronquial para quedar ya a los 21 dias en
solo acumulaciones focales de linfocitos (30).

Pocos animales mostraron escasa proliferacion de
tejido conectivo cuando se sacrificaron a los 14y 21
dias, lo cual puede sugerir que los animales lograron
una reparacion del tejido dafiado, aunque se observa-
ron granulomas que si se corresponden con inflama-
cion proliferativa de tipo especifica. Se describe que
no necesariamente estos tipos de neumonias
intersticiales progresan a la forma crénica, pero en este
caso existian estructuras fungicas, cuerpos extrafios
y grasas, introducidas en el aparato respiratorio que
generaron el desarrollo de esos granulomas como
mecanismos de defensa (30).

Algunos animales del grupo B (3 animales) y grupo
C (2 animales) presentaron contaminacién bacteriana,
apreciable por la presencia de neumonia purulenta bien
definida. Estos resultados pueden estar relacionados
con problemas inmunolégicos individuales en los ani-
males, que permitié la entrada de agentes bacterianos
a nivel pulmonar y desencadenar ese cuadro. En este
sentido algunos autores (31) plantean la participacion
de microorganismos propios de la flora normal que
colonizan la mucosa bronquial y el parénquima
pulmonar y llegan a desarrollar estos cuadros
neumdonicos si las defensas organicas se encuentran
dafiadas.

La presencia de hemorragia en los pulmones de
los animales tratados con el microorganismo viable e
inactivado puede estar relacionada con la forma de
sacrificio. Muy pocos estudios evallan la infectividad,
toxicidad y patogenicidad aguda pulmonar de agentes
microbianos, lo que no permite hacer un analisis criti-
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co; sin embargo, multiples ensayos de agentes quimi-
cos en forma de aerosol, suspensién o liquidos se han
desarrollado para evaluar la toxicidad pulmonar, y en la
mayoria provocan procesos inflamatorios que culmi-
nan en neumonia (32, 33, 34, 35, 36).

Analizando de forma integral los resultados clini-
cos, microbiolodgicos e histopatoldgicos, el producto
Metarhizium PM no mostro signos de toxicidad agu-
da, ni infectividad, ni patogenicidad en el modelo em-
pleado de una dosis Unica intratraqueal en ratas al
término del mismo, existiendo una recuperacion de
los dafios pulmonares. Otros estudios realizados con
cepas diferentes de Metarhiziun anisopliae, evaluan-
do un ensayo de toxicidad patogenicidad aguda oral
en ratones (20), corroboran el caracter no téxico de
este hongo para ser empleado como ACB en el trata-
miento de las cigarras en la cafia de azucar. Si consi-
deramos que los tratamientos quimicos convenciona-
les son altamente toxicos y afectan el medio ambien-
te, el uso de ACB en los programas de control de
plagas es una alternativa mucho mas favorable para
el medio ambiente.
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