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RESUMEN

La interaccion entre la célula parasito- levaduras de Histoplasma capsulatum (Hc)
y células hospederas de murciélago, fue estudiada en ensayos de adherencia in
situ, donde se incubaron levaduras de Hc de las cepas EH-53 o EH-375 (3 x 107
levaduras/ml) con criosecciones de érganos de murciélagos machos adultos de la
especie Artibeus hirsutus. La adherencia de las levaduras se realizé en tejidos
que constitutivamente tienen una alta densidad de células fagociticas
profesionales (pulmodn, bazo e higado) y de no profesionales (intestino y traquea),
teniendo como referencia la adherencia de Candida albicans (Ca) en ensayos
comparativos en murino (BALB/c, machos adultos) y como testigos negativos
ensayos sin particulas o con latex (0.45 um). En los ensayos de adherencia, las
levaduras fueron identificadas por tincion con cristal violeta (CV) o por el método
de inmunoperoxidasa (IP), utilizando anticuerpos especificos. Los resultados
demostraron levaduras de Hc sobre todos los tejidos de los animales estudiados,
aunque de manera preferencial para el pulmoén. En los cortes de bazo de ambas
especies animales, las levaduras de Hc se adhirieron, en particular, a la pulpa
blanca y roja; mientras que con las levaduras de Ca se observd una distribucion
mas uniforme, incluyendo la capsula. Asimismo, las levaduras de Hc adheridas a
los cortes de higado mostraron una preferencia por la cara sinusoidal de los
hepatocitos. De los tejidos con fagocitos no profesionales, el intestino mostré un
mayor numero de levaduras adheridas que la traquea. En murciélagos y en
ratones, se observé mayor selectividad en la adherencia de levaduras, tanto de
Hec como de Ca, a la lamina propia de las vellosidades intestinales. En los cortes
de traquea, de murciélagos y ratones, se observaron levaduras adheridas, tanto
de He como de Ca, principalmente sobre la Iamina propia, asi como en la tunica
adventicia. La cepa EH-53 (humano infectado) mostré mayor capacidad de
adherencia a tejidos de murciélagos y de ratones que la cepa EH-375 (murciélago
naturaimente infectado); mientras que el numero de levaduras adheridas de Ca
fue siempre menor que el de Hec. No se observd en ninguna circunstancia la
adherencia de particulas de latex y los testigos sin incubacion con levaduras, en
los dos métodos empleados, fueron siempre negativos. Al comparar los métodos
utilizados (CV e IP) para identificar las levaduras adheridas a los tejidos, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos. Los datos encontrados en el
presente estudio son de gran relevancia ya que constituyen los primeros
hallazgos en la interaccién célula:célula representada en el binomio
Histoplasma:Murciélago.




INTRODUCCION

El! hongo dimérfico Hfstop/asma capsulatum var. capsulatum - Darling 1906, es el
agente etioldgico de la micosis sistémica histoplasmosis. El hongo se favorece de
condiciones apropiadas de los nichos ecolégicos especiales que le proporcionan
nutrientes y factores ambientales que optimizan el crecimiento y esporulacién del
hongo en ambientes naturales. Estos nichos son mas comunes en zonas de
climas templados y tropicales. La mayoria de los casos de infeccidon por H.
capsulatum han sido registrados dentro de un area geografica ubicada a una
latitud entre los 45° Norte y los 30° Sur del ecuador (Kwon-Chung & Bennett,
1992).

El habitat natural del hongo lo constituye de preferencia los lugares cerrados
himedos y oscuros, tales como cuevas, grutas, minas, tuneles, puentes,
alcantarillas, torres de iglesias asi como construcciones viejas y deshabitadas. Sin
embargo, el hongo también ha sido aislado de lugares abiertos como parques,
patios y plazas, donde se encuentran zanates, golondrinas, palomas y aves de
corral como gallinas y pavos. La presencia de altas concentraciones de nitrégeno
y fésforo, ademas de oligoelementos, permite que H. capsulatum cr=
favorablemente en guano de murciélagos y aves, asi como en el complemeiio
alimenticio denominado gallinaza o pollinaza, utilizado para ganado. Las
condiciones fisicas como, poca luz (que favorece la esporulacion), temperaturas

optimas tanto de suelo como del ambiente que fluctian en un rango de 25-30°C y




una humedad relativa >60 %, son factores abiéticos que junto con los bidticos,
representados principalmente por la microbiota asociada e insectos y acaros
micéfagos. (Hoffmann, 1998), conforman el nicho ecolégico ideal para este
patégeno fungico. En estos ambientes, H. capsulatum desarrolla su fase infectiva
produciendo microconidios y pequefios fragmentos de hifas, los cuales pueden
causar la enfermedad histoptasmosis con curso clinico de moderado a grave, si
son inhalados particularmente por hospederos susceptibles -inmunodeprimidos-.

En la morfologiaimicroscépica de la fase micelial del hongo, se observan
hifas qué mideﬁ de 1.2 a 1.5 um de diametro, con dos tipos de conidios solitaric
(aleuroconidios): microconidios o microaleuroconidios redondos, piriformes o en
forma de clavas de 1.4 x 2.6 um, los cuales pueden estar fijos a la hifa o unidos a
ellas por pequernos conidi6foros; y macroconidios o macroaleuroconidios de
paredes gruesas, por lo general, redondos de 8-14 um de diametro, los cuales
tienen proyecciones digitiformes de diferentes tamanos, tipicas de la especie. Los
macroconidios estan adheridos a las hifas por conidiéforos cortos, que con
frecuencia, forman un angulo aproximado de 90° con las mismas. El hongo crece
en su fase levaduriforme y virulenta, tanto como parasito intracelular de fagocitos
profesionales (macréfagos y polimorfonucieares) y no profesionales (céic
epiteliales) de hospederos susceptibles, dependiendo del microambiente
intracelular de la célula parasitada; asi como en medios de cultivo sintéticos a 37
°C, adicionados con glucosa y cisteina.

.La micromorfologia de las levaduras esta representada por células
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individuales uninucleadas de 2-6 um de diametro, unigemantes con brotamiento
de base estrecha (Kwon-Chung & Bénnett, 1992;' Taylor et al.,, 2000c; Tewari et
al., 1998). B

Se ha propuesto que los ais»ly\a}dos‘dé H. capsulatum, representando las

‘/mlnosum comprenden ocho especies

variedades capsulatum, duboisii y fa
filogenéticas en Iugarde 'tres"' ar dades“H/stoplasma capsulatum puede
considerarse una especnevcriptlca
siendo cada especse un

btoléglcas en serotlposﬂ qulmlotlpos vnrulencnas y en aspectos morfo y f'suoléglcos

(Kasuga et a 999 *Kasuga et al. 2002) Las ocho especnes filogenéticas

|dent|fcadas a la fecha : son Ias sngmentes 1) Poblacién clase 1de Norteamérica;

2) Poblacnén clase 2 de Norteamérica; 3) Poblacion grupo A de Sudamérica; 4)

Poblacion grupo B de Sudamenca 5) Poblacion Australiana, 6) Poblacion de una

colonia holrar‘\desa:";7) Poblacién Euroasiatica; y 8) Poblacién Africana. La

-en . tres especies filogenéticas, la clase 2 de Norteamérica, la

Las '\‘/a_ned:va‘des capsulatum y duboisii, son indistinguibles en su forma

saprobia (micelial) pero difieren en su forma parasitaria, las levaduras de H. c. var.
duboisii en tejidos animales y humanos son ovoides y tienen una pared celular
mas delgada que las de H. ¢. var. capsulatum. Ambas variedades han sido

referidas como productoras de infecciones de humanos (en particular), de

4




murciélagos y de otros mamlferos (Tewan et al 1998). Sin embargo, es oportuno

: mencmnar que H a dleOISII nunca ha 5|do alslado en Ameérica.

Los casos de

capsulatu) (Tewa et a/ 1998) presenta formas cllnlca dlv_ersas, que varian de

epidemiias, es:‘la’ Histoplasmosis Pulmonar Primaria (H;PP). que afecta

presentes en altas concentraciones. Estos lugares son generalmente usados por

murciélégos como refugios permanentes y/o temporales, y representan un riesgo
para la salud de todos aquellos individuos que entran o trabajan en ellos. En este

sentido, espeledlogos, bidlogos, gedlogos, arquedlogos, antropdlogos, y
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particularmente trabajadores rurales, como mineros, limpiadores de minas,
colectores dé guano, estan expuestos a altas concentraciones de esporas
ft‘mgivcas ’y rep'résentan la poblacién profesional de alto riesgo, susceptible a
|nfectarse con H capsulatum (T aylor et al 2000b).

Por otro lado desde hace vanos aﬁos se conoce que los murciélagos
pueden |nfectarse con H. capsulatum (‘Kyunz, 1988; Taylor et al., 1994, 1999a).

En México, se han 'repl'értado"'c‘erca de 140 especies de murciélagos
(Medellln‘et al., 1897), de las >CUales 27 utilizan, ambientes cavernicolas como
refqgio permanente; 33 como refugio alternativo y 18 como refugio ocasional
(Arita, 1993), lo que representa mas del 50 % de la quiropterofauna del pais
asociada . a estos ecosxstemas Estos ambientes conforman el nicho ecoldgico
ideal para: este patégeno funglco La intima asociaciéon de H. capsulatum con
qu1ropteros en relactén con el mecanismo de dispersibn del hongo en la

Vnaturaleza (Hoff & Blgler 1981 Taylor et al.,, 2000a) ha causado gran interés

tanto entre Ios’mlcro ogos como en los mastozodlogos, ya que se podria

) utlllzar mertas caracterlstlcas de: la nteraccnén entre el binomio hongo-murciélago

para estudlos puntua es de estos mamaferos como, la de emplear el patrén
pollmérf‘co del DNA del hongo como un marcador de los sitios de infeccién para
histoplasmosis (marcador geografico), y poder rastrear la distribucion de este
biomarcador en murciélagos capturados en otros sitios (Chavez-Tapia et al.,

1998; Taylor et al., 2000a).




Se hah reportado porcentajes de infeccion en murciélagos dentro de sus
mismos refugvioé_'que van de 1 a 66 %. En México, Taylor et al. (1994;1999a) y
Peﬁa-SandoQal et al. (2002) han logrado aislamientos a partir de diferentes

especies” mfectadas Mormoops megalophylla, Myotis californicus, Pteronotus

davy/ y Leptonyctens curasoae (primer reglstro para el mundo), P. pamellii,

acréfaéos en armonia con:
el mecanlsmo fectores mas importantes para la

hospedero infectado. Las

las condicibhes_ a ntraéélulares. constituyen aspectos claves para
Igunos procesos infecciosos. De ahi que las

culas de supert"cne de los parasitos sean

importantes en'-la sel e lavia de entrada a Ias células del hospedero sean

estas fagocltos no'” profesuonales (entendiéndose por
profesmnales a las celulas capaces de ingerir y procesar al parasito o la

particula fagoc1tada; y “no profesnonales a ciertas células, como las epiteliales por




ejemplo, que ejercen Ia funcuén fagocitlca asoc:ada eventualmente a transito y

. comunlcacuon mtra e lntercelular) (Rablnovtch 1995)

ue 'medlan Ia mteraccnén de H.

capsu/atum con Ia célula hospedera parasitada; los cuales han sudo estudlados de

modo preferencual t

Turner 1953 Retallack &

forma dlS m

funglca/fagocttos de murc:élago Observaciones hlstopatolégmas ‘en varlos tepdos

de dlfe,rentes\murcnelagos infectados, mostraron ja presencia de levaduras
intracelulares compatibles con la fase parasitaria de H. capsulatum,
especialmente en macréfagos pulmonares intra-alveolares. A la fecha,

observaciones en estudios histopatolégicos de murciélagos natural vy
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experimentalmente infectados con H. capsulatum evidencian una escasa reaccion
inflamatoria en los érganos infectados, particularmente en pulmoén, higado y bazo,
lo que sugiere que el murciélago resuelve la infeccion por el hongo dé un modo
mas eficiente y rapido que el ratén y el humano, sin dejar huellas consistentes de
una reaccién inflamatoria localizada importante, a pesar de la presencia del
parasito en el tejido infectado, por lo que estos mamiferos constituyen un modelo

interesante para el estudio hospedero-parasito en la infeccion por H.capsulatum.




JUSTIFICACION

En México, H. capsulatum se encuentra en ambientes catalogados como sitios de
alto riesgo de infeccidn generalmente asociados a la forma epidémica de la
enfermedad. Las actividades relacionadas con la exposicién a excretas de aves y

murc:elagos-son uno de los principales factores de riesgo para adquirir

‘partlcularmente en las personas que habitan zonas rurales y/o

subufbahas La |nteraccién de H. capsulatum-célula hospedera, ha sido estudiada

de; modo preferenmal tanto en el humano como en el modelo murino, sin

‘embargo en el ambuente donde prevalecen las fuentes de infeccién con el hongo T

algunos anlméles desarrollan también en forma natural histoplasmosis (los mas
comunes han sido pequefios mamiferos), entre ellos se destacan los murctélagosV
que producen grandes cantidades de guano con las condiciones propicias para el
desarrollo del hongo. Por lo referido anteriormente, se sabe que H. capsulatum
posee la potencialidad de infectar a estos animales, sin embargo, se desconoce el
curso clinico de la enfermedad y la prognosis de la misma en los murciélagos, por

lo. que es.de gran interés conocer la interaccion inicial que facilita la infeccién,

represe‘nt'a‘dabﬁyof'iél primer paso de reconocimiento entre el hongo y la célula del
hospedéfo aser parasitada.

- Con base en los antecedentes, nuestra atencidon en el presente estudio
estuvo dirigida a los mecanismos de reconocimiento operantes en la relacion

levaduras de H. capsulatum y fagocitos (profesionales y no profesionales) de

10




distintos 6rganos blanco de murciélagos. La presente tesis contribuye a entender
aspectos criticos de la dinamica de infeccién en el murciélago y obtener datos que

apoyen su probable papel como reservorio natural del hongo.
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OBJETIVO GENERAL

=> Comprobar la capacidad de adherencia de levaduras de H. capsulatum a

tejidos de diferentes érganos blanco de murciélagos.

OBJETIVOS PARTICULARES

=> Determinar el patrén de la adherencia de levaduras de H. capsulatum en

érganos como pulmén, bazo e higado de murciélagos, que contienen células |

fagociticas profesionales.

= Determinar el patrén de la adherencia de levaduras de H. capsulatum en

6rganos como intestino y traquea de murciélagos, que contienen ceélulas

fagociticas no profesionales.

12




HIPOTESIS

Histoplasma capsulatum en: su fase levaduriforme es capaz de adherirse a
érganos que constitutivamente tienen células fagociticas profesionales y no

profesionales de distintos éfganos blanco de murciélago.
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MATERIALES Y METODOS

Una integracion de la secuencia de procedimientos realizados en este estudio se

ilustra en un diagrama de flujo (Fig. 1).
Cepas

Se emplearon dos cepas de H. capsulatum var. capsulatum, la EH-53 aislada de
un paciente infectado’en una cueva de Hidalgo-México y la EH-375 aislada de un
murciélago infectado en la naturaleza, capturade al azar en una cueva de
Morelos-México. Estas cepas se ehcuentran actualmente depositadas en la
Coleccién de Cepas dke H capsulatum del Laboratorio de iInmunologia de Hongos
de la Facultad de Medicina, UNAM (Taylor et al,1999b). Asimismo se utilizd,
como testigo en los ensayos de adherencia, una cepa de Candida albicans (cepa
15) donada gentilmente por el Dr. Rubén Léopez Martinez del Laboratorio de
Micologia Médica de la Facultad de Medicina, UNAM. La fase levaduriforme de
cada cepa fue mantenida a 37 °C en medio de infusidon-cerebro-corazén (BHI-
liquido) (Bioxén, México, D.F.) suplementado con 0.1 % de L-cisteina y 1 % de

glucosa.
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Animales

Se emplearon murciélagos machos adultos, de la especie Artibeus hirsutus los
cuales pertenet':en a una colonia gregaria con mas de 3500 ejemplares que ha
sido monitoreada desde hace seis afios en la misma cueva llamada “El Salitre”,
localizada en;_“él","ejido de Santa Rosa Treinta, municipio de Tlaltizapan, en el
estado de Morelos. Como modelo de comparacion se utilizaron ratones machos,
- de ocho semanaé de edad de la cepa singénica BALB/c, mantenidos con purina
(Purina de México, D.F.) y agua destilada acidificada ad /ibitum en el bioterio de la

Facultad de Medicina, UNAM.
Captura de murciélagos

La captura de los especimenes de A. hirsutus se realizd con redes de niebla
colocadas estratégicamente a la entrada de la cueva al atardecer, ya que los
habitos alimenticios de estos. mamiferos son preferentemente vespertino-
nocturnos. Se seleccionaron sélo los murciélagos machos, las hembras y aquellos
de otras especies fueron liberados en el mismo lugar. Se transportaron al

laboratorio en sacos de manta para su inmediato procesamiento.
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Extraccién de 6rganos y obtencion de criosecciones

Se sacrificaron por dislocacién cervical los murciélagos y se realizaron
disecciones para obtener muestras de los siguientes érganos: pulmén, bazo,
higado, intestino y traquea,. Se lavé por separado cada drgano en solucion salina
estéril para posteriormente incluirlos en resina O.C.T. (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO) y congelar los bloques de 6rganos a —80 °C. Antes de proceder al
corte en congelacién, cada bloque fue transferido a —~20 °C por un corto periodo,
para permitir la eliminacién manual del exceso de resina. Se trabajé con el
criostato dentro de un rango de -16 a —20 °C. Se obtuvieron criosecciones de los
tEJldOS mclutdos de cada érgano de 10 um de grosor. Se seleccionaron las
,mejores seccwnes de cada tejido (tres cortes) y se colocaron en portaobjetos
. espec:ales Superfrost Plus (Shandon Inc. Pittsburgh, PA), cargados
poSitivafnéhte. Los corte_s, para los experimentos de adherencia in situ, se

utilizaron dentro de la siguiente hora de su obtencién.
Obtencion de indculos de las cepas flingicas

A partir de levaduras, de cada cepa, criopreservadas (EH-53, EH-375 y cepa 15),
se realizaron precultivos en BHI liquido y se transfirieron 2-3 mi a 10 m! del medio
fresco en tubos cénicos de 15 ml. Se incubaron a 37 °C durante 24 h para obtener
e;I inoculo adecuado de cada cepa. Después de la incubacion, se centrifugaron los

16




tubos a 800 x g por 15 min, se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron
los botones vdé ‘levaduras en 10 ml de medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM)(Glbco Laboratories, Grand Island, NY). Se repitié el procedimiento una
vez més y'dev los botones finales de levaduras se prepararon suspensiones en
DMEM;Z"iSe"hicieron las diluciones necesarias para ajustar la concentracion de
trabvajo die 3 x 107 levaduras/mi. Cada suspensién final de levaduras se guardé en

refrigeracion hasta su uso, lo que ocurrié dentro de las siguientes seis horas.

Ensayos de adherencia in situ

La preparacién de los reactivos y de las levaduras asi como el enséyo in situ,
fueron hechos en condiciones de baja temperatura, e'nf“"uri,rcuarto frio. Se
adicionaron 100 ul de una suspensién de levaduras (para cada cepa), ajustada a
3 x 107 Ievaduijas/ml en. DMEM, a cada corte de tejido colocado sobre el
portaobjeto. S e idcubaron los tejidos con las levaduras por 15 min, se decantaron
los fluidos de lds;"iziaortaobjetos. se lavaron con PBS 0.1 M pH 7.2 y se secaron los
bordes de las preparaciones. Se adicion6 a cada uno de los portaobjetos la
cantidad suficiente de glutaraldehido al 1.5 % en PBS por 2 h, para la fijacion de
las muestras. Se enjuagaron éstas, cinco veces en agua fria, cambiando el agua
cada vez. Se colocaron todas las muestras en agua fria durante toda la noche

(para eliminar las levaduras que no se adhirieron). Se sacaron los portaobjetos del
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agua y se dejaron escurrir y secar a temperatura ambiente para su tincién con
cristal violeta o para inmunohistoquimica enzimatica (inmunoperoxidasa).
En los ensayos realizados’ se obtuvieron 20 preparaciones por érgano

programado, tanto de ratén como murciélago, las cuales se dividieron en cinco

grupos, segun el procedlmlento al que se destind cada uno: 1y 2) adherencia de
las levaduras de la cepa E =H 375 de H. capsulatum (Hc) 3) adherencia

de la cepa 1;5‘de ‘C. alblcans’(Ca)' 4) testigo de no adherencia con particulas de

latex (Sigma) dé O émétro; y 5) testigo de no adherencia sin ninguna

particula adlcmnal Se fo Vr on grupos de 10 preparaciones por cada método de

|oleta o lnmunoperoxldasa

procesamlentoncrls‘tal

Tincid al yipleta (CV) para Ievaduras.; Las preparaciones

seleccionadas'pa tinciéon fueron sumergidas durante 1 min en solucién de

cv (preparq&a‘ nddv pbr separado 20 g de CV en 200 ml de etanol al 95 %

y 8 g de acido oxalico e n 800' mi de agua destilada, dejando reposar la mezcla de

ambas‘,solu’,cio’ s‘toda la noche a temperatura ambiente, y filtrandola hasta su

uso para ‘eliminar cristales suspendidos). Se sacaron las preparaciones del

colorante, . s éui’rieron y después de varios lavados con agua corriente, se

sumergfgr ante 1 min en una solucidn mordente de lugol (preparada
dlsolwend 6.7 de yoduro de potasio en 800 mi de agua destilada, adicionando
de 3. 3 g de: yodo aforando la mezcla a 1 L de agua destilada, y filtrando y

almacenando ia_solucion de lugol hasta su uso). Después del lugol, se lavaron

con dos o tres cambios de agua corriente y se destifieron las preparaciones en

18




mezcla acetona-etanol con dos cambios de § min cada uno. Posteriormente, se A
dejaron secar al aire y sé contratiieron con verde brillante al 1 % en agua,
durante 1 min. Finalmente, las preparaciones fueron sometidas a Ia
deshidratacién rutinaria empleada para técnica histolégica, de 10 a 20 s en cada
paso de alcohol de gradacién creciente hasta xilol. Por Ultimo, se montaron las
preparaciones colocando en cada seccién de tejido una gota de Permount (Fisher
SP15-500) mezclado en una proporcidon de 2:1 con xilo! y se dejaron secar al aire
por 12 h, aproximadamente.

Método de inmunoperoxidasa.- Los tejidos cortados por congelacién,
fueron adheridos a los portaobjetos Superfrost Plus y se dejaron secar al aire por
20 min para estabilizarlos, seguido de fijacion en acetona total por 20 min y nuevo
secado al aire. Se bloqued la peroxidasa endégena en cada preparacion
adicionando peroxido de hidrégeno 1 % en metano! (vol/ivol), durante 30 min a
temperatura ambiente y en camara humeda. Se lavaron las preparaciones tres
veces por 5 min’ con PBS 0.1 M pH 7.2. Se bloquearon los sitios no reactivos con
£PBS 0.1 M/Tritjdh‘)v( 160‘al 0.1 %/ASB 1 %, 1 h a temperatura ambiente y en
camara hﬁﬁ'léaé Se lavaron ligeramente las preparaciones y se incubaron
durantbe'::tda?a- a hoche a 4 °C en camara hiimeda con dos diferentes diluciones
(1:59,)/‘{‘15"1‘0(‘)')’ vde suero hiperinmune de conejo anti-H. capsulatum o anti-C.
albi.can.;obtenidos en el laboratorio y probados previamente en inmunoensayo
enzimatico (ELISA) (Voller et al., 1979) con titulos >1:640. Como testigo negativo

se utilizé suero normal de conejo. Al dia siguiente, se lavaron las preparaciones
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tres veces por 5 min con PBS 0.1 M pH 7.2, se incubaron con el anticuerpo
secundario biotinilado anti-IgG de conejo obtenido en cabra (Gibco) diluido 1:100
en PBS, durante 1 h a temperatura ambiente en cérﬁara humeda. Se lavaron las
preparaciones tres veces por 5 min con PBS 0.1 M pH 7.2 y se incubaron con el
complejo avidina-peroxidasa diluido 1:100 en PBS durante 30 min a temperatura

ambiente. Se lavaron las preparaciones tres veces por 5 mm con PBS 0.1 M pH

7.2 y se incubaron con solucidén de diaminobe . fxdma (DAB) -peroxido, para el cual

--se mezclaron 5§ mg de DAB con 10 ml dé PFB'S p | 742 y se adlclonaron 300

ul de. H202 al 3 %. Se incubaron las preparaciones en estﬁ soluc1on 10 mln hasta
‘que se produ;o coloracnén Posteriormente, se lavaron !as preparacuones en agua
corrlente Yy se deshldrataron en etanol 95 % con tres camblos de 5 min c/u. Se
contratifieron con hematoxilina de Harris y se montaron con resina Permount.
Observacién y cuantificacién del ensayo in situ.- Para la cuantificaciéon
de las levaduras adheridas a los tejidos se utilizaron los microscopios Olympus
(Olympus Optical, Japan) BX 40 e IX 70 (invertido). La observacion de los
ensayos fue realizada por microscopia de luz émpleando las técnicas de
Nomarski y dg campo claro. Los resultados fueron _exﬁresédos por el promedio de
levaduras adheridas por zona determinada d‘e‘ cédé 'corte., considerando cuatro
campos Opticos por cada tejido de cada preparacidén (cada campo 6ptico con
objetivo de 40x y ocular de 10x = 86211.5 pm?). Los resultados del cohteo con la
tincién de CV fueron comparados con los valores obtenidos de los ensayos

realizados con los sueros anti-Histoplasma y anti-Candida en el método de
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inmunopéroxidasa, asi como con los testigos negativos_ de adherencia (latex), y
los testigos no incubados con particulas. Se obtuvieron 720 promedios que
correspondieron a los datos arrojados por los conteos de los tejidos, de cada
especie animal, incubaéios con las dos cepas de H. capsulatum y la cepa de C.
albicans. ‘Las‘;br’eparaciones incubadas con latex y las no incubadas con
particulas no mostraron adherencia de ningun tipo sobre los tejidos, por lo que su
valor fue siém’bt;e cero.

Las imagenes microscédpicas de los ensayos fueron fotografiadas con una
camara Olympus SC 35 automatica, acoplada a los microscopios BX 40 o IX 70;

empleando para ésto una pelicula Kodak Pro-Image 100 de 35 mm.

Analisis estadistico

Los ensayos fueron evaluados por analisis de varianza simple y muitifactorial
(ANOVA-MANOVA) (Statsoft, Inc. 1998; STATISTICA for Windows). Las

diferencias en promedios entre dos variables fueron analizadas por la prueba t de

Student.
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RESULTADOS

De la cuantificacion de las levaduras adheridas a las criosecciones de 6rganos, de

cada especie animal, se obtu‘vie"‘ron'i en tc.;ta_l‘>7,20 lecturas expresadas en 30

promedios, 360 lecturas y 7‘7]‘5‘p on‘jiezalo‘s'por,é:éidiat hiétodo de procesamiento, los

Al evaluar, la interac

fagocitos no brb

adheridas (X :

traquea (X—1O “‘1' con CV X—1114 251306 59 con IP).

- b) Para Ia cepa H- 375 tanto el pulmén como el bazo fueron los érganos con

mayor _‘numero j’:de_k Ievaduras adheridas mostrando una pequeiia diferencia

numéri_éa ,entfe éf'nbos. el bazo en primer lugar (X = 1286.04 + 263.99 con CV; X =

‘:1496.25 '+°262.13 con IP), seguido de muy cerca por el pulmén (X = 1245.96 +
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CTSER

460 17 con CV X = 1460 96 + 396 .01 con IP) y por ultlmo el higado (X = 884.13

1029 42 379 79 con IP)" El lntestlno mostré mayor ndmero

240. 26 con CV X

a) Para la cepa EH 53 el érgano con fagocltos profes;onales que presenté mayor

namero de levaduras adhendas fue el pulmén (X 182325 + 225.21con CV; X =
1785.21 + 211.08 con IP), seguido del hlga_do 137221 + 14054 con CV; X =
1298.46 + 208.74 con IP) y finalmente el bazo x=1 ié7.s7 +512.78 con CV; X =
1173‘08‘ ib‘ 472.19 con IP). De los érganos ébn fagoﬁitos no profesionales, el

intestino. mostré un mayor numero de levaduras édheridas (X =1157.29 + 520.97

‘’con CV; X = 1152.54 + 496.16 con IP) que la traquea (X = 1136.92 + 224.27 con
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CV; X =1141 33 ® 244 06 con IP)

b) Para la cepaEH 375 Ios valores de adherencua de Ievaduras fueron SImllares a ‘

7456 con IP) como en los no profesionales, el intestino (X =

213.92 +71.50 ccn CV; X = 216.88 * 73.15 con IP) y la traquea (X = 174.88

|
+117.69 con CV; X = 202.96 + 91.20 con IP). !
Al corﬁbafar por ANOVA-MANOVA los meétodos utilizados (cristal violeta e
.inmunoperoxidasa), para identificar las levaduras adheridas a los tejidos, no se
encontrod diferencias significativas entre ambos (p>0.05), tanto en los ensayos

realizados en murciélagos (Fig. 2) como en ratones (Fig. 3). )
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En los ensayos testigos, no se observaron en ninguna circunstancia la adherencia
de particulas ‘de latex sobre los tejidos y los resultados de los dos métodos

empleados sin incub‘acién» con particulas fueron siempre negativos.

Al analizar la interéccién t:epa-érgano en A. hirsutus (Fig. 4), con respecto a la

cepa EH- 53 se- encontraron diferencias sngmf‘catwa ntre los promedios de

uatro organos estudiados

adherencia de levaduras en pulmén y Ios otro

(p<0. 05 3

':9l el higado, o bien

lo general inferiores a 250

levadura}slt‘ejid, o Io que no se encontraron dlferenmas significativas (p> 0.05).

En el ahélisis_'d'e la interaccic’m cepa-6rgano en el modelo murino (Fig. 5), se
observaron diferencias significativas (p<0.05; a = 0.01) en la adherencia de
levaduras de la cepa EH-53 entre el pulmon y los demas 6rganos, asi como entre

el higado y el intestino, el bazo, y la trdquea; mientras que entre los tres (ltimos
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organos el promedlo de levaduras adhendas no mostré dlferenmas significativas

(p>0 05) Con respecto a Ia cepa EH 375‘ las dlferenmas ntre Ios promedlos de

: levaduras adherwa fueron 4iﬁéé’ti\ié‘s"(o<6"05‘ ‘entre’ el 'pulmén y los demas

organos. asi co‘ o:entre elvhigado y.el y el intestino; sin

embargo Ias dlferem:las ntre los promedlos ‘de levadur: adhéridas a estos tres

ultlmos organos no fueron s:gmf‘catlvas (p>0 o = 0 05) Por ultimo, la
adherencxa de levaduras de Ca a todos los tejcdos de: ratones mostro promedios
aprox1mados a las 200 levadurast/tejido, no evndenc:ando diferencias significativas
(p>0.05). ' n

Al ihtegrar por ANOVA-MANOVA en Ia't'gi.ifa*é Ios prorﬁedios de adherencia de

levaduras de cada cepa funglca a todo os 6rganos de cada especue animal, en

los dos procesamlentos (CV e as.de Hc tanto Ia EH- 53 (X = 1538.62

Ievaduras d .erldas a 6rganos de murcnélagos, 1315 77 levaduras adheridas a

6rganos de ratones) como Ia EH 375 (1227 82 levaduras adheridas a organos de
fmurmelagos. 1234‘17 Ievaduras adheridas a organos de ratones), mostraron
méyor copacidad de adherencia a todas las criosecciones de los tejidos
estudiados que la cepa 15 de Ca (106.26 levaduras adheridas a érganos de

murciélagos y 222.76 levaduras adheridas a 6rganos de ratones).

Las levaduras de la cepa EH-53 se adhirieron mas a ciertos érganos de
murciélagos que las de la cepa EH-375 (p<0.05), aunque en ratones la diferencia
entre los. promedios de ambas cepas no fue significativa (p>0.05) (Fig. 6). Al
comparar-los promedios de adherencia de levaduras obtenidos para cada una de
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las cepas de Hc con los de Ca, en ambas especies animales, se encontrd

dlferencaas sngmficatlvas con valores de p<0.05 para a = 0.001 (Fig. 6).

Las observaciones microscépicas realizadas permitieron identificar las areas de
cada . érgano estudiado sobre las cuales se adhirieron las levaduras de las

-diferentes cepas.

Pulmén- La figura 7a muestra numerosas levaduras de Hc adheridas a los
componentes tisulares del~ parénquima pulmonar de murciélago, dejando

préctlcamente Ilbres los espacnos aéreos. En contraste, se observé un escaso

nurh'ero,de levaduras de Ca adherldas al’ corte de pulmén con la misma

dlstnbucmn (Fig.:7b) Lo anterlor coincidié con Ios bresultados obtenldos en el

raton, corroboréndose asi cualltatlvamente los datos numéncos antes expresados

para ambas especues de anlmales.

En las observaciones sobre la distribuciéon de las levaduras de cada cepa a los

cortes de pulr’nénf té "‘to‘ae‘nﬁurciélago como de ratén, se encontré que ésta fue

:se?aprecié una preferencia por algin componente del

uniforme * “ya:que c N

parénqulma pulm Anar aunque la adherencia de levaduras aisladas o en climulos

a rnacréfagos en los bordes alveolares (macréfagos alveolares) ha sido

observada tanto para Hc como Ca (Fig. 7b).

Bazo- En los cortes de bazo de ambas especies de animales, se observé una

mayor distribucién de levaduras de Hc adheridas en la pulpa blanca y roja,
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. mientras que’la’capsula mostré un nimero escaso de levaduras, como lo muestra

la ﬂgdv‘ria}“BaV E de levaduras de Ca adheridas a los cortes de bazo de

murciélaQO‘ e‘raton fue mucho menor que Hc, y mostré mayor
c' n de las levaduras, aisladas o en pequeiios cimulos,

roja"' incluyendo la zona marginal, asi como en el tejido

ig. "8b y c). En la figura 9a, se muestran camulos de

levaduras de H. adherldas a. células de bazo de murciélago, algunas de las

cuales posuble nte son macréfagos la figura 9b, muestra la misma interaccion

en el bazo de ratén G

Higado- La distfibuiciénv de las levaduras adheridas a los cortes de higado mostro

tanto para fnuréféléébs como para ratones (Figs. 10a y b) una localizacién

preferencialz;io : ar‘fé sinusoidal de los hepatocitos y por la formaciéon de

cumulos en células intrasinusoidales, probables células de Kﬁpffer (Fig. 10a).

Intestino-- ectividad en “la
ado a la’submucosa.
Mientras que obr lio:as " capa muscular._ externa, se
obseryéy e nel raté'n', se encontrdé una

e Iévaduras adheridas de Hc

(Figs.12a y b).y de.Ca (Fi
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Traquea- En los cortes'dé tré‘qu’ea de las dos especies de animales estudiadas,
se observaron las leilédufas adheridas, tanto de' He (Figs. 13a y b) como de Ca

(Figé; fl3c"y d ’u’ibdé‘sr de. modo sirhi‘lrarjé ‘los - cortes de intestino,

concentrandose el mayor numero de levaduras en las regiones subepiteliales que
o\bia} y por fuera de los cartilagos traqueales, regién
.~ conocida:como; adventicia. Mientras que, el nimero de levaduras adheridas fue

‘escaso en'y.sobre ‘el epitelio traqueal.

Test’igo}s"-'l_vds"'cort'es téstigbs de todos los 6rganos estudiados, observados tanto
por kCV,,:c‘ond‘o por’ IP resultaron siempre negativos (Figs. 14a-e), sea los
incubados con pafticulas de léiex como los sin incubacién con cualquier tipo de

‘parﬂculé.'
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DISCUSION

En este trabajo se demostrd la adherencia de levaduras de H. capsulatum sobre
los tejidos de 6rganos con predommlo de células fagociticas profesionales y no

profesionales de murcuélagos mamiferos considerados como los mas vmculados :

con las fuentes de mfecclé d

espamos cerrados Ios cuales constctuyen temporal o permanentemente su hébltat

natural y en don e.po sAcaracteristlcas ambientales se pueden encontrar Ios :

propégulos funglcos‘causales de la histoplasmosis. ;

‘ Los ammales utullzados fueron seleccionados bajo el criterio  de que
deberian ser lp mas genéticamente homogéneos posible, razén por la cuatl los
ratones rﬁacHésA‘adultos empleados pertenecieron a la cepa singénica BALB/c y
los murciélagos machos adultos de la especie A. hirsutus procedieron de una
colonia grega'ria:‘ monitoreada sistematicamente durante seis afios en la misma
cueva, lo que ait‘mie‘nta la probabilidad de que sus especimenes presenten una
alta homologf“a genética

Los 6rganos extraidos de cada animal fueron elegidos con base en dos
criterios: uno, Ia |mpllcaC|6n en ia via de entrada del patégeno (respiratoria) y en
su posnble dlsemlna016n a organos que constitutivamente contienen células del

sistema fagocitico mononuclear del hospedero; el otro, por el predominio de
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fagocitos profesionales (pulmén, higado y bazo) y no profesionales (intestino vy
traquea) en sus tejidos.

En los murciélagos procesados, los ensayos de adherencia in situ
realizados sobre las muestras de o6érganos con predominio de fagocitos
profesionales, resaltan que el pulmén es el érgano que mostré mas adherencia de
levaduras de H. capsulatum (Figs. 2 y 4), lo que sugiere que tiene un mayor

numero de sitios de reconocimiento para- éstas. Este hallazgo, coincide con el

planteamiento de

ue;’ la mfeccuén natural compromete al sistema respiratorio

.de que. el pulmén es el érgano blanco

as'de H capsulatum a macroéfagos
mé@té' reportada en murciélagos
(Ta"ylo; et al., 1999a). La interaccion
rno tlsular del pulmén es notoriamente

e a lnteracmén de C. albicans, tanto en

rnurcuelagos como én ratones, pﬁ,que‘suglere que el pulmén tiene componentes
posnblemente asomados a la superficie celular o a la matriz extracelular que
reconocen, con preferencia, componentes de la fase parasitaria de H. capsulatum
(levaduras) o vice-versa. Este reconocimiento sélo puede estar mediado por
interacciones no opsdnicas, como las que ocurren entre proteina-carbohidrato,
proteina-proteina o por cargas eléctricas. Se descarta la participacién de

mecanismos opsonicos en estos ensayos debido a que los cortes estan fijados y

no fueron adicionadas opsoninas. La posibilidad de la existencia de opsoninas
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'previamente unidas a las células o a los componentes de matriz extracelular fue
parcialmente controlada por los lavados repetidos previa adicidon de levaduras y

con el uso del suero negativo en los ensayos de inmunoperoxidasa.

La distribucién de las levaduras de las tres cepas fungicas utilizadas fue :

uniforme sobre el parénquima pulmonar.‘encontréndose algunos macréfagos

. alveolares con levaduras adhendas‘(Flg ' '7a y: b) Un hallazgo relevante que soélo

se observa en pulmén de m“:’rCIé ago fue |

encia (p<0.05. a = 0.01) en el

'[atL?m;' donde la EH-53 se adhirid

comportamlento e tr

en mayor nam

‘Lo ariferior se puede interpretar con
base en‘ la.pl El-:i-53 se aislé de un paciente

infectado en ur

ctivar: mecanismos de

o cterbrl"sufr'nayobr édhgrencia ‘al parénquima pulmonar
ible: hospedero natural), mientras que la EH-375 es una cepa

rcgélayg‘o’s‘(reservorio) (Taylor et al., 1999b).

ad de adherencia de levaduras de H. capsulatum a cortes de
ba;o e;/hiquo‘de_ yfcfélagos, fue similar en ambas cepas, aunque se adhirieron

en niaqur'nL’Jmérq;é’ bazo que a higado (p<0.05) (Figs. 2 y 4). Sin embargo, las

-levaduras se distribuyeron segin la organizacion tisular de estos érganos. En
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bazo, se obs’erv6 particularmente la adherencia de las levaduras de H.

capsu/atum a Ia pulpa blanca y roja (Fig. 9a). Aunque no es posible distinguir la

preferencla or As zonas To B de la pulpa blanca, si se observa el compromiso

‘a erltrocutos (Taylor et aI 2002) y a los

interacciona

: La .distribucion: de las levaduras en grandes cumulos, adheridas a la cara

smusoudal d ] espacxo pensxnusmdal o de Disse) asi como a las

células mtrasmusondales probables células de Kupffer (Fig. 11a), sugiere la
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ED

Ievéau:rés." "wtarj'ivvto“'de' H. fcébysulatﬂurﬁhicémq de C.

un: hallazgo
interesante ‘qu

moléculas :con

6n a las células epiteliales
sanguineos de las vellosidades y en consecuencia, que

diseminacién de H. capsulatum a los tejidos

omponentes de la matriz extracelular también ocurre en

fibrinégeno, dé'éperimadamente 68 Kda, en este hongo en ensayos de ELISA
utilizando sustratos de estos componentes de matriz (Bouchara et al. 1990;

Mendes-Giannini et al. 2000; Tronchin et al. 1991).
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La escasa adhei-'enci‘a de leVaddras de H. capsula'tumral' epitelio y hacia la

luz mtestmal dlsmlnuye Ia probabllldad de que la via dlgestlva sea la puerta de

entrada y sallda del agente |nfecmoso‘

La adherencna de Ias levaduras, tanto de H. capsulatum como de C.
alblcans en mayor numero a las regiones subepiteliales que corresponden a la
lamina propla de la traquea, asi como fuera de los cartilagos traqueales (tGnica
adventicia), sugiere que al igual que el intestino, predomina en la traquea un
reconocimiénto a componentes de la matriz extracelular local. Sin embargo, no

podemos descartar en ambos érganos (intestino y traquea) el papel de las células

eputehales com permnswas (sin mecanismos citocidas) para el parasito fungico
(Eussenberg“e 1991) ‘La presencia de estas células cercanas a las zonas
donde se describié:la adherenma del hongo, sugiere posibles sitios favorables

para la pers‘lstenma ,de‘una mfeccu&n intracelular latente.

En el proceaimi_enté comparati\)o con el modelo murino se encontré que la
adherencia .y lé‘ diétribdéién de 'Ievaduiras de H. capsulatum y de C. albicans, en
los cortes de intestino 'y fréqueé. fueron similares a las observadas en
murciélagos, lo que permite ‘su’g:er'i'r qﬁe las dos especies animales comparten
algunos constituyentes aéociadoél é‘ la -interaccidon con H. capsulatum y C.
albicans. El pulmén derratones, como ei de murciélagos, mostré el niumero mas
alto en adherencia de levaduras yla ékplicacién de tal evento coincide con la via
de entrada del pa_résito, como fue antes mencionado. Sin embargo, en ratones, no
se observé ‘Lma:x diferencia tan marcada entre las adherencias de levaduras de las
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cepas de H. capsulatum como lo wsto en murcnélagos lo que apoyé la

interpretacion del com 'rtamlento dlstlntw d !as cepas de H. capsulatum en

”p‘ esentd siempre mayor numero de

e los especimenes de murciélagos

mas préctlco en el conteo, el método de IP es
mas precnso porque. dentlfca el hongo por un reconocimiento mediado por

: antlcuerpos esp. ﬂcos :

Los resultados del presente estudio soélo demuestran la interaccion
Ievadura-tejldo y -no aportan elementos para discriminar la naturaleza de las
moléc‘ulas“in'\’l‘olucradas en ella, aunque se esta desarrollando en el laboratorio
proyectos dirigidbs a dilucidar los mecanismos ¥y las moléculas de los

componentes quimicos asociados.
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CONCLUSIONES

Los datos encontrados son de gran relevancia puesto que constituyen los

prlmeros hallazgos en

-1a interaccion : célulaicélula representada en el

bmomlo Artlbeus hlr‘ t

su combromlso como Ia pnnc«pal via de entrada para la infeccidn por este
hongo

La adherencia de levaduras de Hc a bazo, posiblemente esta asociada a
macroéfagos de la pulpa blanca y pulpa roja.

La adherencia de levaduras de Hc a higado, posiblemente esta asociada a
células de Kupffer.

La escasa adherencia de levaduras de Hc al epitelio y hacia la luz intestinal
disminuye .la probabilidad de que la via digestiva sea la puerta de entrada
y/o salida del agente infeccioso L

. En el intestino, al igual que en la trAquea, predomina un recoqoéih}iento a

componentes de la matriz extracelular local
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8. Las observacicnes de los ensayos testigos con los murciélagos procesados

confirman que éstcﬁ:«‘sino 'bq\r'tavb'a'nihfécb 6n'diseminada por Hc
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Extraccién de 6rganos de los animales ' Inclusién en resina (O.C.T.)
(pulmon, bazo, higado, intestino y y ultracongelacién
traquea)

Microtomia y preparacion de muestras

Ensayos de adherencia in situ ' de teiid rtaobiet
por incubacidn con cepas € e"sl?;eff?ops? pal:sje os

H. capsulatum (EH-53, EH-375), Testigos:
C. albicans (Cepa 15) 1) incubacion con particulas de latex
2) sin incubacién con particulas

v

I Métodos de procesamiento I

v

rCristal violetaJ Llnmunoperoxidasa l

bnélisis estadistico ‘Ié——-——{observacién y cuantificacion del ensayo in situ l

Fig. 1. Diagrama de flujo de los procedimientos realizados. Para los detalles

de cada procedimiento ver Materiales y Métodos.
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Interaccion: cepa-6rgano-método (A. hirsutus)
p>0.05
3500

3000

2500

2000

1500

Levaduras (X)

1000

—0— EH-53
-~ EH-375
—o— C. albicans

pulmoén bazo pulmén bazo
higad intestino trdquea higado intestino

Cristal Violeta Inmunoperoxidasa

Fig. 2. Interaccion entre la adherencia de levaduras de las cepas fungicas, los
oérganos animales y los métodos de procesamiento, utilizados en murciélagos A.
hirsutus. Los detalles de los procedimientos para los ensayos de adherencia in situ a los
organos estan descritos en Materiales y Métodos. En el analisis por ANOVA-MANOVA se
utilizaron 360 lecturas por cada método de procesamiento (CV e IP), los cuales no
presentaron diferencias significativas entre ambos, p >0.05.
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Interaccién: cepa-organo-método (BALB/c)
p>0.05

2000
1800
1600
1400
1200

1000

Levaduras (X)

800
600 . P SN S b e e
400 R ' : :
200 PO S ST S i G T O

: : : : : ~o— EH-53
: . —O— EH-375

trdquea higado intestino traq higad intestino
pulmén bazo pulmén bazo —o— C. albicans

Cristal Violeta Inmunoperoxidasa

Fig. 3. Interaccion entre la adherencia de levaduras de las cepas fungicas, los
6érganos animales y los métodos de procesamiento, utilizados en ratones
BALB/c. Para el modelo murino se siguieron las mismas indicaciones de la figura 2.
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Interaccion: cepa-organo (A.hirsutus)

3500
3000
2500
X 2000 o
wy .
g
B 71500
] .
7000} - - -
—+— Tréaquea
500 —a— Pulmoén
—e— Higado
—&— Bazo
° -—e-—  [ntestino

EH-53 EH-375 C. albicans

Fig. 4. Capacidad de adherencia de levaduras de las cepas fiingicas a los érganos
de murciélagos A. hirsutus. Para el analisis por ANOVA-MANOVA se consideraron 720
lecturas, utilizando los dos métodos, CV e IP. Los detalles de los procedimientos para los
ensayos de adherencia in situ vienen descritos en Materiales y Métodos.
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interaccién: cepa-érgano (BALB/c)

2000
1800
1600
1400
g 1200
wy
S 1000
5.
b=
g 800} -
> .
-3
: 600
400 —+—  Traquea
—a— Pulmén
200t —e— Higado
0 ; —a— Bazo
EH-53 EH-375 C. albicans —e— Intestino

Fig. 5. Capacidad de adherencia de levaduras de las cepas fangicas a los
organos de ratones BALB/c. Para el modelo murino se siguieron las mismas
indicaciones de la figura 4.
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Interaccién: cepa-animal

1800
1600
1400[, A \
1200 } @ o
< 1000t -
§ 800} ;
=3
©
S 600
[ .
—_1 :
200 : 0’_///—’0 e
. —o— EH-375
-200 - C. albi
A. hirsutus BALB/c < - albicans

Fig. 6. Capacidad de adherencia de levaduras de las cepas fliingicas a todos
los érganos de los animales estudiados. Para el analisis por ANOVA-MANOVA
se consideraron 1440 lecturas para las dos especies animales al utilizar los dos
procesamientos (CV e IP). Los detalles de los procedimientos para los ensayos de
adherencia in situ estan descritos en Materiales y Métodos.
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Interaccion: cepa-animal

1800
7600 .
1200 B o
= B .
o .
g eo0f -
P X1 ? ; :
200
ot ~—o— EH-53
~o— EH-375
-200 —o— C. albicans

A. hirsutus BALB/c

Fig. 6. Capacidad de adherencia de levaduras de las cepas fungicas a todos
los érganos de los animales estudiados. Para el analisis por ANOVA-MANOVA
se consideraron 1440 lecturas para las dos especies animales al utilizar los dos
procesamientos (CV e IP). Los detalles de los procedimientos para los ensayos de
adherencia in situ estan descritos en Materiales y Métodos.
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Fig. 7 (a, b). Adherencia de levaduras a pulmén de murciélagos A. hirsutus. a) Se observa la distribucion de
levaduras de la cepa EH-53 de Hc sobre el parénquima pulmonar. Tincion con CV, barra = 10 um; b) Se observa la

distribucion de levaduras de la cepa 15 de Ca sobre el parénquima pulmonar, revelado con IP, barra = 5 ym. Ver
detalles en Materiales y Métodos.
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Fig. 8 (a-c). Adherencia de levaduras a bazo de murciélagos A. hirsutus. Se observa la distribucion de
levaduras sobre cortes de bazo. Tincion con CV; a) cepa EH-53 de Hc, se observa el mayor nimero de
levaduras sobre la pulpa blanca y roja. b) cepa 15 de Ca, se observa una distribucion de levaduras mas
uniforme, incluyendo la capsula. c) cepa 15 de Ca, se destaca la adherencia de levaduras a la zona

marginal. Barra = 10 um. Ver detalles en Materiales y Métodos.
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Fig. 9 (a, b). Adherencia de levaduras a bazo de murciélago y de raton. Se observan las levaduras de la
cepa EH-53 de Hc sobre cortes de bazo, reveladas con IP; a) murciélago; b) raton. Ver detalles en Materiales y
Métodos. Las flechas indican posibles macréfagos de bazo. Barra = 5 um.
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Fig. 10 (a, b). Adherencia de levaduras a higado de murciélago y de raton. Se observan las levaduras de
la cepa EH-375 de Hc sobre cortes de higado, reveladas con IP; a) murciélago; b) raton. Ver detalles en
Materiales y Métodos. Las flechas indican ciimulos de levaduras adheridas a células intrasinusoidales que
corresponden probablemente a células de Kiipffer; barras = 10 um.
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Fig. 11 (a-c). Adherencia de levaduras a intestino de murciélagos A. hirsutus. Se observa la distribucion
de levaduras de He, asi como de Ca, adheridas a diferentes cortes de intestino, principalmente sobre la
lamina propia de las vellosidades, en menor grado a la submucosa y casi nula sobre epitelio y capa
muscular. Tincion con CV. a) cepa EH-53; b) cepa EH-375; ¢) cepa 15 de Ca, el circulo encierra algunas de
las levaduras adheridas al tejido. Barras = 10 um. Ver detalles en Materiales y Métodos.
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Fig. 12 (a-c). Adherencia de levaduras a intestino de ratones BALB/c. Se observan las levaduras Hc y de
Ca adheridas a cortes de intestino. Tincion con CV. a) cepa EH-53, se observa mayor niimero de levaduras
sobre la lamina propia de las vellosidades intestinales, en menor grado a la submucosa y muy escasas sobre
epitelio y capa muscular; b) cepa EH-375, se observan levaduras sobre la lamina propia; ¢) cepa 15, se
observan levaduras sobre la lamina propia y no en epitelio, imagen vista con contraste interferencial
(Nomarski en 1X-70. Barras = 10 um. Ver detalles en Materiales v Métodos.
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Fig. 13 (a-d). Adherencia de levaduras a traquea de murciélagos A. hirsutus. Se observa la
distribucion de levaduras de He y de Ca adheridas a cortes de traquea; en a) cepa EH-53 tefiida con
CV: b) cepa EH-375 revelada con IP; y c) cepa 15 tefiida con CV, se observan levaduras sobre la
lamina propia; en d) cepa 15 revelada con IP, se observan levaduras sobre la tinica adventicia. Barras
=10 pm. Ver detalles en Materiales y Métodos.
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Tabla 1. Promediég de levaduras adheridas a cortes de 6érganos

ORGANO CEPA METODO LLEVADURAS ADHERIDAS (X + DS)
A. hirsutus BALBI/c
Pulmén EH-53 Ccv 2661.63 + 596.17 1823.25 + 225.21
EH-53 P 2806.83 + 514.83 1785.21 + 211.08
EH-375 Ccv 1245.96 + 460.17 1729.38 + 247.40
EH-375 P 1460.96 + 396.01 1695.38 + 257.58
15 CcvVv 0105 79 + 068.60 0203.08 £ 075.70
15 IP 0142.96 + 054.54 0232.75 + 081.00
Bazo EH-53 Ccv 1236.88 + 292.59 1127.67 + 512.78
EH-53 P 1476.25 + 237.07 1173.08 + 472.19
EH-375 CcVv 1286.04 + 263.99 1156.08 + 452.75
EH-375 IP 1496.25 + 262.13 1114.21 + 497.94
15 CcvVv 0110.04 + 029.62 0179.08 + 070.06
15 IP 0138.04 + 046.87 0194.63 £ 074.56
Higado EH-53 CcvV 0971.92 + 287.58 1372.21 + 140.54
EH-53 P 1090.79 + 379.17 1298.46 + 208.74
EH-375 Ccv 0884.13 + 240.26 1426.46 + 271.30
EH-375 (] o4 1029.42 + 379.79 1398.92 + 363.36
15 Ccv 0033.17 + 014.51 0174.25 £ 065.24
15 IP 0041.21 £ 013.59 0210.13 + 055.93
Intestino EH-53 Ccv 1525.92 + 544.96 1157.29 + 520.97
EH-53 P 1474.29 + 445.88 1152.54 + 494.16
EH-375 Ccv 1346.88 + 536.75 1062.33 + 453.90
EH-375 IP 1397.75 + 474.56 1097.83 + 443.02
15 CcvVv 0142.54 + 035.07 0213.92 + 071.50
15 IP 0136.29 + 049.25 0216.88 £ 073.15
Traquea EH-53 Ccv 1027.42 + 190.16 1136.92 + 224.27
EH-53 IP 1114.25 + 306.59 1141.33 + 244.06
EH-375 CcvV 0855.58 + 180.72 0967.38 + 145.33
EH-375 P 1275.21 + 270.50 0946.79 + 177.58
15 cv 0088.21 + 021.51 0174.88 + 117.69
15 IP 0124.33 + 042.48 0202.96 + 091.20

Los datos fueron analizados por ANOVA-MANOVA (p<0.5). DS = Desviacién estandar.
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