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Actualmente se ha desencadenado una continua busqueda de agentes
microbianos para el control biolégico de plagas, con el fin de disminuir la utilizacion
de insecticidas quimicos que deterioran el medio ambiente. El desarrollo y uso de
agentes microbianos ha aumentado y por lo tanto, es necesario establecer la
normatividad en relacion a la bioseguridad de estos agentes.

Diversos paises y organizaciones, entre ellos, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAQO), Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), Grupo Internacional de las Asociaciones Nacionales de Manufactura
de Agroquimicos, Organizacion Internacional de Control Bioldégico, Agencia de
Proteccion del Ambiente (EPA) de Estados Unidos, Organizacion para la
Cooperacion y Desarrollo Econémicos (OECD) de la Unién Europea, han
contribuido al desarrollo de procedimientos para el registro de plaguicidas
microbianos o bioinsecticidas (Toriello, 2003). El principio en el que se basan
estos procedimientos consisten en demostrar que el uso de un agente microbiano
para el control de plagas (AMCP) presentara un riesgo aceptable para los
consumidores de productos, para los usuarios y el medio ambiente.

Siegel (1997) parte de la propuesta formulada en 1981, por la Organizacion
Mundial de la Salud (Anonymous,1981) para integrar su esquema de pruebas
(Fig.1). Dicho esquema esta basado en procedimientos que proponen la existencia
de diferentes niveles a fin de evaluar el riesgo de un AMCP. El nivel 1 consiste en

pruebas cortas de cuatro semanas 0 menos, evaluandose infectividad, toxicidad,
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irritabilidad y alergenicidad; una sola dosis para exposicion oral e inhalacion,
inoculacién intraperitonial, dérmica y ocular. Cuando el agente microbiano no
muestra efectos dafninos en estas pruebas, se considera seguro. Si se detectara
alguna duda con respecto a la persistencia del AMCP en los animales utilizados se
deberan llevar a cabo las pruebas correspondientes a los niveles 2 y 3. Estas
consisten en estudios a largo plazo, exposicion a dosis unica y multiples, asi como
la cuantificacion de la toxicidad a través de la dosis letal media ( DLsg),

infectividad, a través de las dosis de efectividad media (DEsp) e irritabilidad.

NIVEL 1 sin formulacién| | sin formulacion sin formulacion formulacién formulacién sin formulacion
aguda oral inhalacion intraperitoneal Dérmica/ ensayo mutagénica
aguda aguda ocular alergenico (invitro)
Todo negativo persistencia infecLidad tovicidad irritacion extendemder prueba
l mutagenica
NIVEL 2 cuantificacién ED50 LD50 (dosis tnica)
y dosis multiple 90 dias
adaptacion virulencia mortalidad prueba de termino
e N / \ & \ largo
3 + baja alta alta baja—l
NIVEL 3 \ / l ensayo teratégeno evaluar riesgo
evaluar riesgo evaluar riesgo / \
\ o rechazar
1 restricciones
Seguro restricciones subre )
(sin limitantes) (sobre marbete) rechazar

Fig. 1. Esquema de pruebas para la evaluacion de riesgo de un agente

microbiano para el control de plagas. Modificado de Siegel (1997).
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Cuando un AMCP ha pasado las pruebas del nivel 1 sin producir efectos nocivos
la posibilidad de causar problemas al ser liberado masivamente sera minimo
(Siegel, 1997).

El propésito de las pruebas de bioseguridad para los mamiferos que establece la
EPA 1996 (http://www.epa.gov/pesticides/guidelines/oppts_885 3050.htm)
considera evaluar ciertos efectos toxicolégicos como son: persistencia,
patogenicidad, toxicologia, infectividad y recientemente la alergenicidad.

Las pruebas de bioseguridad introducen al AMCP por una variedad de vias de
administracion, y los dafios que producen en el organismo del hospedero pueden
variar dependiendo de la ruta utilizada. La inmunorespuesta del hospedero
dependera en funcion de la infeccion y persistencia del AMCP. Los controles
apropiados tales como el AMCP muerto son Utiles para determinar si el resultado
de dario de tejido es por toxicidad desencadenada por el AMCP o por una simple
respuesta a cuerpo extrano.

Actualmente se han utilizado hongos entomopatégenos con éxito y seguridad
como agentes de control biolégico( Butt et al., 2001). Burgues (1981) resume de
manera elocuente la dificultad de evaluar un AMCP cuando menciona:

“ Una situacion libre de no-riesgo no existe, definitivamente no, con
plaguicidas quimicos, e incluso con agentes biolégicos, no se puede probar con
certeza absoluta un resultado negativo. El registro de un quimico es
esencialmente, una declaracion para avalar su uso, donde los riesgos son

aceptables, y esto mismo debe ser aplicado para el uso de agentes biologicos”.
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Este trabajo esta enfocado a realizar una de las pruebas contempladas en el
esquema de Siegel (1997) para evaluar la persistencia, infectividad, toxicidad e
irritacion de un AMCP, Paecilomyces fumosoroseus, en ratones de
experimentacion, con el objetivo de apoyar el uso de hongos entomopatogenos en

el campo agricola.
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La resistencia de insectos plaga a los insecticidas quimicos y la necesidad de
minimizar el impacto de esas sustancias toxicas en el ambiente demanda
estrategias innovadoras y selectivas para controlar plagas agricolas. Entre otras
cosas, el control bioldgico es una alternativa, donde los hongos entomopatdgenos
ocupan un lugar importante.

Actualmente ya existen diferentes preparaciones agricolas con ingredientes activos
queson conidios de hongos entomopatégenos, como por ejemplo: Metarhizium
anisopliae var. acridum (antes flavovirige) para controlar poblaciones de langosta y
saltamontes (Homoptera: Acrididae), Paecilomyces. fumosoroseus, para controlar a
la mosquita blanca (Homoptera: Aleyrodidae) y Verticillium lecanii, para la afidos
(Homoptera: Aphididae)( Butt ef a/, 2001).

En el mundo y en México, la mosquita blanca es una plaga, polifaga que ataca
cultivos de relevancia econdémica como hortalizas, frutales y plantas ornamentales.
Para esta plaga, se ha observado que el hongo P. fumosoroseus provoca
epizootias considerables siendo un agente microbiano eficiente para su control
(Jackson et al., 1997).

En México, se ha visto que P. fumosoroseus es capaz de controlar
biolégicamente a la mosquita blanca (Bemisia ssp., Trialeurodes spp.) en
plantaciones de chile, tomate, frijol, calabaza y también plantas ornamentales
(Sanchez et al, 1997; Juarez et al., 1999). De ahi la relevancia de llevar a cabo

estudios de biologia basica con este hongo, y ademas conocer su bioseguridad
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para su registro y utilizacion en México. En un programa de colaboracion entre
UNAM, UAM-X y CNRCB se estan estudiando diversos aislados de P. fumosoroseus
EH-506/3, que pudieran ser utilizados como agente microbiano. Entre ellos, se
encuentra el cultivo monospérico de A. fumosoroseus EH-506/3, derivado del
cultivo original PFCAM del CNRCB, (depositado en la coleccion del Laboratorio de
Micologia Basica, Depto. de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina,
UNAM, México) que puede ser considerado como un candidato idéneo como
agente microbiano para el control de la mosquita blanca en México.

En nuestro pais, se han realizado ensayos para determinar la inocuidad de
diversos hongos entomopatdgenos, como Conidiobolus major, Erynia neoaphidis
(Toriello et al, 1986), de Hirsutellla thompsonii (Mier et al., 1989), Verticilium
lecanii ( Mier et al., 1994) y de M. anisopliae var. anisopliae (Toriello et al., 1999).
Todos ellos para mostrar la inocuidad de los hongos en el modelo estudiado.

En P. fumosoroseus no se conocen estudios de bioseguridad hasta el momento.
Estudios de otras especies como P. lilacinus han mostrado que puede infectar
invertebrados no blanco como Bombix mori (Lepidoptera: Bombycidae)(Goettel et
al, 1992). Sin embargo, otros insectos no blanco, como Aedes aegyptii, Anopheles
stephensi, Culex pipiens (Diptera: Culicidae), Tenebrio molitor, Tribolium confusum
(Coleoptera: Tenebrionidae) y Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyrelidae) no

pudieron ser infectados experimentalmente.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ante la perspectiva de uso de los hongos entomopatégenos en el campo
como micoinsecticidas, se plantea este trabajo para contribuir con los protocolos
de bioseguridad del hongo Paecilomyces fumosoroseus cepa EH-506/3, para
asegurar la salud humana y de otros mamiferos.

En México no se cuenta con informacion acerca de la inocuidad de
Paecilomyces fumosoroseus en mamiferos. En este trabajo nos enfocaremos a
evaluar la bioseguridad de este hongo utilizando ratones, con el objeto de
determinar la persistencia, patogenicidad, infectividad y toxicidad del
microorganismo, mediante estudios micolégicos e histopatoldégicos para
identificar cambios y alteraciones patoldgicos ocasionadas por la presencia del

hongo.
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OBJETIVO GENERAL.:

Demostrar la inocuidad de Paecilomyces fumosoroseus en ratones
administrado en dosis unica mediante la aplicacion de la prueba de toxicidad y

patogenicidad aguda oral.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Determinar el medio de cultivo sélido optimo para obtener conidios de
Paecilomyces fumosoroseus .

2. Determinar la temperatura a la cual Paecilomyces fumosoroseus pierde
totalmente su viabilidad.

3. Realizar la prueba de toxicidad y patogenicidad aguda oral intragastrica en
ratones CD-1.

4. Demostrar la ausencia de patogenicidad y toxicidad del hongo en ratones al
ser administrado en dosis Unica por via oral intragastrica.

5. Comparar los resultados de todos los estudios y observaciones de los
animales inoculados con el hongo viable, hongo muerto y testigos para

considerar la bioseguridad del hongo.
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El hongo entomopatogeno Paecilomyces fumosoroseus es inocuo, en lo
concerniente a patogenicidad y toxicidad para ratones, cuando es inoculado

experimentalmente por via oral intragastrica en dosis unica.
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1. Hongo

Se utilizo el cultivo monosporico de P. fumosoroseus EH- 506/3 del aislado
original PFCAM del CNRCB, DGSV, SAGARPA, seleccionado por ser un aislado
con alta virulencia hacia la mosquita blanca (Homoptera: Aleyrodidaea), con un
tiempo letal medio de 2.9 dias (Cavallazi et al., 2002). El hongo esta conservado
en aceite mineral a 4 °C, en agua destilada y en agua glicerinada al 10 % en
nitrégeno liquido a 196 °C, en la coleccion del Laboratorio de Micologia Basica,
Depto. De Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM, México.

El hongo se cultivd en medio de Sabouraud (SAB) (Bioxdn México), Sabouraud
con antibiéticos (SABA) (Bioxén) y agar papa dextrosa (APD) a 28 °C durante 15
dias para observar las caracteristicas de la colonia y el crecimiento en estos
medios (anexo 1: medios de cultivo).

Para la inoculacion de ratones, se obtuvieron conidios del medio SABA a partir de
cultivos incubados a 28 °C durante 15 dias. A cada caja de Petri con SABA se le
agregaron 8 mL de Tween 80 estéril al 1%, removiendo cuidadosamente los
conidios con un asa micologica. La suspensién se homogeneiz6 en un Vortex. Los
conidios se contaron en una camara de Neubauer ajustando la suspensién a una
concentracion de 2 x 10° conidios/mL para poder inocular 0.5 mL/ratén y obtener 1
X 10° conidios/animal. Posteriormente, se centrifugd con el fin de eliminar el
Tween 80 al 1 %, restituyendo éste por solucion salina fisiologica estéril (SSFE).

Se obtuvo una relacion de 1 mL de Tween 80 al 1 % por 19 mL de SSFE. La
viabilidad del hongo se determind por medio de unidades formadoras de colonias

(UFC).

10
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2. Inactivacion del hongo por calor

Para evaluar las caracteristicas toxicas del hongo inactivo (cuando este no es
capaz de reproducirse) se realizé la inactivaciéon del mismo por medio del calor,
manteniendo su integridad estructural. Se prepard una suspension fungica de 1 x
10® conidios/mL y se probaron en temperaturas himedas de 50, 55 y 60 °C en
bafo Maria durante 1, 2 y 3 h, para determinar el tiempo de inactivaciéon del

hongo.

3. Inéculo

Se prepararon 55 mL de una suspension de 2 X 108 conidios/mL viables. Quince
mL de esta suspension se inactivd por calor mediante el método descrito
anteriormente. Para los testigos se preparé Tween 80 al 1 % y una solucién de 1
mL de Tween por 19 de solucion salina fisiolégica estéril (SSFE), como se

determino6 con anterioridad.

4. Prueba de toxicidad y patogenicidad aguda oral
La evaluaciéon de la prueba de toxicidad y patogenicidad aguda oral se llev6 a
cabo conforme a las normas establecidas por la norma oficial mexicana, NOM-70-
FITO-1995, y la guia de la “Environmental Protection Agency” (EPA, USDA, 1996)
USA
(http:/lwww.epa.gov/pesticides/biopesticides/guidelines/oppts_885_3050.htm).

La prueba se realiz6 en un periodo de 21 dias, con 4 necropsias a los 3, 10, 17

y 21 dias después de la inoculaciéon (Fig. 2). La prueba se repitio tres veces.

11
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Suspension 1x108
Conidios / Raton CD-1

Inocutacion Oral

[

I

1

Grupo Infectado con EH-506/3
36 machos
36 hembras

Grupo Inoculado con
EH-506/3 muerio
12 machos
12 hembras

Grupo Testigo
Inoculado con vehiculo
6 machos
6 hembras

Testigos infactos
3 machos
3 hembras

[

[

1

Periodo de Observacion
21 dias
Examen clinico una vez al dia
Peso corporal una vez a la semana

|
Coprocultivo
los dias:
1,2,3y4 de la inoculacion

|
Necropsias
fos dias:
310 17y 2
|

Observaciones Macroscdpicas
(higado, cerebro, pulmén, bazo,
rindn, ndulos linfaticos )

Cutivo de drganos
(higado, cerebro, pulmén, bazo,
rifion, nodulos finfaticos y sangre)

Histopatologia
(higado, cerebro, pulmn, bazo
fiion)

Fig. 2. Diseiio general de la prueba de patogenicidad y toxicidad aguda oral .

12
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a. Animales
Los animales en estudio fueron ratones CD-1 del sexo masculino y del sexo
femenino con las siguientes caracteristicas:
- Adultos jovenes con un peso entre 25-30 g + 20 % del peso corporal medio

- Libres de parasitos y /o patégenos

En la prueba se utilizé un total de 114 ratones, 57 hembras y 57 machos, que
se colocaron en jaulas separadas por sexo y tipo de la suspension inoculada.

Los animales permanecieron sin alimento 24 h antes de la inoculacion. A cada
ratén se le inoculé 0.5 mL de la suspension de conidios en el estdmago por via
oral intragastrica utilizando una canula. Cada uno de los grupos se dividio de la
siguiente manera por ensayo (que se repitié 3 veces):

1% grupo: Infectado con suspension fungica viable EH-506/3 (12 hembras y 12
machos) x 3

2° grupo: 1n0(;,ulado con suspensiéon con el hongo EH-506/3 muerto (4 hembras y 4
machos) x 3

3% grupo: Testigos ( 2 hembra y 2 macho) x 3

4° grupo: Testigo intacto (1 hembra y 1 macho) x 3. Estos ratones marcados en la
oreja fueron colocados dentro de la jaula de los infectados.

Al principio de la prueba se determinaron los pesos individuales de los
animales poco antes de su inoculacion, luego semanalmente, en la muerte

accidental si hubiese y en cada fecha de sacrificio.

13
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Se realizé un examen clinico a todos los animales por lo menos una vez al dia
registrando si existen cambios en:

a) Piely pelo

b) ojos y mucosas

c) sistema respiratorio, sistemas circulatorio

d) sistema central y sistema auténomo

e) actividad somatomotora

f) temblores, convulsiones

g) Comportamiento.

b. Coprocultivos
Se realizaron coprocultivos los dias 1, 2, 4 y 5 después de la inoculacién de los
animales. Se recogieron por cada jaula de ratones infectados y testigos

aproximadamente 2 g de heces.

Las heces se procesaron de la siguiente manera: 1 g de heces por 9 mL de
Tween 80 al 1%, obteniendo 2 diluciones a partir del concentrado. Se sembraron
100 pL de la suspensiéon en medio de SABA, y se homogeneizaron con
triangulo de vidrio. Las cajas se incubaron durante 5 dias a 28 °C revisandolas

cada 24 h.

14
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c. Necropsias

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron necropsias a los 3, 10, 17 y 21 después del dia de inoculacién de

los animales. Se sacrificaron en condiciones asépticas. Los animales se

programaron de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 1. Namero de ratones sacrificados en cada necropsia.

Dias de Hongo viable Hongo muerto Testigos Testigo intacto
necropsias
Ensayos Ensayos Ensayos Ensayos
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
3 6 R 6 R 6R 2R 2R 2R - - - - - -
Total= 18 ratones Total= 6 ratones
10 6 R 6 R 6 R 2R 2R 2R - - - - . _
Total= 18 ratones Total= 6 ratones
17 6 R 6 R 6R 2R 2R 2R - - - - - -
Total= 18 ratones Total 6 ratones
21 6 R 6 R 6 R 2R 2R 2R 4 4 4 2 2 2
Total= 18 ratones Total= 6 ratones
24 24 24 8 8 8
Total= 72 ratones Total= 24 ratones Total= 12 ratones Total= 6 ratones

15
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MATERIAL Y METODOS

Durante las necropsias se realizé un examen macroscopico de los 6rganos que
fueron estudiados: cerebro, bazo, higado, rifidén, pulmén, nddulos linfaticos y

sangre.

d. Cultivo para reaislamiento del hongo

Los érganos ya mencionados fueron macerados con solucion salina estéril y
esparcidos sobre la superficie del medio de Sabouraud con antibiéticos. La otra
parte de los 6rganos se sembré en forma directa con el mismo medio en
condiciones asépticas. Se obtuvo una muestra de sangre y fue sembrada en forma
directa en medio de Sabouraud. Todas las cajas se incubaron durante un periodo
de 7 dias a 28 °C, durante los cuales se llevaron a efecto revisiones periodicas

con el objeto de verificar la presencia del hongo en dichos 6rganos.

e. Estudios histopatologicos

Se fijaron fragmentos de higado, pulmén, bazo, cerebro y riion en
formaldehido amortiguado en acido picrico (Zamboni y De Marino, 1965) durante
24 h. Luego, los fragmentos tisulares se lavaron en amortiguador de fosfato de
sodio.
Las secciones tisulares impregnadas con parafina se tifieron usando los métodos
de hemotoxilina/eosina (HE) y de nitrato de plata de metenamina de Grocott
(Grocott, 1995) (este estudio se realizé en el Laboratorio de Histopatologia de la

Facultad de Medicina, UNAM, bajo la direccion del Dr. Armando Pérez Torres).
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos se analizaron de acuerdo a las alteraciones en general,
presentadas en los ratones con base en la informacién recabada en los examenes
clinicos, comportamiento y registro del peso de los animales, alteraciones
macroscopicas en los 6rganos de los animales, cultivos de reaislamiento y el

estudio histopatologico de los tejidos de los érganos.

Observaciones del crecimiento del hongo

La colonia presenta un color blanco a gris rosa, y aterciopelada en los medios de
cultivo de SAB, SABA y APD (Fig. 3).

El hongo P. fumosoroseus en medio de SABA presenté la mayor cantidad de
conidios, y por lo tanto fue el medio de cultivo utilizado durante todos los

experimentos.

Figura 3. Colonias del hongo P. fumosoroseus EH-506/3 en agar
de Sabouraud con antibiéticos.
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—— RESULTADOS

Inactivacién del hongo por calor para su uso como testigo

Para conocer la temperatura a la cual el hongo muere y utilizar los conidios como
inéculo de hongo muerto, se realizé este ensayo. Cuando los conidios se incubaron
a 50 °C, se obtuvieron 20, 16 y 11 UFC a las 1, 2 y 3 h de incubacion,
respectivamente. A 55°C, 13, 9y O UFC alas 1, 2, y 3 h, respectivamente. A 60 °C
no se registré crecimiento (0 UFC) después de una hora de incubacion. Los
resultados mostraron que para matar al hongo la temperatura y tiempo adecuados

fueron 60 °C y 1 hora de exposicion ( Fig. 4).

Figura 4. Inactivacion de P. fumosorosueus EH-
506/3 a diferentes tiempos y temperaturas.

Prueba de toxicidad y patogenicidad
Los resultados de las tres repeticiones de cada ensayo fueron similares, con

algunas variaciones que se mencionaran en cada una.

18



FACULTAD DE QUIMICA

RESULTADOS

Pesos individuales

El peso de los animales fue aumentando de manera similar en todos los grupos:
ratones infectados, ratones inoculados con el hongo muerto y ratones testigos. El
grupo de los ratones infectados mostré un peso promedio inicial de 24.8 g
(machos) y 29.4 g (hembras), y final de 38.6 g (machos) y 32.9 g (hembras). Los
ratones con el hongo muerto iniciaron con un peso promedio de 24.6 g (machos),
25.1 g (hembras) y finalizaron con 38.6 g (machos) y 32.9 g (hembras). Los ratones
testigos iniciaron con 26.4 g (machos) y 24.3 g (hembras), y finalizaron con 37.8 g

(machos), 31.6 g (hembras) (Fig. 5).

]ﬂ EH-506/3 viable M EH-506/3 muerto [ Testigos

0

Dias

75

& r:;f
3

17 21

1

|

Figura 5. Peso corporal promedio total del ratén por grupo de animales inoculados
durante los 21 dias del experimento.
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Examen clinico

Los animales se revisaron diariamente en cada prueba. La salud en general no
pareci6 afectarse por la inoculacion de hongo, ya que no se apreciaron cambios en
piel, pelo, ojos, mucosas, sistema respiratorio, sistema circulatorio, sistema

nervioso central y sistema auténomo. El patron de comportamiento fue normal.

Coprocultivos

Se realizaron a las 24, 48, 72 y 96 h después de la inoculacioén, pero solamente a
las 24 h se observé crecimiento del hongo en las cajas de cultivos. Estos cultivos
positivos solamente se observaron en las heces del grupo de ratones infectados.
Los demas cultivos siempre fueron negativos (Figs. 6 y 7). La viabilidad del hongo
encontrada en las heces fecales de los ratones inoculados con el hongo a las 24 h

correspondié a un promedio final de 2.53 X 10? UFC/g de heces.

b
Figura 6. Coprocultivos de ratones infectados a las 24 h. a) Se observan UFC de la
suspension y diluciones de las heces. b) Coprocultivo negativo de testigos.
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| EH-506/3 viable M EH-506/3 muerto [ Testigos

con coprocultivos
positivos

Porcentaje de jaulas

Horas

Figura 7. Porcentaje de coprocultivos positivos de los tres grupos de ratones
durante las 96 h de muestreo de heces fecales.

Necropsias

La determinacion de la patogenicidad y toxicidad del hongo se llevé a cabo con
base en los resultados obtenidos en las cuatro necropsias a los 3,10,17 y 21 dias
de la inoculacién, en cuanto a alteraciones macroscopicas, cultivo de érganos e
histopatologia que se muestran a continuacién, para determinar la persistencia,

multiplicacién, diseminacidn y reacciones tisulares.

1'! » r -
Las alteraciones observadas en los o6rganos estudiados fueron esplenomegalia e

hipopigmentacion hepatica. También se observé inflamacion de ganglios axilares, con

abscesos.
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Las alteraciones macroscdpicas se muestran en la Tabla 2, donde se observa que las

alteraciones disminuyen conforme pasan los 21 dias de las pruebas.

Tabla 2. Cultivo de érganos positivos y alteraciones macroscépicas encontradas en los
dias de necropsias 3,10, 17 y 21 después de la inoculacion.

Alteraciones macroscopicas

Dies Culiivo de-Grganos Ganglio Espleno- Hipopigmentacion
posiivos megalia del higado

H B R C P S H-V  H-M H-V H-M H-V H-M

3 o118 018 1/18 /18 18 18 7118 e 18 26 8/18 26

10 118 148 018 118 018 018 318 16 118 176 018 0/6
¥ 2/18 o0/18 118 118 118 18 4/18 w6 2/18 06 118 o6

21 218 o118 018 o118 118 018 118 o6 1718 0% 118 o6
Total 572 72 272 272 S72 072 1572 114 aT2 34 1072 224
(0/18)* (/18) (0/18) (OV18) (OV18) (O0/18) (OV18)  (0M18)  (O/18)  (O/18)  (0/18) (018)

H = higado, B = bazo, R = rifién, C = cerebro, P = pulmdn, S = sangre
* = Los numeros dentro del paréntesis corresponde a los animales testigos
H-V = hongo viable, H-M = hongo muerto

Cultivo de 6rganos

Los cultivos de los tejidos para reaislar el hongo mostraron crecimiento desde la
primera hasta la dltima necropsia. Sin embargo, el porcentaje de los cultivos

positivos son bajos, entre 0 y 6.9 % totales (Fig. 8). En todos los tejidos estudiados
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(higado, bazo, pulmén, rifién, cerebro y nédulos linfaticos) se pudieron observar
cultivos positivos del hongo inoculado, en diferentes porcentajes, los 21 dias del
experimento con excepcién de los cultivos de sangre que siempre fueron negativos
(Tabla 3). En total, los 6rganos que presentaron mayor porcentaje de reaislamiento

del hongo fueron el higado y pulmén, con 6.9 % cada uno ( Fig. 8).

Tabla 3. Porcentaje de cultivos positivos por necropsias en los tejidos estudiados.

Dias de Higado Bazo Rifion Cerebro Pulmén NL*  Sangre

necropsia

3 0 0 5.5 0 16.6 0 0
10 5.5 5.5 0 55 0 0 0
17 11.1 0 5.5 5.5 55 5.5 0
21 11.1 0 0 0 5.5 0 0

NL *= nddulos linfaticos mesentéricos

positivos
© = N W H OO N ®

Porcentajes totales de tejidos

Higado Bazo Rifién Cerebro Pulmén NL Sangre

Figura 8. Porcentaje total de tejidos con cultivos positivos de Paecilomyces
fumosoroseus. NL* = nédulos linfaticos mesentéricos.
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En la figura 9 se puede observar la colonia tipica de P. fumosoroseus cubriendo el

fragmento tisular o la mayor parte de él.

'a

Figura 9. Cultivos de fragmentos tisulares de ratones inoculados con el hongo
viable. a) higado con cultivo positivo. b) fragmentos tisulares con cultivo negativo.

Histopatologia

El estudio histopatologico de los 6rganos estudiados mostraron en general, la
misma imagen normal del tejido de los rganos de los ratones testigo. En pocos
casos, se observo respuesta inflamatoria, por ejemplo, en algunos ratones que
mostraron inflamacién en los ganglios axilares. En la mayoria de los casos, no se
observé inflamacion en los tejidos examinados. La Figura 10 a-c, muestra las
venas centrolobulilares del higado de un ratén inoculado con el hongo viable (Fig.
10 a), de un raton con el hongo muerto (Fig.10 b), y de un ratén testigo (Fig.10 c),

sin respuesta inflamatoria, solamente se observa el tejido normal.
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Cc

Figura 10. Corte histopatolégico de las venas centrolobulilares del higado sin
inflamacién, de ratén inoculado con el hongo viable (a), muerto (b) y testigo (c).
Tincién de HE, magnificacién 100 X.

En la Figura 11, se muestran las triadas portales del higado de un ratén
inoculado con el hongo viable (Fig. 11 a), con el hongo muerto (Fig. 11 b), y de un

testigo (Fig.11 c), sin respuesta inflamatoria.
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c

Figura 11. Corte histopatolégico de las triadas portales del higado, sin inflamacién,
de ratén inoculado con el hongo viable (a), muerto (b) y testigo (c). Tincién de HE,
magnificaciéon 200X.

En la Figura 12 se muestra la vaina linfatica periarteriolar del bazo normal, con el
centro germinal idéntico, lo que sugiere una activacion de células T y B normales, e
iguales para el tejido de raton con hongo viable (Fig. 12 a), hongo muerto (Fig. 12

b) y testigo (Fig. 12 c).
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Figura 12. Corte histopatolégico de la vaina linfatica periarteriolar del bazo con
centros germinales idénticos, de ratén inoculado con el hongo viable (a), muerto (b)
y testigo (c). Tincién de HE, magnificacién 100 X

En la mayoria de los cortes examinados se observaron estructuras fungicas en
diferentes 6rganos de los ratones inoculados con el hongo viable y muerto, sin
respuesta inflamatoria alrededor. Las estructuras fungicas se encontraron
generalmente en los intersticios del tejido. La figura 13 muestra un conidio en tejido
pulmonar normal, la figura 14 muestra un cerebelo sin inflamacion, la figura 15
muestra estructuras fangicas sin reactividad del tejido nervioso alrededor, y la

figura 16 muestra un conidio en tejido hepatico normal.
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Figura 13. Corte histopatolégico de tejido pulmonar normal, de ratén inoculado con
el hongo viable. La flecha indica el conidio fangico. Tincién de Grocott,
magnificacién 1000 X.

Figura 14. Corte histopatolégico de cerebelo normal, de ratén inoculado con el
hongo viable. La flecha seiiala el conidio fungico. Tincién de Grocott, magnificaciéon
1000 X.

Figura 15. Corte histopatolégico de tejido cerebral normal, sin reactividad del tejido
nervioso, de ratén inoculado con el hongo viable. La flecha sefiala el conidio
fungico. Tincién de Grocott, magnificacién 1000 X.
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Figura 16. Corte histopatolégico de tejido hepético normal, de ratén inoculado con el
hongo viable. La flecha seiiala el conidio fiingico. Tincién de Grocott, magnificaciéon
1000 X.

La esplenomegalia observada en el 5.5% de los ratones inoculados con
hongo viable (4 de 72) y en el 12.5% de los ratones inoculados con el hongo

muerto (3 de 24) se debi6 a la pulpa roja congestiva con megacariocitos grandes y

numerosos; sin cambios en la pulpa blanca de los centro germinales.
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Recientemente el hongo P. fumosoroseus esta registrado y esta siendo
desarrollado comercialmente para el control biolégico de la mosquita blanca en
Venezuela, Estados Unidos y México (Wraight et al., 2001). La utilizacion de P.
fumosoroseus, como cualquier otro agente microbiano, debe ser estrechamente
monitoreado, para tomar en cuenta los riesgos a la salud que pudieran existir, en
especial para los vertebrados y con consideraciones especiales a la exposicion
humana (Goettel et al., 2001). Debido a las diferencias entre cepas, concernientes
a la toxicidad (Di Paola et al., 1994; Vey et al., 2001) y patogenicidad (Garcia &
Gutiérrez, 1998), se llevdé a cabo este trabajo con el cultivo monospérico de P.
fumosoroseus EH-506/3 (PFCAM) de Meéxico, el cual ha mostrado una alta
virulencia a la mosquita blanca (Castellanos-Moguel et al., 2001; Cavallazzi et al.,
2002) y se esta evaluando como agente microbiano en el campo agricola.

Nuestros resultados mostraron que todos los animales utilizados fueron
capaces de manejar el hongo y eliminarlo sin provocarles ningin dafo. Se
encontraron cultivos positivos en 15 6rganos (360 muestreados) de los 72 ratones
inoculados con el hongo viable durante los 21 dias de duracién de la prueba. En
contraste, Hartmann ef al. (1979) y Shakira et al. (2000), no reportan cultivos
positivos de 6rganos de los ratones inoculados oralmente con P. fumosoroseus.
Sin embargo, nuestros resultados si coinciden con éstos Ultimos autores en que
tanto los animales inoculados con el hongo viable, como con el hongo muerto por
calor y animales testigo no mostraron diferencias en cuanto al peso de los ratones,

y consumo de alimento y agua. En trabajos previos, con otros hongos
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entomopatdgenos, Erynia neoaphidis, Conidiobolus coronatus (Toriello et al,
1986), Hirsutella thompsonii (Mier et al., 1989) y Verticillium lecanii (Mier et al.,
1994), inoculando ratones y cobayos por via subcutanea e intraperitoneal, no se
logré reaislar los hongos de ningun organo. Estas diferencias en cuanto al
reaislamiento del hongo, podria ser explicada por la tolerancia a temperaturas
altas de P. fumosoroseus EH-506/3, como se observo en la curva de viabilidad a
diferentes temperaturas (Fig. 4). Esta curva mostré todavia 20 UFC después de la
incubacion de la suspension fungica durante 1 h a 50 °C, 13 UFC después de 1 h
a 55 °C, y aun 9 UFC después de 2 h a 55 °C.

Las alteraciones anatomopatologicas mas frecuentes encontradas fueron
hipertrofias de los ganglios axilares, esplenomegalia e hipopigmentacion del
higado tanto en los ratones inoculados con hongo viable como con el hongo
muerto por calor. En reportes previos con otros hongos patégenos de insectos
(Toriello et al., 1986, Mier et al., 1989, 1994), las alteraciones encontradas fueron
nédulos, abscesos y adherencias superficiales en el higado, y el estudio
histopatolégico revelé una reacciéon a cuerpo extrafio. Esta reaccion nunca se
encontré en la histopatologia de los 6rganos estudiados en nuestro trabajo, pero
las imagenes de los conidios en el higado, bazo, pulmén, cerebro y rifién, sugieren
que el microorganismo puede persistir, pero no multiplicarse. La ausencia de
conidios con tubos germinativos apoyan esta sugerencia. Las estructuras fungicas

observadas en los 6rganos muestreados sugieren que el hongo penetré al
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intestino, se disemind por via hematdégena a todos los érganos, sin causarle
ningun dano al hospedero.

La hipopigmentacion del higado observada al tercer dia de la inoculacién
con el hongo viable y muerto por calor, probablemente es debida al transito
fungico en los sinusoides hepaticos que pudieran interrumpir el flujo sanguineo. La
vaina linfatica periarteriolar del bazo, con centros germinales idénticos en los
animales inoculados con el hongo viable, muerto por calor y testigos (Figs 12 a-c),
sugieren que no existen diferencias en cuanto al desafio antigénico y a la
activacion normal de células T y B.

Por otro lado, se ha informado que otras especies del género Paecilomyces,
como P. lilacinus, provoca infecciones cutaneas en humanos, en individuos
inmunosuprimidos e inmunocompetentes (Itin et al., 1998; Gutiérrez-Rodero et al.,
1999). Sin embargo, las infecciones fungicas en humanos causadas por especies
de Paecilomyces son muy raras, y generalmente ocurren en pacientes adultos con
la respuesta inmune comprometida o después de implantes de cuerpos extrafos
(Ranjan Nayak ef al., 2000; Kunstyr et al., 1997). En otra especie oportunistas de
Paecilomyces, como P. lilacinus, puede ocurrir lo que se ha observado en hongos
entomoftorales. Por ejemplo, Erynia neoaphidis y Conidiobolus major son
patégenos de insectos, y al ser inoculados en ratones y cobayos, se ha
demostrado su inocuidad (Toriello et al., 1989). Sin embargo, otra especie,
Conidiobolus coronatus, es causante de la rinoentomoftoromicosis en humanos

(Kwon Chung & Bennet, 1992) y al ser inoculado en ratones y cobayos, desarrolla

32



W FACULTAD DE QUIMICA
—"v DISCUSION

hifas fungicas rodeadas de una reaccion eosinofilica denominada de “Splendore-
Hoeppli” en los tejidos estudiados (Lopez-Martinez et al., 1978), misma reaccion
tisular encontrada en los pacientes con rinoentomoftoromicosis.

Por definicién, P. fumosoroseus en un entomopatoégeno porque es capaz de
producir dano en el hospedero, o sea una enfermedad en el insecto. Sin embargo,
podemos plantear las preguntas ;es esta especie un patogeno de mamiferos?
¢ Es virulenta para los ratones (o sea que tiene la capacidad relativa para producir
dano en el ratéon)? Si se revisan los atributos microbianos de virulencia
concernientes a este hongo cuando se inocula oralmente al raton como en este
trabajo, la respuesta seria que P. fumosoroseus no es un patégeno murino ya que
no le causa dano al ratdon. Uno de los atributos microbianos de virulencia, la
toxicidad, no se manifestdé en este hongo, ya que tanto los conidios viable como
los muertos por calor se observaron en tejido totalmente normal como se muestran
en las Figs. 13,14 y 15, a pesar que se han reportado toxinas (beauvericina) y
otros metabolitos secundarios como beauverolides y acido piridina-2,6-
dicarboxilico de P. fumosoroseus (Di Paola et al., 1994; Roberts, 1981; Vey et al.,
2001). Otros atributos de virulencia, como la multiplicacion tisular del
microorganismo la persistencia en el tejido del hospedero causando dafio, y la
adherencia tisular nunca se observaron en los ratones inoculados. De acuerdo al
concepto de dafo al hospedero, en la cual la interaccién

hospedero/microorganismo esta caracterizada por la cantidad y calidad del dafio al
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hospedero, y la virulencia esta definida como la capacidad relativa de un
microorganismo para causar dafio en un hospedero (Casadevall & Pirofski, 1999;
Casadevall & Pirofski, 2000; Casadevall & Pirofski, 2001), P. fumosoroseus EH-

506/3 no es patdgeno o toxico en el modelo murino utilizado.

34



0
0..

‘FACULTAD DE QUIMICA
' CONCLUSIONES

El medio de cultivo Sabouraud con antibiéticos (SABA), mostrd ser el medio
o6ptimo para obtener la mayor cantidad de conidios de P. fumosoroseus,

utilizado durante los experimentos.

El hongo Paecilomyces fumosoroseus es termoresistente hasta la

temperatura de 55 °C donde aun exhibié algunas UFC.

Paecilomyces fumosoroseus EH-506/3 demostré inocuidad para los ratones

de la cepa CD-1 al ser inoculados por via oral intragastrica.
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- ANEXO I

Preparacion de medios de cultivo

A ) Medio de Sabouraud con antibi6ticos (Bioxén): Utilizado para el cultivo del

hongo y obtencién de la suspensién de conidios.

- Dextrosa 20g

- Peptona de caseina y carne 10g

- Cicloheximida 50 mg
- Cloranfenicol 500 mg
- Agar 15g

- Agua 1 litro

B) Medio de Sabouraud (Bioxdn): Utilizado para el reaislamiento del hongo en caso

de obtenerlo a partir de los 6rganos en estudio.

- Agar 15 ¢
- Dextrosa 4049
- Peptona de carne 50¢g
- Peptona de caseina 50g
Aguac.b.p 1 litro

C) Medio de agar papa dextrosa (APD): Utilizado para observar las caracteristicas
del hongo.
Se prepar6 el medio con papa natural de la siguiente manera:
Se pesaron 300 g de papa, se pelaron y cortaron en cuadritos, se colocaron en
un recipiente con 1 L de agua destilada y se calentaron hasta hervir. Se filtré
para desechar la papa y obtener el extracto de papa. Se aforé con agua

destilada agregandole 15 g de agar y 20 g de glucosa.
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