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RESUMEN 

La interacción entre la célula parásito- levaduras de Histoplasma eapsulatum (He) 
y células hospederas de murciélago, fue estudiada en ensayos de adherencia in 
situ, donde se incubaron levaduras de He de las cepas EH-53 o EH-375 (3 x 107 

levaduras/mi) con criosecciones de órganos de murciélagos machos adultos de la 
especie Artibeus hirsutus. La adherencia de las levaduras se realizó en tejidos 
que constitutivamente tienen una alta densidad de células fagocíticas 
profesionales (pulmón. bazo e hígado) y de no profesionales (intestino y tráquea), 
teniendo como referencia la adherencia de Gandida albicans (Ca) en ensayos 
comparativos en murino (BALB/c, machos adultos) y como testigos negativos 
ensayos sin partículas o con látex (0.45 µm). En los ensayos de adherencia, las 
levaduras fueron identificadas por tinción con cristal violeta (CV) o por el método 
de inmunoperoxidasa (IP), utilizando anticuerpos específicos. Los resultados 
demostraron levaduras de He sobre todos los tejidos de los animales estudiados, 
aunque de manera preferencial para el pulmón. En los cortes de bazo de ambas 
especies animales. las levaduras de He se adhirieron, en particular, a la pulpa 
blanca y roja; mientras que con las levaduras de Ca se observó una distribución 
más uniforme, incluyendo la cápsula. Asimismo, las levaduras de He adheridas a 
los cortes de hígado mostraron una preferencia por la cara sinusoidal de los 
hepatocitos. De los tejidos con fagocitos no profesionales, el intestino mostró un 
mayor número de levaduras adheridas que la tráquea. En murciélagos y en 
ratones, se observó mayor selectividad en la adherencia de levaduras, tanto de 
He como de Ca, a la lámina propia de las vellosidades intestinales. En los cortes 
de tráquea, de murciélagos y ratones, se observaron levaduras adheridas, tanto 
de He como de Ca, principalmente sobre la lámina propia, así como en la túnica 
adventicia. La cepa EH-53 (humano infectado) mostró mayor capacidad de 
adherencia a tejidos de murciélagos y de ratones que la cepa EH-375 (murciélago 
naturalmente infectado); mientras que el número de levaduras adheridas de Ca 
fue siempre menor que el de He. No se observó en ninguna circunstancia la 
adherencia de partículas de látex y los testigos sin incubación 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 interacción célula:célula representada en el binomio 
Histop/asma:Murciélago. 
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INTRODUCCIÓN 

El hongo dimórfico Histop/asma capsu/atum var. capsulatum - Darling 1906, es el 

agente etiológico de la micosis sistémica histoplasmosis. El hongo se favorece de 

condiciones apropiadas de los nichos ecológicos especiales que le proporcionan 

nutrientes y factores ambientales que optimizan el crecimiento y esporulación del 

hongo en ambientes naturales. Estos nichos son más comunes en zonas de 

climas templados y tropicales. La mayoria de los casos de infección por H. 

capsulatum han sido registrados dentro de un área geográfica ubicada a una 

latitud entre los 45° Norte y los 30º Sur del ecuador (Kwon-Chung & Bennett, 

1992). 

El hábitat natural del hongo lo constituye de preferencia los lugares cerrados 

húmedos y oscuros, tales como cuevas, grutas, minas, túneles, puentc;s, 

alcantarillas, torres de iglesias así 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 co:1.::entraciones de nitrógeno 

y fósforo, además de oligoelementos, permite que H. capsulatum cr~ 

favorablemente en guano de murciélagos y aves, así como en el complernemo 

alimenticio denominado gallinaza o pollinaza, utilizado para ganado. Las 

condiciones físicas como, poca luz (que favorece la esporulación), temperaturas 

óptimas tanto de suelo como del ambiente que fluctúan en un rango de 25-30 ºC y 
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una humedad relativa >60 %, son factores abióticos que junto con los bióticos, 

representados principalmente por la microbiota asociada e insectos y ácaros 

micófagos (Hoffmann, 1998), conforman el nicho ecológico ideal para este 

patógeno fúngico. En estos ambientes, H. capsulatum desarrolla su fase infectiva 

produciendo microconidios y pequeños fragmentos de hifas, los cuales pueden 

causar la enfermedad histoplasmosis con curso clínico de moderado a grave, si 

son inhalados particularmente por hospederos susceptibles -inmunodeprimidos-. 

En la morfologia microscópica de la fase micelial del hongo, se observan 

hifas que miden de 1.2 a 1.5 µm de diámetro, con dos tipos de conidios solitaric 

(aleuroconidios): microconidios o microaleuroconidios redondos, piriformes o en 

forma de clavas de 1.4 x 2.6 µm, los cuáles pueden estar fijos a la hifa o unidos a 

ellas por pequeños conidióforos; y macroconidios o macroaleuroconidios de 

paredes gruesas, por lo general, redondos de 8-14 µm de diámetro, los cuales 

tienen proyecciones digitiformes de diferentes tamaños, tipicas de la especie. Los 

macroconidios están adheridos a las hifas por conidióforos cortos, que con 

frecuencia, forman un ángulo aproximado de 90° con las mismas. El hongo crece 

en su fase levaduriforme y virulenta, tanto como parásito intracelular de fagocitos 

profesionales (macrófagos y polimorfonucleares) y no profesionales (céi._ 

epiteliales) de hospederos susceptibles, dependiendo del microambiente 

intracelular de la célula parasitada; asi como en medios de cultivo sintéticos a 37 

ºC, adicionados con glucosa y cisteina. 

La micromorfologia de las levaduras está representada por células 
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individuales uninucleadas de 2-6 µm de diámetro, unigemantes con brotamiento 

de base estrecha (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Taylor et al., 2000c; Tewari et 

al., 1998). 

Se ha propuesto que los aislados de H. capsulatum, representando las 

variedades capsulatum, duboisii y farciminosum, comprenden ocho especies 

filogenéticas en lugar de tres ·.va;i~d.ades. Histoplasma capsulatum puede 
; /"j__;' 

considerarse una especie crlptica;· y~:'que, repre:sent~ un complejo de especies, 

siendo cada especie un\cl~do,(que p~ede agrupar. 'cepas con diferencias 

biológicas en serotipos,: quf~i~iipo~. virulencias yen~~p~ct~~ ~orfo y fisiológicos 
' -. . . .· . . . . - .-

(Kasuga et' al.' 1999; Kasugá et al. 2002). Las ocho especies filogenéticas 
,, ' 

identificadas' a la fecha: son las siguientes: 1) Población clase 1 de Norteamérica; 
. : < . ;, 

2) Población clase 2. de,Norteamérica; 3) Población grupo A de Sudamérica; 4) 

Población grupo B de Sudamérica: 5) Población Australiana, 6) Población de una 

colonia holandesa; · 7) Población Euroasiática; y 8) Población Africana. La 

población Africana incluye aislados de las tres variedades. La var. farciminosum 
.:::'.·: 

fue colocada e.n. tres especies filogenéticas, la clase 2 de Norteamérica, la 

Africana y la EJr~asiática . 
. ,., . . -~-K. 

Las variedades 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 

más delgada que las de H. c. var. capsulatum. Ambas variedades han sido 

referidas como productoras de infecciones de humanos (en particular), de 
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murciélagos y de. otros mamiferos (Tewari et al., 1998). Sin embargo, es oportuno 

mencionar que H. é. var. duboisii nunca ha sido aislado en América. 
- -· - ' 

Los.- casos de ___ histoplasni~si~- debido· a H. ~. var. capsulatum han sido 

diagnosticados en 60-.paises de,_t~d? el mundo;' donde ~e han encontrado distintos 

grados de ~re'.v~le~~~~·- La~ ~f7~:~e,~·~~~ig~ ~~lrhundó con I~ mayor cantidad de 

casos clínicos conocidos'.se~'1acalizan en los vailes de .ios .ríos Mississippi y Chio 

en los Estad.os Jnid,~s\ie 1mérica' -y 'en v~ri~~; regi<Jnes de Latinoarnérica. En 

Asia, par~ 19Ío.·:}habia~· ~i~o -diagnostica~o~',_1~;}'~~Ei~~~~~~~~~E~9-)'~º. de 

Japón; todos~fueron del sureste de Asia:, M~iasia}·r;¡ci~n~~i~;~~TaÚandia, - India, 

Singapur y,Vietn~·~. ~n Europa, fueron co~~;r#,~d~.~·,;~~i:~~-9;~~~~·-a~;óctonos en 

12 paises en 1980 (Kwon-Chung & Bennett, 19S2);' . .,,; .. • ,.:. 

La histopfasmosis - producida por H. c. var. capsulatum (histoplasmosis .-- -

capsulatii) (Tewa~i et al., 1998) presenta formas clinica diversas, que varían de 

benignas a sever¡;¡s. L_a forma más frecuente en México, generalmente asociada a 

epidemias, es· '.la Histoplasmosis Pulmonar Primaria (HPP), que afecta 

principalmente;ad~itos y tiene la más alta tasa de letalid~d enel mundo. El mayor 
.;-,.-,·.-· , .. ,.. 

riesgo en la adquÍsiciÓl1 de esta enfermedad está relacionado con la incursión en 

espacios cerrados, 'donde los aerosoles con propágulos del hongo están 

presentes en altas concentraciones. Estos lugares son generalmente usados por 

murciélagos co~o 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, espeleólogos, biólogos, geólogos, arqueólogos, antropólogos, y 
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particularmente trabajadores rurales, como mineros, limpiadores de minas, 

colectores de guano, están expuestos a altas concentraciones de esporas 

fúngicas y representan la población profesional de alto riesgo, susceptible a 

infectarse con H. capsulatum (Taylor et al., 2000b). 

Por otro lado, desde hace varic;s años se conoce que los murciélagos 

pueden infectarse con H. capsulatum (Kunz, 1988; Taylor et al., 1994; 1999a). 

En México, se han reportado cerca de 140 especies de murciélagos 

(Medell!n et al., 1997), de las cuales 27 utilizan ambientes cavernícolas como 

refugio permanente; 33 como refugio alternativo y 18 como refugio ocasional 

(Arita, 1993), lo que representa más del 50 % de la quiropterofauna del país 

asociada a estos ecosistemas. Estos ambientes conforman el nicho ecológico 

ideal para este patógeno fúngico. La -intima asociación de H. capsulatum con 

quirópteros en relación con el mecanismo de dispersión del hongo en la 

naturaleza (H_off & Bigler, 1981; Taylor et al., 2000a) ha causado gran interés 
" . . " 

tanto entre; los'~microbiólogos_ como en los mastozoólogos, ya que se podría 

utilizar ciertas ca~a~tert¡~i-c~~ ji I~- interacción entre el binomio hongo-murciélago 

para estudios puntJ~1~~- -J~ ~~tos. mamíferos como, la de emplear el patrón 

polimórfico del DNA ·del hongo como un marcador de los sitios de infección para 

histoplasmosis (marcador geográfico), y poder rastrear la distribución de este 

biomarcador en murciélagos capturados en otros sitios (Chávez-Tapia et al., 

1998; Taylor et al., 2000a). 
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Se han reportado porcentajes de infección en murciélagos dentro de sus 

mismos refugios que van de 1 a 66 %. En México, Taylor et al. (1994;1999a) y 

Peña-Sandoval et al. (2002) han logrado aislamientos a partir de diferentes 

especies infectadas·: Mormoops mega/ophylla, Myotis califomicus, Pteronotus 

davyly LeptOnycteris curasoae (primer registro para el mundo), P. pamel/ii, 

Natalus•stra.mineus, Artibeus hirsutus, L. nivalis, Desmodus. rotundus y Tadarida 
. ~ ." ~ ·,. 

brasil::7:s:r:oe;1::~:~1:::::i;:::~· d~ H.: c~~s~latum tiene afinidad por el 
'·;:;~·:'· '~.~;~·,,. ·: .. <; 

sistema fagocltico rnc;;nbnuCrear.del h-~spe'dero. Los_rrlacrófagos en armonla con 

el mecanismo. inrn.un:;,; ~~l~¡~{';[;C:n <1~~ ·efectores más importantes para la 

eliminación de pará~_itos'i• i~:;~~~~lul~res en el hospedero infectado. Las 
-~.;. 

interacciones parásito~n,acfróf¡,;go. ·implican un reconocimiento intimo, y cómo 

estas interacciones partié:ip'~n · e:n la ruta de entrada y en el destino del parásito en 

la célula del hosped~·rJ;:i~~-~ea en su muerte o en su capacidad para sobrevivir en 

claves para ~: .. :::':;"::¡;~,~~"i'::;:~:'·~~:~:::·~:~:::,a:::":: 
~ >. ,e··:;!:~ . 

ahl que las 
,· :.r'.· 

caracterlsti~as ;deA~~lg'i:i'n~~'. }rioléculas de superficie de los parásitos sean 

importantes en la selec:;§ió~;·d~~.¡~ ~¡~ de entrada a las células del hospedero, sean 

estas fagocitos ·~rof~-si6~al~:s ·o no profesionales (entendiéndose por 

"profesionales" a las·, cél~las · ~paces de ingerir y procesar al parásito o la 

partícula fagocitada; y "no profesionales" a ciertas células, corno las epiteliales por 
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ejemplo, que ejercen la función fagocitica asociada eventualmente a tránsito y 

. comunicación intra e interc;elular) (Rabinovtch, 1995). 

Se conoce mucho~ de lo.s eventos q~e median la interacción de H. 

capsulatum co~ la cél~lahos~ecÍera par~sitada, los cuaies han sido .estudiados de 
;·~ -·.. :::_ ·.·· .~.:-;':~·"':_:_ - ._.,-~·-: __ ~--.º~-~-.""/·'. . "~' 

modo prefereñciaÍ 'tanto e~ riéh.Ji~'; c~ltiliad¡;~ d
0

Ei.hd~ano C:ómo en modelo.m'úrino 

(Bullock, 1993; Bullock &·~~¡~h( 1 ·~~i; :oU~6i,·~ ~-Rob:~. ~:~;~;- di;:¡~·bérg et. 
• ,' •, ,-, • < - •,-'•' ........ '/. ;:~· .',-< -~t~;~' :t> •u;}, .. ·,··t~ •:,_.·.~~:.-::~ ,,,:,::·:~:;_~;~;:...·::\-'.'., ·-·~:. • •'" '< 

al., 1988; 1991; 1993; Eissenber~&G°:ldman;,1991; ~owardy,1964;\}965; .1973; 

Jeréz & Taylor, .1989; ~ane··~·t~i.:1~~d;\~~nt~~i::\;~fl~\;~~~~~~i·~t ~Ú ;~90;. 
1992; 1993; 1994; .Randall & •. Hackn~y.· ~~5ái'RZ~cián &'M6Vic·~~r'.:~X9J;é~ ·k~n'da11.& 
Turner, 1953; R~ta1\~ck: 8. Ji6~~~!i 1 1~¿9;/: ~~~·~~~~~¿~:~;Vi1.'.,\~\ :~¡~;~~~tn~r ·& 

--- ~'; ' .-;:~-.' ,,.;:,:: ~:.",r'. ,,._ --:/:-~'. .• :z,:.:,: .. · - .,;·,·- >!~. \_'.'. -.~-

Newman, 1990; Taylor e(a/.';{i 9SS; "1_995; 1 ~98:'-l-ayloi'.i& púél&~~E-~c~lante, ~ 995; 

Wolf et a1.·, 1989;_-1992fi·é~fÁ····ª.~~~rg~~ .•. e~;!i;a.nf~i!Wt~H~?~~éj~r~Ca1ece~····1as 

~:~~~3~~I~ltíif i31Jf ~lfilf li~J~~Ei~~ 
forma . dis~111í~'~c:Í~ _11¿·.s~ conocen las características · d~ I~ i~ternc~i¿~ ~~lula 

,-.,~, 

fúngic~/fa~~cii~s'c:le murciélago. Observaciones histopatológicas en v~rios tejidos 

de diferentes ·murciélagos infectados, mostraron la presencia de levaduras 

intracelula,res compatibles con la fase parasitaria de H. capsulatum, 

especialmente en macrófagos pulmonares intra-alveolares. A la fecha, 

observaciones en estudios histopatológicos de murciélagos natural y 

8 



experimentalmente infectados con H. capsulatum evidencian una escasa reacción 

inflamatoria en Jos órganos infectados, particularmente en pulmón, hígado y bazo, 

lo que sugiere que el murciélago ·resuelve la infección por el hongo de un modo 

más eficiente y rápido que el ratón y el humano, sin dejar huellas consistentes de 

una reacción inflamatoria localizada importante, a pesar de la presencia del 

parásito en el tejido infectado, por Jo que estos mamiferos constituyen un modelo 

interesante para el estudio hospedero-parásito en la infección por H.capsulatum. 
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.JUSTIFICACIÓN 

En México, H. capsulatum se encuentra en ambientes catalogados como sitios de 

alto riesgo de infección generalmente asociados a la forma epidémica de la 

enfermedad. Las actividades relacionadas con la exposición a excretas de aves y 

murciélagos, ,son· uno de los principales factores de riesgo para adquirir 

histoplasmosis; particularmente en las personas que habitan zonas rurales y/o 

suburbanas. Sa}nteracción de H. capsulatum-célula hospedera, ha sido estudiada 

de .modo p~~fer~nc.ial tanto en el humano como en el modelo murino, sin 
.· ... ~; 

embargo, en' el ambiente donde prevalecen las fuentes de infección con el hongo, 

algunos animales desarrollan también en forma natural histoplasmosis (los más 

comunes han sido pequeños mamíferos), entre ellos se destacan los murciélagos, -·

que producen grandes cantidades de guano con las condiciones propicias para el 

desarrollo del hongo. Por lo referido anteriormente, se sabe que H. capsu/atum 

posee la potencialidad de infectar a estos animales, sin embargo, se desconoce el 

curso clínico de la enfermedad y la prognosis de la misma en los murciélagos, por 

lo que es.de gran interés conocer la interacción inicial que facilita la infección, 

representada por el primer paso de reconocimiento entre el hongo y la célula del 

hospedero a ser parasitada. 

Con base en los antecedentes, nuestra atención en el presente estudio 

estuvo dirigida a los mecanismos de reconocimiento operantes en la relación 

levaduras de H. capsulatum y fagocitos (profesionales y no profesionales) de 
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distintos órganos blanco de murciélagos. La presente tesis contribuye a entender 

aspectos criticas de la dinámica de infección 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. capsu/atum a 

tejidos de diferentes órganos blanco de murciélagos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

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

órganos como pulmón, bazo e higado de murciélagos, que contienen células 

fagocíticas profesionales. 

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

órganos como intestino y tráquea de murciélagos, que contienen células 

fagociticas no profesionales. 
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HIPÓTESIS 

Histoplasma capsulatum en su fase levaduriforme es capaz de adherirse a 

órganos que constitutivamente tienen células fagoclticas profesionales y no 

profesionales de distintos órganos blanco de murciélago. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Una integración 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. capsu/atum, la EH-53 aislada de 

un paciente infectado· en una cueva de Hidalgo-México y la EH-375 aislada de un 

m_urciélago infectado en la naturaleza, capturado al azar en una cueva de 

Morelos-México. Estas cepas se encuentran actualmente depositadas en la 

Colección de Cepas de H. capsulatum del Laboratorio de Inmunología de Hongos 

de la Facultad de Medicina, UNAM (Taylor et a/., 1999b). Asimismo se utilizó, 

como testigo en los ensayos de adherencia, una cepa de Gandida albicans (cepa 

15) donada gentilmente por el Dr. Rubén López Martinez del Laboratorio de 

Micología Médica de la Facultad de Medicina. UNAM. La fase levaduriforme de 

cada cepa fue mantenida a 37 ºC en medio de infusión-cerebro-corazón (BHl

liquido) (Bioxón, 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 pertenecen a una colonia gregaria con más de 3500 ejemplares que ha 

sido monitoreada desde hace seis at'los en la misma cueva llamada "El Salitre", 

localizada en .. el ejido de Santa Rosa Treinta, municipio de Tlaltizapán, en el 

estado de Morelos. Como modelo de comparación se utilizaron ratones machos, 

de ocho semanas de edad de la cepa singénica BALB/c, mantenidos con purina 

(Purina de México, D.F.) y agua destilada acidificada ad libitum en el bioterio de la 

Facultad de Medicina, UNAM. 

Captura de murciélagos 

La captura de los especímenes de A. hirsutus se realizó con redes de niebla 

colocadas estratégicamente a la entrada de la cueva al atardecer, ya que los 

hábitos alimenticios de estos . mamíferos son preferentemente vespertino

nocturnos. Se seleccionaron sólo 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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Extracción de órganos y obtención de criosecciones 

Se sacrificaron por dislocación cervical los murciélagos y se realizaron 

disecciones para obtener muestras de Jos siguientes órganos: pulmón, bazo, 

hígado, intestino y tráquea,. Se lavó por separado cada órgano en solución salina 

estéril para posteriormente incluirlos en resina O.C.T. (Sigma Chemical Co. St. 

Louis, MO) y congelar Jos bloques de órganos a -80 ºC. Antes de proceder al 

corte en congelación, cada bloque fue transferido a -20 ºC por un corto periodo, 

para permitir la eliminación manual del exceso de resina. Se trabajó con el 

criostato dentro de un rango de -16 a -20 ºC. Se obtuvieron criosecciones de los 

tejidos incluidos de cada órgano de 1 O µm de grosor. Se seleccionaron las 

mejores. s_ecciones de cada tejido (tres cortes) y se colocaron en portaobjetos 

especiales Superfrost Plus (Shandon lnc. Pittsburgh, PA), cargados 

positivamente. Los cortes, para los experimentos de adherencia in situ, se 

utilizaron dentro de la siguiente hora de su obtención. 

Obtención de inóculos de las cepas fúngicas 

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 mi del medio 

fresco en tubos cónicos de 15 mi. Se incubaron a 37 ºC durante 24 h para obtener 

el inóculo adecuado de cada cepa. Después de la incubación, se centrifugaron los 
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tubos a 800 x g por 15 min, se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron 

los botones de levaduras en 1 O mi de medio Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM) · (Gibco Laboratories, Grand lsland, NY). Se repitió el procedimiento una 

vez más y de los botones finales de levaduras se prepararon suspensiones en 

DMEM. Se hicieron las diluciones necesarias para ajustar la concentración de 

trabajo de 3 x 107 levaduras/mi. Cada suspensión final de levaduras se guardó en 

refrigeración hasta su uso, lo que ocurrió dentro de las siguientes seis horas. 

Ensayos de adherencia in situ 

La preparación de los reactivos y de las levaduras así como el ensayo in situ, 

fueron hechos en condiciones de baja temperatura, en un cuarto frío. Se 

adicionaron 100 µI de una suspensión de levaduras (para cada cepa), ajustada a 

3 x 107 levaduras/mi en DMEM, a cada corte de tejido colocado sobre el 

portaobjeto. Se incubaron los tejidos con las levaduras por 15 min, se decantaron 
, 

los fluidos de los portaobjetos, se lavaron con PBS 0.1 M pH 7.2 y se secaron los 

bordes de las preparaciones. Se adicionó a cada uno de los portaobjet~s la 

cantidad suficiente.de glutaraldehído al 1.5 % en PBS por 2 h, para la fijación de 

las muestras. Se enjuagaron éstas, cinco veces en agua fría, cambiando el agua 

cada vez. Se colocaron todas las muestras en agua fría 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 tinción con 

cristal violeta o para inmunohistoquimica enzimática {inmunoperoxidasa). 

En los ensayos realizadosº se obtuvieron 20 preparaciones por órgano 

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

grupos, según el procedimiento al que se destinó cada uno: 1 y 2) adherencia de 

las levaduras de la. cepa· EH-53 o· EH~375 de H. capsulatum (He); 3) adherencia 

de la cepa 15 de c. albican~~.(CéÍ); ~j"testigo de no adherencia con partículas de 

látex {Sigma) de ó.45/;lm''.cie diámetro; y 5) testigo de no adherencia sin ninguna 

partícula adicional.'~J.'~~~~ar~n grupos de 10 preparaciones por cada método de 

procesamiento; cri~i~1~~~:ol~ta o inmunoperoxidasa. 

Tinción' de~.~t¡;J:¡ violeta (CV) para levaduras.

seleccionadas, ~ar[~~~~ tinción fueron sumergidas durante 1 

Las preparaciones 

min en solución de 

CV {preparada disol~i~~do por separado 20 g de CV en 200 mi de etanol al 95 o/o 

y 8 g de ácido'Óxálico en 800 mi de agua destilada, dejando reposar la mezcla de 
. . -:.,; ,·.,,. 

ambas sol~·~i~~·~s :toda la noche a temperatura ambiente, y filtrándola hasta su 
- '""'· . 

uso para elirrilnar cristales suspendidos). Se sacaron las preparaciones del 
'',,·.·-

colorante, :s~:l~~6urrieron y después de varios lavados con agua corriente, se 

sumergierói{ ·J~~ante 1 min en una solución mordente de lugol {preparada 
"·~· • • ¡-. • ~ 

disol~iendcrs.19 de yoduro de potasio en 800 mi de agua destilada, adicionando 
,-.,.,·_. ·:. 

de 3.3 g cii3 y~~o. aforando la mezcla a 1 L de agua destilada, y filtrando y 

almacenándo la ·solución de lugol hasta su uso). Después del lugol, se lavaron 

con dos o tres cambios de agua corriente y se destiñeron las preparaciones en 
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mezcla aéetona-etanol con dos cambios de 5 min cada uno. Posteriormente, se 

dejaron secar al aire y se contratiñeron con verde brillante al 1 o/o en agua, 

durante min. Finalmente, las preparaciones fueron sometidas a la 

deshidratación rutinaria empleada para técnica histológica, de 10 a 20 sen cada 

paso de alcohol de gradación creciente hasta xilol. Por último, se montaron las 

preparaciones colocanc!o en cada sección de tejido una gota de Permount (Fisher 

SP15-500) mezclado en una proporción de 2:1 con xilol y se dejaron secar al aire 

por 12 h, aproximadamente. 

Método de inmunoperoxidasa.- Los tejidos cortados por congelación, 

fueron adheridos a los portaobjetos Superfrost Plus y se dejaron secar al aire por 

20 min para estabilizarlos, seguido de fijación en acetona total por 20 min y nuevo 

secado al aire. Se bloqueó la peroxidasa endógena en cada preparación 

adicionando peróxido de hidrógeno 1 % en metano! (vol/vol), durante 30 min a 

temperatura ambiente y en cámara húmeda. 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 MfTriton X 100 al 0.1 %/ASB 1 %, 1 h a temperatura ambiente y en 

cámara húmeda .. Se lavaron ligeramente las preparaciones y se incubaron 

durante tod~ -;~cnoche a 4 ºC en cámara húmeda con dos diferentes diluciones 

(1:50 Y' 1:100) de suero hiperinmune de conejo anti-H. capsulatum o anti-C. 

albicans obtenidos en el laboratorio y probados previamente en inmunoensayo 

enzimático (ELISA) (Voller et al., 1979) con titulas >1 :640. Como testigo negativo 

se utilizó suero normal de conejo. Al dla siguiente, se lavf!ron 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-lgG de conejo obtenido en cabra (Gibco) diluido 1 :100 

en PBS, durante 1 h a temperatura ambiente en cámara húmeda. 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 mina temperatura 

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

7.2 y se incubaron con solución de diaminobenzidina (DAB)-peróxido, para el cual 

se mezclaron 5 mg de DAB con 10 mi de p~s;Ó-.1 '~ pH 7,2 y se adicionaron 300 
~ . . ;;>.~ ;: . -_,_ .. . . ~ ·-

µ1 de H202 al 3 %. Se incubaron las prepara~iCÍ~es en esta solución 1 O min hasta 

que se produjo coloración. Posteriormente, se lavaron las preparaciones en agua 

corriente y se deshidrataron en etanol 95 % con tres cambios de 5 min e/u. Se 

contratiñeron con hematoxilina de Harris y se montaron con resina Permount. 

Observación y cuantificación del ensayo in situ.- Para la cuantificación 

de las levaduras adheridas a los tejidos se utilizaron los microscopios Olympus 

(Olympus Optical, Japan) BX 40 e IX 70 (invertido). La observación de los 

ensayos fue realizada por microscopia de luz empleando las técnicas de 

Nomarski y de campo claro. Los resultados fueron expresados por el promedio de 

levaduras adheridas por zona determinada de cada corte, considerando cuatro 

campos ópticos por cada tejido de cada preparación (cada campo óptico con 

objetivo de 4ox y ocular de 1 Ox = 96211.5 µm2). Los resultados del conteo con la 

tinción de CV fueron comparados con los valores obtenidos de los ensayos 

realizados con los sueros anti-Histop/asma y anti-Gandida en el método de 
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inmunoperoxidasa, así como con los testigos negativo~ de adherencia (látex), y 

los testigos no incubados con partículas. Se obtuvieron 720 promedios que 

correspondieron a los datos arrojados por los conteos de los tejidos, de ·cada 

especie animal, incubados con las dos cepas de H. capsulatum y la cepa de C. 

a/bicans. Las preparaciones incubadas con látex y las no incubadas con 

partfculas no mostraron adherencia de ningún tipo sobre los tejidos, por lo que su 

valor fue siempre cero. 

Las imágenes microscópicas de los ensayos fueron fotografiadas con una 

cámara Olympus SC 35 automática, acoplada a los microscopios BX 40 o IX 70, 

empleando para ésto una pelfcula Kodak Pro-lmage 100 de 35 mm. 

Análisis estadístico 

Los ensayos fueron evaluados por análisis de varianza simple y multifactorial 

(ANOVA-MANOVA) (Statsoft, lnc. 1998; STATISTICA fer Windows). Las 

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

Student. 
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RESULTADOS 

De la cuantificación de las levaduras adheri_das a las criosecciones de órganos, de 

cada especie animal, se obtuvieron en total 720 lecturas expresadas en 30 

promedios, 360 lecturas y 15 Prºlll~di()S por ~da método de procesamiento, los 

cuales fueron sometidos a a~áu~i;,est~dlstic~(Tabla 1). 

Al evaluar, la inte~~c~i*n:f~~jf~ '1~s';;~~~sr~¿ngicas con cada órgano de los 

murciélagos estudiados:;:1ci~~~t~d~~'~e~rocesamiento empleados (Fig. 2), se 
. __ ._,,, . ~-~ ~".'" ,._ --;,_ 

encontró que:' 

a) Para la cepa'. EH~S-3, 'en,ias ,·muestras de órganos con predominio de fagocitos 

profesionales, el_pulrn6·~;;•pr~~entó el mayor número de levaduras adheridas (X= 

2661.63 ± 5e6.1}c~~-~t;·)~?;,,"28o6.83 ± 514.83 con IP), en menor escala el bazo 

(X= 1236.88 ± ~92.~~~~~>~) X= 1476.25 ± 237.07 con IP) y el hígado (X= 
- . i· --~: --~~-52:.'..:"··· ' -

971.92 ± 287:5Bcc;inc\/J~,;,<1o9o,79±379.17 con IP). En los órganos con 
<-:-~-.'-,,"·:·>-=~>:~';,. /~··.;.' -'.-~ __ : -,~; __ ' ":'-> ·-':.. :. 

fagocitos no pr~fé~i;;~~¡~';;H~r·i~te~ti~c:, m6stró un. mayor número de 1evaduras 

adheridas (X~ J~2~1~~}#'~;~'.~~~~~\~J;·~·:: 1474.29 ± 445.88 con IP) que la 

tráquea (X= 1o27:42J±190.16 con CV; X,,,; 1114.25 ± 306.59 con IP) . 
. , .,, -~- :- : ·r.-. :_ _ .• - ; . 
. , ·.--:- '-~ 

b) Para l_a_ cepa EH_-375, tánto el pulmón como el bazo fueron los órganos con 

mayor núml:!ro. _de levaduras adheridas mostrando una pequeña diferencia 

numérica entre ambos, 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 pulmón (X= 1245.96 ± 
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460.17 con CV; X= 1460 96 ± 396.0.1 con IP) y por último el hígado (X= 884.13 ± 

240.26 con CV;'x = 1029.42'±'379~79 con IP)'. El intestino mostró mayor número 

de levadúras~dh~ricf~s·(~ =1346.~8 ¡53S~75~on CV;X= 1397.75 ± 474.56 con 

IP) que la tráqúea cx';,;855.5.á f'.10ó:12'C::orí'CV;)<':: 1275.21 ± 270.50 con IP). 

=~=~Jfu1~i~g~~~~:~t~f !~j]~orr:~~7:·± ::":::·e~ 
X = 142.96 ±:54 .. 54 éori: .. IP),•eri'tíazo~(X''=~110:04.± 29.62 conCV; X= 138.04 ± 

·:;: · ·;<':··.·: ;;~~/.;~?¡~~\~; :::.'..;~~;;::·:::!'.:~~;:\-.!~.1K:'.:; ::S\; ·¡~;~\;: .:.~~:~~;~:,::.~?·:'.,~ ·:·. ;·~,;:;'.h :. ~~::~·:· ··:.'3\,. :'. :;'~ 
46.87 con IP)ye?hlgado.()(= 3:;17.~'~4.51 con CV; X= 41.21 ± 13. 59 con IP) 

como. en ~1}~~iti;~:~.:·c~~~ti,~i~:5~'.F~~-.é~·~~2 .~~<f =\36.29 ~ 49.25 con IP) y la 

tráquea (X =': 80.21 ~{21 ;51 •:6C>ri'.CV;X=' 124.~3 ±':42.48 con IP). En general los 
:··-~ ;:~;·:t~\~?}:"··· .?~}~~-·.: ~ttí::·~,J;·:~:-;:"·,·. {§:;.: .... -~:~ .. ;:r: ... ·.--_·:f\Y·_;~~,~~·-:.---;s} -~--::. ~- ·.: ·_ 

valores de adhereinci¡;¡'fueron múYsimil¡fresJ· ,. 

En el procedi~ie~tb ~h~':~j ~~~~¡¿, ~i'J·~bJ'1:' iri~~racción entre las cepas fúngicas 
;,•· . ' . -0.~,\' .;<'.~ ·;;i~, 

con cada órgano dejos] ratones estudiadosc'y'.1os métodos de procesamiento 

empleados (Fig. 3); sede~ta~ó que: 

a) Para la cepa EH-53, el órgano con fagocitos· profesionales que presentó mayor 

número de levaduras adheridas fue el pulmón (X =·1823.25 ± 225.21con CV; X= 

1785.21 ± 211.08 con IP), seguido del hígado<><. =,1372.21 ± 1.40.54 con CV; X= 

1298.46 ± 208.74 con IP) y finalmente el bazo (X =.1127.67 ± 512.78 con CV; X= 

1173.08 ± 472.19 con IP). De los órganos con fagocitos no profesionales, el 

intestino mostró un mayor número de levaduras adheridas (X= 1157.29 ± 520.97 

con CV; X= 1152.54 ± 496.16 con IP) que la tráquea (X= 1136.92 ± 224.27 con 
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CV;X= 1141.33±244.06con IP). 

b) Para la cepa EH-375 los valores de adherencia de levaduras fueron similares a 

los de la cepa EH~53. El• ~ulliión fu~ elórgand. que registró ~1 · m~yor ncimero de 
. . -· .. ' - - ' . ' - - . ' ' . . 

levaduras adheridas (X ='1729.;~ ±:;~;~4~ con c'.J!'x = 1695.~8'±257.58 con IP) 
_·- .. ::_~_,:,_' ·:·,~:A .. :: :?~.~>:::_:\_{.'.~··::·_:);J~~:--~~,~?::d:S'\-;·~;~·.t).:~ ·:-~~:~/-: ~{~:\ ;~/:~:-~+:;~:;~:</{~-~~-- r.:r:-~,- .·;:}~~:·:: !\~·;:,.;:>_;:t: -.->}. ·:-

después el hlgado (X;= J,426 .. ~6,'± 271 ~30 con CV;•X =:'1398.92 ±:363.36 con IP) y 
. ,._ '. :: '..;~> ; __ ; >.:~\ ~~:~4.i\F,·. ,:~ :\~~- :·/-~f:'~~-- :·V::,f~·/?~~1~:, -.~t;~{::.:.,~ :-:~~) -~~:K>:\. :. j;:~Y '.·, :~.L~t, ·_ ::\.' :;-;..:;: - . : .. .-

finalmente e1baio'cxc=1156;08á4s2;75 con CV;iX,,; 1114.21 ± 493.94 con IP) . 
•• º. -~;- : ... ·: ;. : ~\;:~·\·. -.>L<}.~}~~-· -~~~lt> ~fi~~~::·H&~~:···:,}:;~~-:~)l~?:<'f~1r:._::~-~--~-- _' . , _ -

Asimismo:··•. e.1 .... intestino : ITlostró;'mayor/cantidad .de· levaduras adheridas (X = 

::::: ~.;r~:~"~t~~i~lf t~{~~i:,.:;~:,~" 1P> que 'ª wqu~ ex = 

c) De modo similar alen·confr;;¡d°':en mürCiélagos, en el modelo murino Ca mostró 

los menores p~o~~dfa{J~~th~~~ri'~ia:~e l~vaduras. Se observaron valores muy 
-" ·~. \~o:_'o;l- •.,:t.-·.·"~:.),c-- '~~' -·' .'. " 

::::"·;:: ~ffi~!~~;ia¡:~~':f q;,,~~,'.:t~~~;:~J;;~;~·;~: 
114.25 ± s5.24 ~Ci~ ~v: *·;.':210:13 ± 5s'.93'~C::n'1p)y ~1b~'i6;'(j('.;~~79.o8:t io.06 

con CV; X:= 1 s~.'~3¡;4:~6 con IP) como en los no p_rofesionales, el intestino (X = 

213.92 ± 71.SO 6dn CV; X= 216.88 ± 73.15 con IP) y la tráquea (X= 174.88 ± 

117.69 con CV; X= 202.96 ± 91.20 con IP). 

Al comparar por ANOVA-MANOVA los métodos utilizados (cristal violeta e 

inmunoperoxidasa). para identificar las levaduras adheridas a los tejidos, no se 

encontró 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 látex sobre los tejidos y los resultados de los dos métodos 

empleados sin incubación con partículas fueron siempre negativos. 

Al analizar la intElracción cepa-órgano en A. hirsutus (Fig. 4), con respecto a la 

cepa EH-53, se -encontraron diferencias significativas . entre los promedios de 

adherencia de . le~adura~ __ en pulmón y los otro~:{cuatro órganos estudiados 
•; .:. •;·,·o 

{p<0.05, a = 0:01');'.a~iníiimo·entre él intestinó'~ lá tráqu~~ o el higado, o bien 
·_ -:¡~:1;:.~ -~~~:?<·:,·~.'z?~\<LB{:; -~-:~::.;:::,.·::.~:;'.;), ~- \~t-::_ ·/~):~º:. ·-_-_\.:-..:· -<:- ~ .. ;·.·-~,-: :;·~X~--.: -::~~:-~¡, - ·_ - . . 

entre el bazo y la tráqul:la o el. higado (p;<:0.05); mientras que ·entre el intestino y el 

bazo, asi con18~ :~~t~~::1~h~~i'.u~~<i- ei hígado, no ~e det~ctaron diferencias 

significativas (~~ci.~!W?LJ~~~~:'t1t~dos ~eferentes a la cepa EH~375, mostraron que 
- ,,.:,.·· ···_;,.¡, .·:,·...:·. ·_:,;,·;:,1:--. -," -· -

el pulmón, el ·in~estin~·"y.-~I b~zé{c~lcanz~ron promedios similares de levaduras 

adheridas rio iJid:~df~~~~;~:~t~;~nc~as entre sus valores (p>0.05). No obstante, 
,;,_~:; o.;. 

entre el pulmón y la trá'quea, ;3~í~orn~ entre el pulmón y el higado, se encontraron 

diferencias sigllificativ~s ~(¡;.;o'.cisf· d;·..-fo.oú 'en-:Jc::is 'promedios de levaduras 

adheridas. La adhereií'~ia'.d~r¡;J~ciG~~5·~:~9'Jbé1'.;,~ri ·los cinco tejidos estudiados 
- . . --::::~··'". ·>· _:·t :_ ;'\~:-.:· <~¡;·,"'·:·:~'.·¿~ .. ;~~¡~~--:\~:-~>:. "-'~\:- ·-·: 

mostró promedios· .. homogéneos/entre ';;;11os;:.-¡:16r lo general, inferiores a 250 

levaduras/tejid~,p'.ar lo,~u-eno se encontraro~~i~~rencias significativas (p> 0.05). 

En el análisis de la interacción cepa-órgano en el modelo murino (Fig. 5), s~ 

observaron diferencias significativas (p<0.05; a = 0.01) en la adherencia de 

levaduras de la cepa EH-53 entre el pulmón y los demás órganos, asi como entre 

el hígado y el intestino, el bazo, y la tráquea; mientras que entre los tres últimos 
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órganos el promedio de levaduras adheridas no mostró diferencias significativas 

{p>0.05). Con respec;:to a la cepa ~H-375, las diferencias entre los promedios de 

levaduras adhe;ÍdasfuE!m~ ~ignificativas '(p<0'.05) e'ntre ~I p~lmón_ y los demás 

órganos, asl c~riio e~t/e ~I hlgaclc:> yJ el b~-~o_:?ta \;áque~/ y el intestino; sin 
, ' '. - . -. . . •• •• '·'" ~- ' . .• ·:.. '.. ·¡. '. "'.'! 

embargo; las diferencias e~tre IÓs pro.,-,~dlos ~~ l~~ad~ras adheridas a estos tres 
. ' - .-~' . -.. _;, ·./. · .. _ 

últimos órganos no fueron significativas (p;o.05; : ~ ·;., 0.05). Por último, la 

adherencia de levaduras de Ca a todos los tejidos de ratones mostró promedios 

aproximados a las 200 levaduras/tejido, no evidenciando diferencias significativas 

(p>0.05). 

Al integrar por ANOVA-MANOVA en la figura 6 los promedios de adherencia de 

levaduras de cada cepa fúngica a tod~~--1~~~ ó~~a,no~ de cada es.pecie animal, en 

los dos procesamientos_(C\le IP);'.Jcí'si~~p?_~ Cie;: He, tanto la EH-53 (X = 1538.62 
- :_ - _ .. -· ·'' .. - :: - _,~--:_--""'":~-,.-~:.,_;--~·'-=Y~--~=··~·--=-"-~·"-·-- }-·.-- ~-- ·.'/.-.- ' 

levaduras adheridas a órgános:de'murciélagos; 1315.77 levaduras adheridas a 

órganc:>s de r~to~es) como la EH-375 (1227.82 levaduras adheridas a órganos de 

-murciélagos; 1234.17 levaduras adheridas a órganos de ratones), mostraron 

mayor capacidad de adherencia a todas las criosecciones de los tejidos 

estudiados que la cepa 15 de Ca (106.26 levaduras adheridas a órganos de 

murciélagos y 222.76 levaduras adheridas a órganos de ratones). 

Las levaduras de la cepa EH-53 se adhirieron más a ciertos órganos 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 He con los de Ca, en ambas especies animales, se encontró 

diferencias significativas con valores de p<0.05 para a = 0.001 (Fig. 6). 

Las observaciones microscópicas realizadas permitieron identificar las áreas de 

cada órgano estudiado sobre las cuales se adhirieron las levaduras de las 

diferentes cepas. 

Pulmón- La figura 7a muestra numerosas levaduras de He adheridas a los 

componentes tisulares del parénquima pulmonar de murciélago, dejando 

prácticamente libres los espacios aéreos. En contraste, se. observó un escaso 
. . 

número de le;vadÚras de .ca adheridas al corte d~ p'ul111ón con la misma 

distribución (Fi~.:':fb);< L~ anterior, coincidió con los resJltados obtenidos en el 
- ,.:: • ,_- ' , - < 

ratón, corr~b~~éndose asi ~ualitativamente los datos numéricos antes expresados 

para ambas e~pe~iesde animales. 

En las obseiíVaciones sobre la distribución de las levaduras de cada cepa a los 

cortes de pulmón, tán.to de murciélago como de ratón, se encontró que ésta fue 

uniforme· ya· que no·. se apreció una preferencia por algún componente .del 

parénquima pul111onar;.aunque la adherencia de levaduras aisladas o en cúmulos 

a macrófagos en los ' bordes alveolares (macrófagos alveolares) ha sido 

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

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

mayor distribución de levaduras de He adheridas en la pulpa blanca y roja, 
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mientras que la cáp~ula mostró uri número escaso de le1.1aduras, como lo muestra 

la figura ·aa~.-El.;~úrn_ero'de levaduras de Ca adheridas a los cortes de bazo de 

murciélago 'a~I ~i:om;; :di;¡ . ratón fue mucho menor que He, y mostró mayor 

uniformidád/de 11~-di;iribucÍóri de las levaduras, aisladas o en pequeños cúmulos, 
. . . . . ';,_~:'.''.'-.'_:":::t;:~ ·¿~lf/;' J \f,¡:_· ,, -~ 

sobre la pulpa b1ari¿a y~roja; incluyendo la zona marginal, asl como en el tejido 

conju;,tivo d-~-1a"'.;C::á~~LJ;~· (F;~. Sb y c). En la figura 9a, se muestran cúmulos de 

levaduras de. He; áciíle'~idás a células de bazo de murciélago, algunas de las 
.' ·-··~ . .:, :· .. . ,._: -. . ... 

cuales, posible~;¡mt¿.' son macrófagos; la figura 9b, muestra la misma interacción 

en el bazo de ratón. 

Hígado- La distribución de las levaduras adheri!=las a los cortes de hígado mostró 

tanto para murciiélagos como para ratones (Figs. 1 Oa y b) una localización 

preferencial por . la:, cara sinusoidal de los hepatocitos y por la formación de 

cúmulos en células intrasinusoidales, probables células de Küpffer (Fig. 10a). 
·_-·,:."> ,,_: 

~ _.: . :-

1 ntes tino- E~ T¡~s~-~·lJ;c;i~l¡;¡gos, se observó una i;ri~~8r':\'si:!lectividad en la 

adherencia de 1elíaclur;i;·5; tanto de He (Figs. 11a y b)'é;,¡$\6 ~~ ~a (Fig. 11c), a la 
! \>"_-·_.¡~~;-:::,.;._::r::;>··)tr:::~·:.\:/-: ._ ;;/:,. ___ · _ ." ·0 >· .. :·:·. __ :-. __ '. -;2:.;~:;:~~~~~-'.?::;{~;-.:'.?;--/<·+·.'.·.· · ·-} ···: ·. · 

lámina propia deJas ._vellosidades' intestinales y en i menor; grado a la submucosa. 
, '''· O" ~ ,,,,,•,, ' j ; L ,, ;~>,'''\,. 

Mientras .. q~i~~'.i~f~b~¡;.;M;~~~lt~ •. -.• ~~}:~§,~:%~1''1~.';F~~-~uscular externa, se 

observó esca~o·.número,de)evaduras.(Figs. 11a-c). En el ratón, se encontró una 
·.:·:·. ~-:,,;;: __ ;ccyt ' ;-;;:.,,:-: •' ., ~> .. '.• 

distribuciéÍn. sfn1ilar!La~nqÚe. con menor número de levaduras adheridas de He 
•. ·; . ' ::. . '~- i '. ': •• >. ::·; . -.\.'·· -; . ,... · •. 
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Tráquea- En los cortes de tráquea de las dos especies de animales estudiadas, 

se observaron las levaduras ádheridas, tanto de He (Figs. 13a y b) como de Ca 
' . ' . -

(Figs. 13c y d), distribuidas de modo similar a los cortes de intestino, 

concentránd()S~,;~1.~'~_aYcir número de levaduras en las regiones subepiteliales que 

corr~~pdnci~~ ~t<;la'Í~ml~a propia, y por fuera de los cartilagos traqueales, región 
- ••. 'O.· ' - '• .. ._'-.·,·e- ;.:" - . -

cono~id;;i c~¡'..,~-·~d~enti.6ia: Mientras que, el número de levaduras adheridas fue 

escaso ~n ~:sob~e el e~itelio traqueal. 

Testigos- Los cortes testigos de todos los órganos estudiados, observados tanto 

por CV como por IP .• resultaron siempre negativos (Figs. 14a-e), sea los 

incubados con particulas de látex como los sin incubación con cualquier tipo de 

partlcula. 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo se demostró la adherencia de levaduras de H. capsulatum sobre 

los tejidos de órganos con predominio de células fagocíticas profesionales y no 

profesionales de murciélagol:); mamiferos considerados como los más vinculados 

con las fuentes de infección''.de)·I. capsulatum debido a su estrecha relación con 

espacios cerrados, los c~al~~·~6nstituyen temporal o permanentemente su hábitat 

natural y en donde Jor.~u~ caracteristicas ambientales se pueden encontrar los 

propágulos fúngicos causales de la histoplasmosis. 

Los animales utilizados fueron seleccionados bajo el criterio de que 

deberian ser lo más genéticamente homogéneos posible, razón por la cual los 

ratones machos adultos empleados pertenecieron a la cepa singénica BALB/c y 

los murciélagos machos adultos de la especie A. hirsutus procedieron de' una 

colonia gregaria monitoreada sistemáticamente durante seis años en la misma 

cueva, lo que aumenta la probabilidad de que sus especimenes presenten una 

alta homología genética. 

Los órganos extraidos de cada animal fueron elegidos con base en dos 

criterios: uno., la. implicación en la via de entrada del patógeno (respiratoria) y en 

su posible diseminación a órganos que constitutivamente contienen células del 

sistema fagocítico mononuclear del hospedero; el otro, por el predominio de 
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fagocitos profesionales (pulmón, hígado y bazo) y no profesionales (intestino y 

tráquea) en sus tejidos. 

En los murciélagos procesados, los ensayos de adherencia in situ 

realizados sobre las muestras de órganos con predominio de fagocitos 

profesionales, resaltan que el pulmón es el órgano que mostró más adherencia de 

levaduras de H. capsulatum (Figs. 2 y 4), lo que sugiere que tiene un mayor 

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

planteamiento d.e. que la infección natu.ral compromete al sistema respiratorio 

como via de e~~·r~:~:~ :~~I ¿ patógeno, y. d~ c{J~j'~¡ púlmón es el órgano blanco 

principal .• ~¡ .. 1~ .. iÉre~~i~;2:.~0t~fuS~~~~#~~H~?J?~~·í:~e··.H. capsulatum a macrófagos 

pulmonares.:. dé'~émí:irciélagos•i¡fiá'r'sidó;· previámente reportada en murciélagos 
:>;:~'~;.": ::.:?;:~-~:)!;:{~. ;~0~:~;:.~~~~/:L~~~;:''.~y~·~:;;:~'t::.:~~;HX ~-~ .. ~-,.~ .... :~ ·-

natura11Tlent~ i~!~ct~~o;~:y;~¡;¡pt~r;a?9S:~I ~:*ar (Taylor et al., 1999a). La interacción 

.. de le~ad~~~~;cj~';.}}~~~E~~/:·¡~~6b~~l~~'{~r~o ti~ular del pulmón es notoriamente 

murciélagos como en raté:>ne!., lo que sugiere que el pulmón tiene componentes 

posiblemente asociados a la superficie celular o a la matriz extracelular que 

reconocen, con preferencia, componentes de la fase parasitaria de H. capsu/atum 

(levaduras) o vice-versa. Este reconocimiento sólo puede estar mediado por 

interacciones no opsónicas, como las que ocurren entre proteína-carbohidrato, 

proteína-proteína o por cargas eléctricas. Se descarta la participación de 

mecanismos opsónicos en estos ensayos debido a que los cortes están 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 adición de levaduras y 

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

La distribución de las levaduras de las tres cepas fúngicas utilizadas fue 

uniforme sobre el parénquima pulmonar, encontrándose algunos macrófagos 

alveolares con levaduras adheridas (Figs~>7a yb). Un hallazgo relevante que sólo 

se observa en pulmón d~ murciélag() fJ~ J~ d;lf~r~ncia (p<0.05, a = 0.01) en el 
~' ·:..-: ;.O'·:, . / 

comportamiento erítre"i~s'do~'.~epas'd~'H. ~~psutatum, donde la EH-53 se adhirió 

en mayor númer~qu~.:;: ~~-;;;~wig~;}~4):L~ anterior se puede interpretar con 

base en la precederiéi'a~\.~efr~~~~~¡J;be~as)la EH-53 se aisló de un paciente 

~::::::~: U~~;7ti}f~~lt~·~f f y~~~~~;;·::º'::.:· ::p::·::::.::: 
' ~ ', . " '.-... 'J, . ·.;~'.'.".~,.: .. ~}_~--~~'·'¡. :t,3~:,~~:-- :~; > . '··- ·:_. ·, :::: ~-- : -,;) . ;_ ,~-: ,:. '·'~ ):. \" ".o--~' 

naturalmente infectado: Es posible que el pase por un hospedero intermediario en 

el caso d~ r:a.J·.~A;f~i~~ ,~~m~no) le · .. p~rri;itier~· ;-~ctivar ·mecanismos de 

reconocimiento'?'qua-.·i~'vore'cieron su mayor adher~n~ia ~I parénquima pulmonar 
.·- - ' ·;-, - :_~::-,·:. 

del murciél~gc°;(posible'hosp~dero natural), mientra~ que la EH-375 es una cepa 

más adaptada'·a'rTi"urciélagos (reservorio) (Taylor et al., 1999b). 
~:~.:- ; -.«>", • ·.·. -

La·cé!pa~id~~ de ádherencia de levaduras de H. capsulatum a cortes de 

bazo e. hig¡ado 'de rTlurciélagos, fue similar en ambas cepas, aunque se adhirieron 
. ,, ... , ·' 

en mayor número .. a bazo que a hígado (p<0.05) (Figs. 2 y 4). Sin embargo. las 

levaduras se distribuyeron según la organización tisular de estos órganos. En 
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bazo, se observó .. particularmente la adherencia de las levaduras de H. 

capsulatum a la pulpablanca y roja (Fig. 9a). Aunque no es posible distinguir la 

preferenciá. por las zonas T o B de la pulpa blanca, si se observa el compromiso 

de la zona· .. m~}~irial asociada a los espacios sinusoides, por el cúmulo de 
:;;.~~-~-: 

levaduras, posiblemente .adheridas a macrófagos (Fig. 9a). La interacción de 

levaduras d~ H.~c~psüÚitt.im bon. la pulpa roja, puede estar relacionada con la 
.;.-·: ·.'•,'.''..-,'' .-,. .. , .. · , __ , 

capacidad del ~ho~~6J(~~F.unii~e a ~ritrodtos (Taylor et al., 2002) y a los 
', .... F .. ;'.~-:- ;;' :- ' i''°· ,_ .. ;·~ •.. 

macrófagcis esplénicos~ El'núÍliero de levaduras de C. albicans adheridas a los 
. . _·::.'.· ----.·~:-~::.-.~~·-~:;~~)?~:-:~.::}~~/~·;.~-¡g~;~:· __ :~y~--:::.:.;:._,::·.:'.>.Y. ·: .-.·_ ·_ . . - ¡~-- '. .. 

cortes de .bazo de mürciélago támbiérifue mücho menor que de H. capsulatum, y 
' - ,:, . - , .;: . .' . _;:~--'.!" - - - ~ ·-:::-¡::._ . • 

mostró simiiar :·distribli'bióri': de ;1ás levaduras en ··la pulpa blanca y roja; 

posiblemente: Jn pi.'rtic~lai}en la ~ona marginal (Fig. 9c), sin embargo es notoria 

la prese;,ci~ ~~'t. ~lbiba~s en la cápsula (Fig. 9b). 

_- - ~ .- í" - . ;-! . -

Observaciones de Riesselman et al. (1991) y Kanbe et al. (1993), a través 

de ensay,os.éX".fvivo, refieren la preferencia de levaduras de C. albicans para 

adherirse;a .ri;a~~Ófagos .de la zona marginal de bazo de ratones. Los resultados 

marcan diferen61~s . en la preferencia de H. capsulatum y C. albicans para 

interaccioria~ con c6mpcinentes .tisulares. de bazo. 
;,,:,-: ·-··' 

--:- -. -- ': -· . - --·. -;._ . .. --. - -;· -· . . :~ . -. - ' 

La. di~tribución d~I~~ le~ádura~ ~n grandes cúmulos, adheridas a la cara 

sinusoidal de los hepatC>'bitC>s (espacio perisinusoidal o de Disse) asi como a las 
-··,. :-; • ->< '< -J--· . 

células intrasin~~oidales: probables células de Küpffer (Fig. 11 a), sugiere la 

33 



presencia de células fagoclticas capaces de reconocer a H. capsulatum en estas 

zonas. 

La adherencia :de - las· levaduras, tanto· de H.· capsulatum como de C. 

albicans, ·a la láiiiina .. propia• de.la~/vl:!~;c;isidadf!s int~stin~le~ fue uri hallazgo 

interesante que' e11idericiÓ una gran identidad/de' est<Js patógenos, .hacia las 

~.º~=~+· ·~~;1.~~~f i~;~~,\~;tii~tS~i1~,~gfg~~~7±':~::~· :: 
. H. capsulatum. a : corriponente's -: de·· matriz.\ eiCtracelular;;'; como la laminina, está 

» .,) ·/·:;-~~ ,:~;;~:~T.: 7~':\:{~-t~:~t· ; t~~F<t~~\\~'.:~i: .'.:~~t- ?~tr-}~:5:ff~ ~~~:~~-~~~Ef r.~;~y ·:r0t~~t ):ff"': ,·;~ ~:·· . ·: . 
mediada poruna:·protefna::·de;;:50iKdaJcomo·lo'2demo'stró en ensayos in vitro 

---. . - -i~Er,~~; ;t~~:::.~~~r-~---:;;~:f.5(-- {~{\i'.; _-Jk~~t-\ f /t'l '.·:/~~&\-_~ lS~:{·: .. W~~,:~~:-fitf _:; 
McMah6n et . al./;<_1995)''.0'Asimismo,; 1~;- unión ,de H. capsulatum a otros 

compori~~t~~;~l'1;:;~~i}¡~~i~~~c~·fE1~lic~~o·¡~~~~r6'i~in-sulfato y heparán-sulfato 

ha sido º;,;,,~,,;~cd~ p~r_ ~:~~~~ ~t ·17.·H~º,~2);~.· en ensayos de inhibición de 
_ ... · .. _ ... -~·::~; ~, . . -~:;~,e: -:-~;:~;~: --'.- -~f~:~/_·-:,~{;;::<~ji:·:,_·. ::&f~-;·:tt~tr. :t:~+·~· ._ ::.::-~. 

adherencia; _de; levaduras;::Jratadas} can ·e:stos>glicosaminoglicanos, a eritrocitos 
~ _ :. . '.'~<:.-·: \ '.~ --~~:f': -:' r ~. ~, _,::/~~ ~/~ ·. ·--f Eá:,,~- .-~}¿~~~;~--~~~?:~: .:; 11?? ~- -~.i·~~~:-~r {'}I=.i-~;·.:.z~t.-;.-: 

humanos. Lo anterio~. no descarta' la posibilida'd'de· unión a las células epiteliales 
~~ .".' - .,-, <.~::;'-~ . .!'._.-.·-~ \ :? ·~ -~::· -

de los va~ci~' 1il1táúcosfy'siiggÜ1~e;~5. ele 1;.;s" ¡;ellos id ad es y en consecuencia, que 

éstos. p~rticipe8':)~~~~Ji~. d'.:'diseminación de H. capsulatum a ros tejidos 
,. ' -·!:'- .;·- -·- ~·-

adyacentes.· La uniéÍn ~{componentes de la matriz extracelular también ocurre en 

C. albicans y;_~e''·haiobservado la presencia de receptores de laminina y 

fibrinógeno, de aproximadamente 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 adherencia de levad~ras de H. capsul?tum aÍ epitelio y hacia la 

luz intestinal disminuye la probabilidad de que la vla digestiva sea la puerta de 

entrada y salida del.~gente infeccioso. 

La adherencia de las levaduras, tanto de H. capsulatum como de C. 

albicans, en mayor número a las regiones subepiteliales que corresponden a la 

lámina propia de la tráquea, asl como fuera de los cartilagos traqueales (túnica 

adventicia), sugiere que al igual que el intestino, predomina en la tráquea un 

reconocimiento a componentes de la matriz extracelular local. Sin embargo, no 

podemos descartar en ambos órganos (intestino y tráquea) el papel de las células 

epiteliales como.' permisivas (sin mecanismos citocidas) para el parásito fúngico 
_·;~:::~-\ '>.:; z·:: 

(Eissenberg e(a/.,:1991); La presencia de estas células cercanas a las zonas 

donde se d~s6E~ió .• 1~-_"adherencia del hongo, sugiere posibles sitios favorables 

para la persistéhcia de una infección intracelular latente. 

En el procedimiento comparativo con el modelo murino se encontró que la 

adherencia y la distribución de levaduras de 1-Í. capsulatum y de C. albicans, en 

los cortes de intestino y tráquea, fueron similares a las observadas en 

murciélagos, lo que permite sugerir que las dos especies animales comparten 

algunos constituyentes asociados a la interacción con H. capsulatum y C. 

albicans. El pulmón de ratones, como el de murciélagos, mostró el número más 

alto en adherencia de levaduras y la explicación de tal evento coincide con la vla 

de entrada del parásito, como fue antes mencionado. Sin embargo, en ratones, no 

se observó una diferencia tan marcada entre las adherencias de levaduras de las 
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cepas de H. capsu/atum como lo visto• en murqiélagos, lo que apoya la 

interpretación del comportamiento distintÍ~o de las cepas de H. capsulatum en 

relación con el hospedero q~iró~ter~. co~o' fue referido anteriormente. 

En un análisis,;integraí de lainteracC:ión dada entre cada cepa fúngica con 

cada anirria1. se;J~b~~rv~lq~:~,Af:~~~~Bí~tJrn presentó siempre mayor número de 

levad•;: :J!í~~~~;¡ .~:füri~I ~.: de .los esp~lmenes de mu<ciélagos 
.;: ·. ,:'·>'' ··:;_:: ::·::}; .. ,~·;··h,:~·>·<{~g:_~i;~~-(;):f,_::~ :: ·=:~<,::· '';':_.;·. -., ' 

procesados (capt(Jrados;alazag.queéstosno portaban infección diseminada por 

H. capsúlatw7i, 6~~;~; ~~ ~h~e,t: ~E'J. J~:' ~~se,~ación de los campos .libres de 

::::::~:::'º dt ~~"1~~1;¡ ª~"·:~·~1rfrt;. j;~.,~º5;; ';'J's~ (lélex y no 

10• co~:,::j;'tff ~~í~~\r~~~~~~~lt~J!~:~~~~:i1:::~~t:::~:::: : 
. -} ·. •'." \:, > ,:¡: :,.'>' ·. --;~::, 

aportaron resllitado's'ffiuy.p~récicio~. sin mostrar diferencias significativas entre 
~. ,;_, ·-. -.;::·,, _· . -> ~::_:_:_·· .i:~; ~<-:· ~!t_:-~'.--7_ .. _ - ·: , :--~< .' ~:: . 

ambos (p>0.()5).\:~ü~·q~~'d/"ei ~ás práctico en el conteo, el método de IP es 

más preciso p()rque:'identifica el hongo por un reconocimiento mediado por 

anticuerpbs es~~~ificos.' 
Los resultados del presente estudio sólo demuestran la interacción 

levadura-tejido y no aportan elementos para discriminar la naturaleza de las 

moléculas in"volucradas en ella, aunque se está desarrollando en el laboratorio 

proyectos dirigidos a dilucidar los mecanismos y las moléculas de los 

componentes qufmicos asociados. 

36 



;. 

CONCLUSIONES 

1. Los datos encontrados son de gran relevancia puesto que constituyen los 

primeros hallazgos en la interacción célula:célula representada en el 

binomio Arlibeus hirsi¡t(J~:HÍsto;/~s;él eélpsula/um · 

2. Las levaduras .de )-ie ·~se: Unieron a tejidos con células fagocíticas 
.:, ·:t: . ::~~: .·<··:::. ·:.-- ,·-_-e_ 

profesionales' de puíri:1ól1/bi:l~o e higa.do, ;3simismo a tejidos con células 
:·:.;~-- :~;._1_,' :_«·;:··'. 

fagocitfoas\ n6 p~6fe'~ional~~ de intestind1 ~/'.;tráquea . de murciélago, y 
' • ' - > ., '"'" - ,¡ ''· ·'·,1. . . - . ' : '~;:.;.;d:·'·.:~:.:~ . ·),:;·,_-

siempre se adhirieron en mayornúmero,quelás de C. albicans 
-. . -- . ' -' .· - ,_ . . -.~ .. ' . . . . - . . . . --- - . -: ·. . . -;" 

3. El puÍmó~ . fue ·'~1 órg~no\qúe' pre'se~tó mayor número de sitios de 

recoriociíl1Íento a corllponent~s de la fase parasitaria de He lo que refuerza 

su compr()miso. como la principal vía de entrada para la infección por este 

hongo 

4. La adherencia de levaduras de He a bazo, posiblemente está asociada a 

macrófagos de la pulpa blanca y pulpa roja. 

5. La adherencia de levaduras de He a hígado, posiblemente está asociada a 

células de Küpffer. 

6. La escasa adherencia de levaduras de He al epitelio y hacia la luz intestinal 

disminuye la probabilidad de que la vía digestiva sea la puerta de entrada 

y/o salida del agente infeccioso 

7. En el intestino, al igual que en la tráquea, predomina un reconocimiento a 

componentes de la matriz extracelular local 
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B. Las observaciones de los ensayos testigos con los murciélagos procesados 

confirman qÚe éstos n-~ portaban inféc6ión di~eminada por He 
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Extracción de órganos de los animales 
(pulmón, bazo, higado. intestino y 

tráquea) 

Ensayos de adherencia in situ 
por incubación con cepas 

H. capsulatum (EH-53, EH-375), 
C. a/bicans (Cepa 15) 

Análisis estadístico 

Inclusión en resina (O.C.T.) 
y ultracongelación 

Microtomía y preparación de muestras 
de tejidos en portaobjetos 

Superfrost Plus 

Testigos: 
1) incubación con partículas de látex 
2) sin incubación con partículas 

Métodos de procesamiento 

Cristal violeta lnmunoperoxidasa 

Observación y cuantificación del ensayo in situ 

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

de cada procedím.iento ver Materiales y Métodos. 
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Interacción: cepa-órgano-método (A. hirsutus) 
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-o- EH-375 
--<>- C. albicans 

Fig. 2. Interacción entre la adherencia de levaduras de las cepas fúngicas, los 
órganos 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 
órganos están descritos en Materiales y Métodos. En el análisis 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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C. alblcans 

Fig. 3. Interacción entre la adherencia de levaduras de las cepas fúngicas, los 
órganos 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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Interacción: cepa-órgano (A.hirsutus) 
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Fig. 4. Capacidad de adherencia de levaduras de las cepas fúngicas a los órganos 
de murciélagos A. hirsutus. Para el análisis 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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interacción: cepa-órgano (BALB/c) 
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Fig. 5. Capacidad de adherencia de levaduras de las cepas fúngicas a los 
órganos de ratones BALB/c. Para el modelo murino se siguieron las mismas 
indicaciones de la figura 4. 
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Interacción: cepa-animal 
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Fig. 6. Capacidad de adherencia de levaduras de las cepas fúngicas a todos 
los órganos de los animales estudiados. Para el análisis 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 están descritos en Materiales y Métodos. 
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Fig. 6. Capacidad de adherencia de levaduras de las cepas fúngicas a todos 
los órganos de los animales estudiados. Para el análisis 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 están descritos en Materiales y Métodos. 
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Fig. 7 (a, b). Adherencia de levaduras a pulmón de murciélagos A. hirsutus. a} Se observa la distribución de 
levaduras de la cepa EH-53 de He sobre el parénquima pulmonar. Tinción con CV, barra= 10 µm; b} Se observa la 
distribución de levaduras de la cepa 15 de Ca sobre el parénquima pulmonar, revelado con IP, barra= 5 µm. 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 distribución de 
levaduras sobre cortes de bazo. Tinción con CV; a) cepa EH-53 de He, se observa el mayor número de 
levaduras sobre la pulpa blanca y roja. b) cepa 15 de Ca, se observa una distribución de levaduras más 
uniforme, incluyendo la cápsula. c) cepa 15 de Ca, se destaca la adherencia de levaduras a la zona 
marginal. Barra= 10 µm. Ver detalles en Materiales y Métodos. 
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Fig. 9 (a, b). Adherencia de levaduras a bazo de murciélago y de ratón. Se observan las levaduras de la 
cepa EH-53 de He sobre cortes de bazo, reveladas con IP; a) murciélago; b) ratón. Ver detalles en Materiales y 
Métodos. Las flechas indican posibles macrófagos de bazo. Barra = 5 µm. 

58 



l 
l 
1 
J 

'! 
i 
' 

h·-{ ,_, 
trJ 
~·.r~.; 

' .} 

'rr-' 
1.4·\' 
~ '• ~~ 

.· 
,.._;, 

~~.: 

"'i 
,~, 

;") 

J 
·_-:j 
.- '; 

.1 

""· 

¡ ~ 
tí; 
t ; 
~;;. 

' '· e 
t 
' 
I·-: 
,, --
i.,) 

(_;'_; 

t> 
r "1 

t~ 

1 

' .. '"·'· 

'·' ~' •\,'j .~· 

Fig. 10 (a, b). Adherencia de levaduras a hígado de murciélago y de ratón. Se observan las levaduras de 
la cepa EH-375 de He sobre cortes de hígado, reveladas con IP; a) murciélago; b) ratón. Ver detalles en 
Materiales y Métodos. Las flechas indican cúmulos de levaduras adheridas a células intrasinusoidales que 
corresponden probablemente a células de Küpffer; barras= 10 µm. 
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Fig.11 (a·c). Adherencia de levaduras a intestino de murciélagos A. hirsutus. Se observa la distribución 
de levaduras de He, así como de Ca, adheridas a diferentes cortes de intestino, principalmente sobre la 
lámina propia de las vellosidades, en menor grado a la submucosa y casi nula sobre epitelio y capa 
muscular. Tinción con CV. a) cepa EH-53; b) cepa EH-375; c) cepa 15 de Ca, el círculo encierra algunas de 
las levaduras adheridas al tejido. Barras= 10 µm. Ver detalles en Materiales y Métodos. 
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Fig. 12 (a-e). Adherencia de levaduras a intestino de ratones BALB/c. Se observan las levaduras He y de 
Ca adheridas a cortes de intestino. Tinción con CV. a) cepa EH-53, se observa mayor número de levaduras 
sobre la lámina 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 lámina propia; c) cepa 15, se 
observan levaduras sobre la lámina propia y no en epitelio, imagen vista con contraste interferencia! 
INomarskil en IX-70. Barras= 10 um. Ver detalles en Materiales v Métodos. 
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Fig. 13 (a-d). Adherencia de levaduras a tráquea de murciélagos A. hirsutus. Se observa la 
distribución de levaduras de He y de Ca adheridas a cortes de tráquea; en a) cepa EH-53 teñida con 
CV; b) cepa EH-375 revelada con IP; y c) cepa 15 teñida con CV, se observan levaduras sobre la 
lámina propia; en d) cepa 15 revelada con IP, se observan levaduras sobre la túnica adventicia. Barras 
= 10 µm. Ver detalles en Materiales y Métodos. 
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Fig. 14 (a-e). Testigos de no adherencia a órganos de murciélagos A. 
hirsutus. Se destaca la ausencia de partículas sobre los cortes testigos de no 
adherencia de todos los órganos procesados de murciélagos. a) pulmón teñido 
con CV; b) bazo teñido con CV; c) IP en hígado; d) intestino teñido con CV; e) 
tráquea teñida con CV, barras= 10 µm. 
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Tabla 1. Promedios de levaduras adheridas a cortes de órganos 

ÓRGANO CEPA MÉTODO LEVADURAS ADHERIDAS (X± OS) 
A. hirsutus BALB/c 

Pulmón EH-53 cv 2661.63 ± 596.17 1823.25 ± 225.21 
EH-53 IP 2806.83 ± 514.83 1785.21 ± 211.08 
EH-375 cv 1245.96 ± 460.17 1729.38 ± 247.40 
EH-375 IP 1460.96 ± 396.01 1695.38 ± 257 .58 
15 cv 0105 79 ± 068.60 0203.08 ± 075.70 
15 IP 0142.96 ± 054.54 0232.75 ± 081.00 

Bazo EH-53 cv 1236.88 ± 292.59 1127.67 ± 512.78 
EH-53 IP 1476.25 ± 237.07 1173.08 ± 472.19 
EH-375 cv 1286.04 ± 263.99 1156.08 ± 452.75 
EH-375 IP 1496.25 ± 262.13 1114.21±497.94 
15 cv 0110.04 ± 029.62 0179.08 ± 070.06 
15 IP 0138.04 ± 046.87 0194.63 ± 074.56 

Hígado EH-53 cv 0971.92 ± 287 .58 1372.21±140.54 
EH-53 IP 1090.79 ± 379.17 1298.46 ± 208. 7 4 
EH-375 cv 0884.13 ± 240.26 1426.46 ± 271.30 
EH-375 IP 1029.42 ± 379.79 1398.92 ± 363.36 
15 cv 0033.17 ± 014.51 0174.25 ± 065.24 
15 IP 0041.21±013.59 0210.13 ± 055.93 

Intestino EH-53 cv 1525.92 ± 544.96 1157.29 ± 520.97 
EH-53 IP 1474.29 ± 445.88 1152.54 ± 494.16 
EH-375 cv 1346.88 ± 536. 75 1062.33 ± 453.90 
EH-375 IP 1397.75 ± 474.56 1097 .83 ± 443.02 
15 cv 0142.54 ± 035.07 0213.92 ± 071.50 
15 IP 0136.29 ± 049.25 0216.88 ± 073.15 

Tráquea EH-53 cv 1027.42 ± 190.16 1136.92 ± 224.27 
EH-53 IP 1114.25 ± 306.59 1141.33 ± 244.06 
EH-375 cv 0855.58 ± 180. 72 0967 .38 ± 145.33 
EH-375 IP 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). OS= Desviación estándar. 
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