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Dosis minima infectante de la fase micelial de Histoplasma capsulatum var. capsulatum,
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Resumen: El objetivo fue determinar la dosis minima infectante (DMI) de Histoplasma capsulatum mediante inoculacion de la fase micelial
en ratones Balb/c, con el proposito de aportar alternativas ttiles para el futuro uso de indculos fingicos que faciliten la reproduccion de
la enfermedad. Se prepararon indculos de 50, 75 y 94% de transmitancia (T) provenientes de la mezcla de suspensiones estandarizadas
de cinco aislamientos del hongo y a cada inéculo se le determinaron las unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL). Se inyectaron,
intraperitonealmente, 100 pL de cada in6culo a tres grupos de 10 ratones, identificados como G2, G3 y G4, respectivamente. Se incluy6 otro
grupo como control sano (G1) y se observaron durante 15 dias. La enfermedad se comprobo mediante la observacion de los ratones, estudios
histopatoldogicos y micoldogicos. La DMI fue de 50% T (7,5 x 10* UFC/mL), seleccionada en funcion de la presencia de hepatoesplenomegalia,
nddulos en higado y/o bazo y el porcentaje de recuperacion del hongo en los subcultivos. Los resultados demostraron la reproduccion de la
enfermedad, con ausencia de muertes en el transcurso de 15 dias de observacion.
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Minimal infective dose of the mycelium phase of Histoplasma capsulatum var.
capsulatum in Balb/c mice

Abstract: The objective was to determine the Histoplasma capsulatum minimal infective dose (MID) by the inoculation of the mycelium
phase in Balb/c mice, with the purpose of contributing useful alternatives for the future application of fungal inoculums which facilitate
the reproduction of the disease. Several inoculums with 50, 75 and 94% transmittance (T) were prepared with a mixture of standardized
suspensions from five isolations of the fungus, determining colony forming units/ml (CFU/mL) for each inoculum. Three groups of 10
mice each, identified as G2, G3 and G4, were injected intraperitoneally with 100 pl of each inoculum. Another group (G1) was included as
healthy control. All mice were observed during 15 days. The disease was determined by observation of the animals, and by histopathological
and mycological examinations. The MID was 50% T (17.5 x 10* CFU/mL ) selected on basis of the presence of hepatosplenomegaly,
nodules in liver and/or spleen, and the percentage of recovery of fungi from subcultures. The results showed the reproduction of the disease
in absence of deaths during the 15-day observation period.
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Introduccion temperatura entre 22-29 °C y la humedad relativa de 67 a
87% o mas con precipitacion anual aproximada de 1.000

La histoplasmosis americana es una enfermedad mm, factores esenciales para su crecimiento y desarrollo en

granulomatosa sistémica considerada como la micosis
respiratoria mas frecuente del mundo, y en Venezuela ocupa
el primer lugar. Es causada por Histoplasma capsulatum
var. capsulatum, (H.capsulatum), hongo dimorfo,
cosmopolita. Su habitat se encuentra en suelos con pH
acido y alto contenido de nitrégeno, el cual esta relacionado
con la presencia de excretas de pajaros y murciélagos, la

el ambiente [1-7].

La fase levaduriforme (parasitaria) se desarrolla en el
interior de las células del sistema macrofagico mononuclear
y en cultivos incubados a 37 °C, caracterizandose por el
desarrollo de levaduras ovales y gemantes de 2 a 4 um de
diametro [5]. La fase micelial (saprofita) se encuentra en
la tierra o en cultivos obtenidos de muestras de suelo o de
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pacientes, incubados a temperaturas inferiores a 35 °C y
presentan un micelio aéreo, algodonoso, blanco o parduzco
con produccion de macroconidias erizadas o tuberculadas,
ovales o piriformes, de naturaleza polisacarida de 10 a 25
pm de didmetro y microconidias de tipo aleuria, piriformes,
con pared fina, lisa o ligeramente rugosa de 2 a 5 um de
diametro [1,4,7,8]. Este hongo pertenece al grupo 3 de
riesgo biologico, por lo que su manipulacion debe realizarse
en laboratorios de seguridad tipo 3 y tomando en cuenta las
medidas de bioseguridad recomendadas para tal fin [9-11].

La infeccion natural se produce cuando el individuo
inhala las microconidias (fase infectante), las cuales se
alojan dentro del espacio alveolar, donde brotan, para luego
ser fagocitadas por los neutrofilos y macréfagos por via de
los receptores CD11/CD18, ocurriendo la mayor parte de
la conversion a la fase levaduriforme en el interior de estas
células [4,12,13].

En la mayoria de las investigaciones se ha utilizado la fase
levaduriforme de H. capsulatum con el proposito de estudiar
el desarrollo de la histoplasmosis, su histopatologia, la
respuesta inmunitaria y la susceptibilidad a los antifungicos
y, aunque la inoculacion experimental se puede realizar
con cualquiera de las dos fases, son escasos los estudios
reportados en los que la fase micelial del hongo se haya
empleado, asi como la determinacion de la dosis minima
infectante (DMI) [7,14-16]. Mantener la fase levaduriforme
de este hongo para realizar ensayos in vivo e in vitro es
engorroso, ya que se requiere de nutrientes y condiciones
especiales, que no se encuentran disponibles en muchos
laboratorios de bajos recursos y, por otra parte, el tiempo
requerido para lograr la conversion es relativamente
largo (3-4 semanas) [1]. Disponer de inéculos fungicos
estandarizados es un requisito fundamental para garantizar
la fiabilidad y reproducibilidad de la investigacion asi
como para establecer proyecciones y comparaciones con
situaciones reales. Es por ello que en el presente trabajo se
plante6 como objetivo determinar la dosis minima infectante
de la fase micelial de Histoplasma capsulatum, con el
proposito de aportar alternativas utiles para su aplicacion
sistematica en futuros ensayos in vivo.

Materiales y métodos

Aislamientos: Se utilizaron 5 cepas de H. capsulatum
var. capsulatum, identificadas siguiendo la metodologia
convencional, segun las caracteristicas macro 'y
microscopicas de los cultivos y se mantuvieron en agar
Mycosel™, a temperatura ambiente (TA) hasta el momento
del ensayo [1].

Inoculos fungicos: De cada aislamiento se prepararon
suspensiones fungicas estandarizadas, segtin la metodologia
descrita previamente [17,18]: un trozo del cultivo fungico
se transfirio a una fiola que contenia 30 mL del medio
caldo Sabouraud dextrosa y se incubo a TA durante tres
dias con agitacion a 80 rpm. Luego se realizaron dos
subcultivos con intervalos de tres dias, en las condiciones

ya descritas. El tltimo subcultivo se homogeneizo al quinto
dia, correspondiente a la fase logaritmica de crecimiento,
con un homogeneizador de tejidos IKA-WERK y se
diluy6 lo suficiente, con solucion salina fisiologica estéril,
hasta obtener turbiedades equivalentes a 50, 75 y 94% de
transmitancia (T), usando un Spectronic 20. Cada inéculo
(de 50, 75 y 94% T) estuvo constituido por la mezcla de
las suspensiones fingicas estandarizadas correspondientes
a cada aislamiento. A estos inoculos se les determinaron
las unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL), por
duplicado, segun la técnica de agotamiento por estria [19].
Para controlar la pureza, una alicuota de cada inoculo se
cultivé en agar Sabouraud dextrosa (ASD) en tubos y se
incubd a TA durante 30 dias.

Inoculacion experimental: Se emplearon 40 ratones Balb/c
machos, adultos, de 27,5 g de peso promedio, mantenidos
en el bioterio del Instituto de Medicina Tropical de la
Facultad de Medicina de la UCV, con agua y comida ad
libitum y cumpliendo con las normas internacionales de
las buenas practicas de laboratorio y del cuidado y uso de
animales de laboratorio establecidas por la Universities
Federation for Animal Welfare (UFAW) y las normas de
bioética del Ministerio del Poder Popular para la Ciencia
y la Tecnologia [20,21]. Los ratones fueron divididos en 4
grupos de 10 animales cada uno e identificados como Gl
(control sano), G2, G3 y G4. La inoculacioén experimental
se llevé a cabo por via intraperitoneal, inoculando 100 pL
de las suspensiones estandarizadas de 50, 75y 94% T a los
G2, G3 y G4, respectivamente. Se realizaron observaciones
interdiarias para registrar el peso corporal, el aspecto fisico
y la aparicion de lesiones durante 15 dias. La instalacion
de la enfermedad se evalud mediante la observacion de los
ratones y los estudios histopatologico y micologico [14].

Estudio histopatologico y micologico: Todos los animales
fueron anestesiados con éter etilico y sacrificados 15
dias posteriores a la inoculacion del hongo. Durante la
necropsia, se observaron los érganos internos en busqueda
de microabscesos; se extrajeron el higado y el bazo, y se
tom6 una porcion de cada uno de ellos para fijarlos en
formaldehido y realizar cortes histologicos, los cuales se
colorearon con Grocott y hematoxilina-eosina (HE), con
el fin de registrar el patron histopatologico de las lesiones.
La porcidn restante, se cortd en trozos pequeios, se sembro
(por duplicado) en tubos con agar Mycosel™ y se incubaron
a TA durante 30 dias [14].

Determinacion de la Dosis Minima Infectante (DMI):
La DMI se selecciond en funcion de las observaciones
macroscopicas de los dérganos (presencia de abscesos y
hepatoesplenomegalia), los datos histopatologicos (tincion
de Grocott y HE) y el estudio micoldgico (mayor porcentaje
de recuperacion del hongo en los subcultivos de los drganos
de cada raton, en agar Mycosel™).

Andalisis estadistico: Para calcular la significancia estadisti-
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ca entre el registro de los pesos antes y después de la inocu-
lacion, se utilizo la prueba de U-Mann-Whitney para datos
no paramétricos con un nivel de significacion de 0,05. Para
conocer la diferencia estadistica, entre el porcentaje de re-
cuperacion del hongo en los subcultivos de cada uno de los
organos provenientes de los ratones controles, y los ratones
inoculados con las diferentes suspensiones fungicas, se uti-
lizaron la prueba de chi-cuadrado y la prueba exacta de Fis-
her con un nivel de significancia de 0,05, usando el paquete
estadistico SPSS 11 bajo ambiente Windows.

Resultados

La observacion interdiaria de los animales durante los 15
dias del ensayo, revelo alteraciones fisicas de los ratones
a partir del sexto dia de inoculacion. Los ratones del G2
presentaron abdomen hiperextendido y tanto en éstos como
en los del G3 se observo una ligera caida y opacidad del
pelo y disminucion de la actividad corporal; el G4 se mostrd
sin cambios evidentes, al igual que el control sano (G1).
No hubo cambios significativos en el peso promedio de los
grupos estudiados (p>0,05). Por otra parte, no se registraron
muertes durante el desarrollo de este protocolo (Tabla 1).

Tabla 1. Evaluacion fisica de los grupos experimentales.

Grupo Peso promedio -
experimental () Aspecto y actividad corporal

Gl 20,8 Apariencia normal.
Pelaje ligeramente opaco
y disminuido. Actividad

G2 222 motora disminuida, abdomen
hiperextendido, en comparacion
con control sano.
Pelaje ligeramente opaco y

G3 236 d}sm}nu%do. Actividad quora
disminuida, en comparacion al
control sano.

G4 252 Sin cambios evidentes.

La observacion macroscopica de los organos evidencid
hepatoesplenomegalia (HEM) moderada con presencia de
microabscesos hepaticos en el G2; los G3 y G4 desarrollaron
HEM leve con oscurecimiento del higado y del bazo y
ausencia de lesiones. En el G1 no se observaron alteraciones
de los organos. Con la coloracion de HE, en todos los
grupos, a excepcion del Gl1, se evidencioé en el higado,
degeneracion grasa marcada, infiltrado linfoplasmocitario
y respuesta gigantocelular, ademas de necrosis con patron
zonal periacinar. En el bazo se observo hiperplasia de
células endoteliales, deplecion linfoide folicular central y
mielopoyesis extramedular. La aparicion de las lesiones fue
proporcional al tamafio del indculo (Figura 1). La coloracion
de Grocott fue positiva en higado y bazo para los G2, G3
y G4, revelando la presencia de levaduras intracelulares,
pequeiias, ovaladas, unigemantes en algunos casos. El grupo
control sano (G1) permanecio6 sin alteraciones histologicas

A

Figura 1. Coloracion de HE, mostrando infiltrado linfoplasmocitario y
respuesta gigantocelular, con necrosis de patron zonal periacinar, en higado
(arriba) y bazo (abajo). Panel A: control sano. Panel B: G2.

evidentes.
De los subcultivos en agar Mycosel™, se aislo H.
capsulatum en un 30 y 20% de ambos organos del G3 y
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G4; en el G2, la recuperacion del hongo fue de 70% en
higado y 100% en bazo, como se observa en la figura 2. Los
subcultivos del higado y bazo de los controles sanos fueron
negativos hasta seis semanas después de la siembra en agar
Mycosel™, Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el porcentaje de recuperacion del hongo
en los medios de cultivo, en el higado y bazo en todos los
grupos (p<0,05). La prueba exacta de Fisher evidencid
que los G3 y G4 se comportaron igual que el G1 (p>0,05),
mientras que el G2 mostrd diferencia en el porcentaje de
recuperacion del hongo en ambos organos, al compararlo
con el G1 (p<0,05).
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Figura 2. Recuperacion de H. capsulatum, en agar Mycosel™, segiin grupo
experimental. Control G1: 0% T; G2: 50% T; G3: 75% T; G4: 94% T.

Discusion

La inoculacion experimental es una practica realizada
desde la antigiiedad con la finalidad de reproducir el
desarrollo natural de las enfermedades, su etiopatologia y
los mecanismos naturales o artificiales que contribuyen a su
reversion [22-25]. Enel caso de las micosis, la histoplasmosis
experimental es un recurso utilizado con el fin de investigar
diversos aspectos, como la respuesta a los antifiingicos
y estudios inmunoldgicos, entre otros. Para ello se han
empleado protocolos que incluyen diferentes modelos de
animales, vias de inoculacion, tamafio del in6culo y en el
que la constante ha sido el uso de la fase levaduriforme de
H. capsulatum, siendo esta la forma parasitaria y con la cual
se obtiene una mayor aproximacion a las presentadas en el
ser humano [22,23,26-32]. No obstante, la utilizacion de la
fase filamentosa para realizar estudios in vivo, no debe ser
descartada, puesto que es conocido que ambas fases pueden
ser usadas indistintamente [7].

En este sentido, son escasas las publicaciones referentes
a la preparacion de inoculos usando la fase filamentosa de
hongos dimorficos, relacionadas, en su mayoria, con la
investigacion de la respuesta a los antifiingicos; entre ellas
se destacan, la realizada en 1994 con Coccidioides immitis
en estudios in vivo e in vitro [14],; en el 2004 y 2011 con
H. capsulatum, en ensayos in vitro empleando el método
de macrodilucion en caldo [18,33] y en el 2006 con este
mismo hongo aplicando la técnica de difusion en discos y

pozos [15].

En el presente trabajo, cada uno de los cinco aislamientos
se procesoé en la fase logaritmica de crecimiento, similar a
lo reportado anteriormente en ensayos de susceptibilidad in
vitro de H. capsulatum [15,18,33] y para obtener el in6culo
fungico, el procedimiento consistio en utilizar una mezcla de
las suspensiones estandarizadas de estos aislamientos, con
el propésito de reducir el riesgo de variaciones individuales
en la virulencia de los aislados, coincidiendo con un reporte
previo en estudios de susceptibilidad en ratones Balb/c,
con cuatro cepas de H. capsulatum, solo que los autores
emplearon la fase levaduriforme de este hongo [32].

Un hallazgo interesante de resaltar fue la ausencia de
muertes durante el desarrollo del ensayo, lo cual concuerda
con un trabajo preliminar, no publicado, en el que se sigui6 el
mismo procedimiento usando otra cepa de ratones (NMRI-
IVIC) y concentraciones del indculo mas elevadas [34]; este
hecho quizés se deba a la morfologia de crecimiento del
hongo, la via de inoculacion, o que la virulencia fungica se
atenud como consecuencia del procedimiento seguido para
la obtencién del indculo. Observamos que la utilizacion de
la fase filamentosa de H. capsulatum para ensayos in vivo,
permite la manipulacion de los animales de experimentacion
sin que se produzcan muertes antes de finalizar el ensayo,
a diferencia de trabajar con la fase levaduriforme de este
hongo.

En conclusion, los resultados obtenidos de la observacion
de los grupos experimentales, asi como de los datos del
estudio histopatologico, demostraron un predominio de
evidencias de infeccion por H. capsulatum en el G2 (indculo
fungico de 50% T), confirmado por el elevado porcentaje
de recuperacion del hongo en los subcultivos de higado y
bazo de este grupo (70 y 100% respectivamente); la DMI
escogida fue de 7,5 x 10* UFC/ml, correspondiente a 50% T
(Tabla 2). Se recomienda la inclusion de este protocolo de
manera sistematica para ensayos in vivo con H. capsulatum
en fase micelial.

Tabla 2. Dosis minima infectante. Unidades formadoras de colonias (UFC/
mL) correspondientes a cada inoculo fingico.

Grupo Indculo Volumen
experimental (%T) (uL) UFC/ml
G2 50 100 75x10°
G3 75 100 6,1x10°
G4 94 100 0,0x 10’
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