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RESUMEN

FUNGAL INFECTIONS ANIMAL MODEL

En las Ultimas décadas se ha producido un au-
mento en la prevalencia de las infecciones fungi-
cas que ha conllevado el desarrollo de todos los
campos de la micologfa médica, incluidos los
modelos experimentales de infecciones fungicas.
Hasta hace unos afios, sélo existian modelos
para realizar muestreos con antifungicos, estu-
dios de supervivencia o determinacion de con-
centraciones plasmaticas de farmacos, pero en
la Ultima década se han desarrollado varios mo-
delos discriminatorios que intentan reproducir la
infeccion fungica como ocurre en humanos, y
que analizan diferentes parametros que influyen
en la secuencia de infeccién. En este articulo se
describen algunos de estos modelos de infec-
cion fungica. En primer lugar, un modelo de can-
didiasis diseminada en ratones, tras colonizacion
sostenida del tracto gastrointestinal e inmuno-
depresion de los animales. A continuacion, un
modelo de aspergilosis invasora tras inoculacion
respiratoria € inmunodepresion. Por Gltimo, se
describen brevemente otros modelos. Asi mismo
se incluyen también sus ventajas, limitaciones y
posibles aplicaciones.

Palabras clave:
Patogenia fungica. Candidiasis sistémica experi-
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During last decades there has been a persis-
tent rise in the prevalence of mycotic diseases
afflicting humans that have led to a significant ex-
pansion of our knowledge of the medical myco-
logy. Experimental models of fungal infections are
an integral part of these progresses. A few years
ago, animal models of infection evaluated the ef-
ficacy antifungal agents, survival rate or plasma-
tic levels of antifungal agents. During last years
have been developed discriminative models that
are designed to mimic the infection in humans.
In these models, multiple parameters of efficacy
are measured to ascertain the initiation and pro-
gress of fungal infections. Herein we described
two discriminative models of fungal infection.
Firstly, a mice model of sustained gastrointestinal
colonization by Candida albicans and dissemina-
ted infection after immunosuppression. Likewise,
a model of invasive aspergillosis in immunosup-
pressed mice is also summarized. Finally, other
models of fungal infection are briefly described.
Advantages, limitations and applications are also
included.

Key words:
Fungal pathogenesis. Experimental sistemic candi-
diasis. Pulmonary aspergillosis.

Introduccién histérica

LLa micologia médica posee una historia relati-
vamente corta. Puede aceptarse que esta espe-
cialidad de la microbiologia se inici6 a finales del
siglo xix. De esta fecha datan las primeras des-
cripciones de los principales agentes etioldgicos
de micosis, tanto en humanos como en animales
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(dermatofitosis, aspergilosis, candidiasis, cripto-
cocosis, histoplasmosis, etc.). No obstante, no ha
sido hasta las Ultimas décadas cuando se ha ob-
servado que las infecciones fungicas han aumen-
tado en nimero y en gravedad, lo que ha conlle-
vado un mayor desarrollo de la micologia médica?.
Este incremento de las micosis se ha producido
en paralelo al del nimero de enfermos inmuno-
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deprimidos, pacientes que por sus caracteristicas
y por las practicas diagnosticas y terapéuticas a
las que se ven sometidos, han proporcionado la
base para que se produzcan cambios ecolégicos
y epidemiolégicos que estan desplazando a los
patdgenos flngicos tradicionales?3.

Esta breve historia de la micologia médica ayu-
da a entender las razones por las que apenas exis-
tieron avances cientificos en este campo hasta los
afios sesenta, y por qué, desde entonces, 1os pro-
gresos han sido constantes. En estos afios se des-
cubrieron los primeros antifingicos con utilidad te-
rapéutica (5-fluorocitosina y algunas moléculas
poliénicas), y tras ellos han ido surgiendo los que
actualmente se utilizan en la préctica clinica diaria
(azoles, anfotericina B, antifingicos lipidicos, etc.).
También se han conseguido pruebas diagnésticas
eficaces y en los ultimos afios se dispone de téc-
nicas de tipificacion subespecifica®>.

Obviamente, los modelos de infeccion fungica
en animales se han visto influidos por el desarro-
llo de la micologia médica. Desde 1960 hasta
1985 se describieron mas de 1.000 modelos ani-
males que valoraban diferentes aspectos sobre el
uso de antimicrobianos en los cuadros infeccio-
sos. De todos ellos, una veintena estaban dise-
flados para el estudio de la infeccion fungica y de
los antiflingicos y, ademas, se desarrollaron in-
tentando reproducir las infecciones fungicas pri-
marias y las infecciones de la piel y las mucosas®.

El aumento en la prevalencia de las infeccio-
nes flngicas diseminadas en pacientes inmuno-
deprimidos, junto con la aparicién de farmacos
antifingicos Utiles para el tratamiento de estas in-
fecciones, han conllevado que en la Gltima déca-
da se hayan publicado varias decenas de mode-
los experimentales de infeccion flngica’°.

En la actualidad, existen modelos de variados
disefios y utilidades. La complejidad de los mis-
mos, junto con la brevedad de estas lineas, obli-
gan a describir con detalle Unicamente los que
aportan mas informacioén y que, por tanto, pue-
den tener una mayor utilidad. Son los denomina-
dos modelos discriminatorios, que intentan re-
producir la infeccion fungica como ocurre en
humanos, y que analizan multitud de parametros
para obtener la mayor informacion posible (fac-
tores de virulencia, farmacocinética, farmaco-
dinamia, etc.)?. No obstante, en micologia no se
han desarrollado modelos que puedan conside-
rarse de referencia. No existe acuerdo sobre qué
especies animales deben emplearse. Tampoco lo
existe sobre la edad, el género, el régimen inmu-
nosupresor y el inéculo.

Aun asi, en los ultimos afios se han publicado
numerosos trabajos que han desarrollado algunos
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modelos animales de infeccion fungica. A éstos va
a referirse el presente articulo. En primer lugar, se
describirda un modelo de colonizacion gastrointes-
tinal por Candida albicans, con diseminacion sis-
témica. En segundo término, un modelo de infec-
cion invasora por Aspergillus fumigatus, tras
colonizacion previa del tracto respiratorio, y como
tercer y Ultimo punto, se resumiran brevemente
otros modelos de infeccion fungica de probada
utilidad.

Modelos de infecciones flingicas

Modelo de candidiasis sistémica

En los primeros modelos experimentales que
se desarrollaron intentando reproducir las infec-
ciones diseminadas por C. albicans, las levadu-
ras se inoculaban por via intravenosa’. Pero los
modelos de infeccion deben imitar lo mas posi-
ble las vias de contagio y diseminacion que utili-
zan los agentes infecciosos en el ser humano.
Asi, desde que se conoce que la mayoria de las
infecciones por C. albicans tienen un origen en-
dogeno, se han desarrollado nuevos modelos de
candidiasis profunda o diseminada. C. albicansy
otras especies de Candida forman parte de la flo-
ra comensal del tracto gastrointestinal humano.
Desde esta localizacién pueden diseminarse
causando infecciones profundas en enfermos in-
munodeprimidos o con otros factores desenca-
denantes*. De esta forma, los modelos de candi-
diasis diseminada que se emplean actualmente
se basan en la colonizacion sostenida del tracto
gastrointestinal de los animales de experimenta-
cién, en la inmunosupresion de los mismos y en
la valoracion de la infeccién diseminada.

1. Descripcioén del modelo

Animales de experimentacion. Se han desarrolla-
do modelos de este tipo en varias especies de
animales (raton, rata, conejo, etc.), aunque en la
mayoria de ellos se utilizan ratones Swiss libres
de patégenos especificos. No existe acuerdo
sobre el peso, el género o la edad de los mis-
m0310‘15.

C. albicans no es constituyente habitual de la
flora intestinal del raton, y ademas, el tracto gas-
trointestinal de los ratones adultos sanos no sue-
le colonizarse con facilidad!®!’. Por ello, estos
modelos se disefian con ratones neonatos o rato-
nes adultos que son tratados con antibidticos de
amplio espectro y farmacos inmunodepresores
para facilitar la colonizacién por levaduras o in-
cluso, se usan ratones inmunodeprimidos me-
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diante manipulacion genética (BALB/c, CD2F1,
etc.). Los ratones neonatos se utilizan por su fa-
cilidad para ser colonizados, dada la inmadurez
de su sistema inmunolégico y la escasez de su
flora intestinal”.10-15.18,

No obstante, si se quiere reproducir fielmente
la secuencia de esta infeccion en humanos, la
colonizacion sostenida debe conseguirse antes
de que los ratones estén inmunodeprimidos. En
este sentido, se han desarrollado varios modelos
que intentan conseguir la colonizacion gastroin-
testinal sostenida sin emplear ratones inmuno-
deprimidos ni farmacos inmunosupresores. En-
tre éstos destacan los que afiaden el in6culo al
pienso de los ratones!®, los que suplementan el
agua con hidratos de carbono®y los que utilizan
dosis bajas de antibidticos de amplio espec-
tro2122, Las estrategias son muy variadas, pero en
todos se busca la colonizacion gastrointestinal
sostenida por C. albicans, tras la cual, se los ra-
tones son tratados con inmunosupresores.

En la Unidad de Micologia del Centro Nacional
de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos IlI
se ha estandarizado un modelo murino de colo-
nizacion gastrointestinal sostenida por C. albicans
en ratones adultos sanos (Swiss/CD-1). Para con-
seguir la colonizacion se emplea agua estéril su-
plementada con glucosa (50 g/l) y tetraciclina

(1g.

Inoculacion de los animales. Dependiendo de la
estrategia empleada para conseguir la coloniza-
cion gastrointestinal, la inoculacién debe pla-
nearse de una u otra manera. En los modelos
descritos, los ratones son tratados con antibi6ti-
cos o hidratos de carbono de 3 a 15 dias antes de
ser inoculados?. En el modelo con glucosa y te-
traciclina, el agua de los ratones se suplementa
48 h antes el inéculo.

El in6culo empleado debe ser elevado, entre
1 x 108y 5 x 108 unidades formadoras de co-
lonias (UFC)/mIt0-15, Se ha observado que con
in6culos mas bajos no se obtienen buenos re-
sultados en la colonizacion gastrointestinal. Cada
ratén es inoculado intragastricamente con
0,1-0,2 ml, mediante agujas especiales de pun-
ta roma para alimentacion animal.

Valoracion de la colonizacion gastrointestinal por
C. albicans. La colonizacion gastrointestinal se
valora mediante cultivos de heces de ratones ele-
gidos al azar. Puede aceptarse que se ha conse-
guido la colonizacion sostenida cuando se obtie-
nen coprocultivos uniformemente positivos para
C. albicans, durante 10-14 dias, y con valores de
colonizacion de 102-10° UFC/g de heces.

En algunos modelos se ha analizado la in-
fluencia de las levaduras y los suplementos sobre
la flora gastrointestinal del ratén. En el caso de la
tetraciclina, ésta origina descensos tanto en la flo-
ra aerobia y anaerobia facultativa como en la ana-
erobia estricta, aunque existen datos que indican
que sus efectos se producen, principalmente,
por la inhibicién de la flora anaerobia facultati-
va2l, En la figura 1 se representan las alteracio-
nes en la flora intestinal por especies bacterianas,
ademas de la colonizacién por C. albicans.

Con la utilizacién de hidratos de carbono se ob-
serva que C. albicans puede pasar a fase micelial
con mayor facilidad, lo que conlleva un mayor gra-
do de penetracion en la mucosa gastrointestinal.
Ambas consecuencias, el descenso de la flora
bacterianay la penetracion en la mucosa gastroin-
testinal, pueden explicar la colonizacion sostenida.

Inmunosupresion. Una vez que se ha documen-
tado una colonizacién gastrointestinal sostenida,
se debe pasar a la inmunosupresion de los rato-
nes, con el fin de que las levaduras se diseminen
desde el tracto gastrointestinal. Se han utilizado
diferentes regimenes con un solo inmunosupre-
sor 0 con combinaciones. Las combinaciones de
farmacos citostaticos y de corticoides son las que
obtienen inmunodepresiones méas profundas
(menos del 10 % de los valores normales de leu-
cocitos)2324,

Las dosis de inmunodepresion pueden pautar-
se cada 24, 48 0 72 h. La via de administracion
suele ser mediante inyecciones intraperitoneales
o intravenosas. En el modelo estandarizado en la
Unidad de Micologia del Centro Nacional de Mi-
crobiologia se emplean ciclofosfamida (150 mg/kg
de peso) y metilprednisolona (65 mg/kg de peso)
cada 72 h, por via intraperitoneal. Con esta pau-
ta se consigue una profunda inmunosupresion a
la séptima u octava dosis.

Los descensos en el numero de leucocitos
pueden determinarse mediante recuentos celu-
lares de la sangre periférica de ratones seleccio-
nados, realizados en un hematocitémetro.

Evaluacion de la diseminacion. En el raton, la
candidiasis diseminada ocasiona inmovilidad,
pérdida de peso y ereccion pilosa; también pue-
den aparecer sintomas oculares y cerebelosos.
Cuando se observa alguno de estos signos entre
los ratones inoculados, los animales se sacrifican
mediante dislocacion cervical. En el caso de que
se esté valorando la respuesta a un tratamiento
antifungico, se observa la evolucién de los ani-
males, y se sacrifican aquellos en los que apare-
ce fallo terapéutico.
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Fig. 1. Alteraciones en la flora intestinal de los ratones, a lo largo de las semanas de duracion del modelo de candido-
sis diseminada de la Unidad de Micologia del Centro Nacional de Microbiologia. El grafico también representa la co-
lonizacion por C. albicans; ID: dia en que se comienza el régimen inmunodepresor. Los resultados se expresan en

UFC/g de heces + logo.

Es importante tener en cuenta que los farma-
cos inmunodepresores pueden producir sinto-
mas como inmovilidad y pérdida de peso. Por
ello, se debe incluir en el experimento un grupo
control sin inocular, pero al que se le aplican es-
tos farmacos.

Los ratones sacrificados con sospecha de can-
didiasis diseminada se diseccionan en condicio-
nes asépticas. Se toman muestras de varios or-
ganos, generalmente higado, rifiones y bazo,
aunque pueden incluirse otros como pulmones,
corazén y cerebro. Se hacen cultivos cuantitati-
vos de las muestras viscerales, anotando los re-
sultados en UFC por g de érganos.

Se pueden realizar siembras en medios para
cultivo de bacterias, con la intencién de analizar
si las levaduras se diseminaron en compafia de
flora intestinal, ya que la presencia de bacterias
en las visceras puede influir negativamente en las
futuras aplicaciones del modelo de infeccion fun-
gica.
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En la tabla | se observan los resultados obteni-
dos con el modelo empleado en la Unidad de Mi-
cologia del Centro Nacional de Microbiologia.
Descritos brevemente, se obtuvo la colonizacion
gastrointestinal sostenida en el 100 % de los ra-
tones inoculados (se utilizaron seis aislamientos
clinicos de C. albicans), y la diseminacion se ob-
servé en el 60 % de los animales.

Un aspecto interesante a la hora de evaluar la
diseminacion es la realizacion de estudios histo-
l6gicos. Los examenes anatomopatolégicos de los
organos infectados aportan una valiosa informa-
cién. Se ha observado que la unién gastroesofa-
gica (UGE) es el lugar en el que se produce un
mayor nivel de colonizacion. En el cuerpo del es-
témago, en el duodeno y en el yeyuno-ileon la co-
lonizacién es mucho menor’. En la UGE se ob-
servan levaduras en fase micelial, que pueden
llegar a penetrar hasta la submucosa. La evolu-
cion de la lesion suele conllevar profundas Ulce-
ras necroticas, desde donde se produce la dise-
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TABLA |
RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL MODELO DE CANDIDOSIS DISEMINADA
DE LA UNIDAD DE MICOLOGIA DEL CENTRO NACIONAL DE MICROBIOLOGIA

Dia de inicio inmunosupresion

Dia de la muerte?

Diseminacion

Grupos Ratones  Concentraciéon  Ratones  Concentracién Ratones con Concentracion
colonizados®  enheces®  colonizados® enheces®  diseminacién®  en érganos®
Controles 0/10 0 0/10 0 0/10 0
Agua estérild 8/30 2,91+0,31 24/30 4,80 +0,28 3/30 2,73 +0,67
Tetraciclina 30/30 5,28+0,18 30/30 7,08 +£0,31 18/30 414 +1,31
y glucosa®

aDia de la muerte hace referencia al dia en que los ratones fueron sacrificados por presentar sintomas
de candidiasis diseminada, o si no la presentaron, al dia final del experimento.

bLos datos indican ratones ntimero de ratones infectados/nimero total de ratones por grupo.

Los datos se expresan en media + desviacion tipica de las UFC/g de heces x logso.

dAgua estéril se refiere a los ratones que estaban inoculados pero que no fueron tratados con glucosa
y tetraciclina; ératones que fueron tratados con glucosa y tetraciclina.

minacion, generalmente por via hematégena,
aunque en algunos casos puede seguir el siste-
ma linfatico o simplemente provocar fistulas e in-
fectar las visceras por continuidad?®. En los mo-
delos que emplean suplementos dietéticos de
hidratos de carbono se ha observado un mayor
numero de levaduras en fase micelial, penetran-
do y ulcerando la mucosa géstrica?°. Esto puede
explicar los porcentajes de diseminacion tan ele-
vados que se obtienen en estos modelos. El uso
de antibiéticos de amplio espectro ayuda a la co-
lonizacion gastrointestinal, pero parece ser s6lo
un coadyuvante de la diseminacion, ya que no
debe olvidarse que, siendo la UGE el lugar en el
que se produce una mayor colonizacion, ulcera-
cion y diseminacion, la flora bacteriana es muy
escasa en esta zona del tracto intestinal.
También aportan informacion los estudios his-
toldgicos de los érganos infectados. En ellos sue-
len observarse microabscesos con necrosis cen-
tral, y abundantes levaduras e hifas infiltrando los
tejidos y produciendo necrosis celular’. La res-
puesta inmunitaria no se conoce con exactitud,
pero parece estar mediada por la colaboracion de
varios factores. Linfocitos T, macréfagos, neutro-
filos y monocitos participan en ella, y varias cito-
cinas, factores de necrosis tumoral y el factor
estimulante de colonias de granulocitos-macro-
fagos parecen modularla®4. En animales inmu-
nodeprimidos la respuesta, obviamente, varia.
Los citostaticos, como la ciclofosfamida, lesionan
células en division, como las de la médula 6sea y
las de la mucosa gastrointestinal. La lesion sobre
esta Ultima contribuye a la diseminacion hema-
tégena de las candidiasis de origen endégeno.
Los corticoides afectan a la respuesta inmunita-

ria celular. Asi, en los tejidos de ratones inmuno-
deprimidos la respuesta inmunitaria es escasa,
por lo que se producen los microabscesos y la in-
filtracion necrosante.

2. Ventajas y limitaciones del modelo

Con anterioridad se destacé que los modelos
animales deben intentar imitar la secuencia de
infeccion como ocurre en el ser humano. Los
modelos que inoculan intragastricamente las le-
vaduras, y después causan la inmunodepresion
de los animales reproducen con bastante fideli-
dad la candidiasis sistémica de origen endégeno
de los pacientes inmunodeprimidos. Por ello, los
experimentos que se planean en estos modelos
aportan una informacion que puede ser aplicada
para el estudio de esta infeccién en humanos. En
la tabla Il'y en el apartado de “Aplicaciones del
modelo” se resumen las principales aplicaciones
de estos modelos, y los avances que han su-
puesto para el estudio de esta infeccion fungica.

Los modelos que inoculan las levaduras por via
intravenosa no reproducen la via de infeccion de
las candidiasis sistémica de origen enddgeno. No
obstante, se emplean en estudios de superviven-
cia que analizan la virulencia o la respuesta al tra-
tamiento o a la profilaxis con un antifungico. Los
resultados obtenidos en estos trabajos deben in-
terpretarse con rigor, y no deben aceptarse con
facilidad extrapolaciones al ser humano, ya que
la fisiopatologia de esta infecciéon no ha sido re-
producida en el modelo.

Por otra parte, los modelos que utilizan la co-
lonizacién gastrointestinal presentan algunas li-
mitaciones que deben valorarse a la hora de pla-
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TABLA I
POSIBLES APLICACIONES DEL MODELO DE CANDIDIASIS DISEMINADA

Aplicaciones

Caracteristicas de las que existen datos publicados

Estudio de factores de virulencia

Adhesinas

Aspartil proteasas
Propiedades hidrofébicas
Fase micelial

Estudio de factores favorecedores

Alteraciones de la flora bacteriana

Lesiones en la mucosa gastrointestinal

Andlisis de la respuesta inmunitaria

Respuesta inmunitaria celular

Inmunomoduladores
Posibilidad de estudiar ratones con alteraciones genéticas

Valoracién de moléculas antifingicas

Estudios farmacocinéticos

Modelos profilacticos

Modelos terapéuticos
Correlacion in vitro-in vivo
Modelos con nuevas moléculas
Estudios de sinergismo

near su desarrollo. En primer lugar, la necesidad
de inducir en los ratones una inmunodepresion
tan intensa obliga a trabajar con material estéril.
La estabulacion y el mantenimiento de los ani-
males deben incluir pienso irradiado, agua esté-
ril, sistemas de filtracion del aire y otras precau-
ciones. Todo lo anterior complica el desarrollo del
modelo, por lo que se requieren estabularios do-
tados para la utilizacion de este tipo de animales,
y un personal con formacién especializada.

Este tipo de modelos se ha desarrollado princi-
palmente con C. albicans, y en algunas ocasiones
con Candlida tropicalis?62’. Con esta Ultima se han
obtenido peores resultados en la colonizacion gas-
trointestinal y en la diseminacién. Con otras espe-
cies de Candida apenas existen datos publicados.
No obstante, las candidiasis sistémicas causadas
por Candida parapsilosis, Candida krusei'y otras
especies de levaduras no parecen tener un origen
gastrointestinal, sino que su via de infeccion suele
ser la colonizacion de catéteres y sondas de los en-
fermos?8. Con estos datos, no parece que tenga
sentido el desarrollo de modelos de colonizacién
gastrointestinal con estas especies de levaduras, y
parece mas razonable plantear el desarrollo de un
modelo de los denominados ex vivo.

L.a necesidad de obtener una colonizacion sos-
tenida, y tras ello causar una profunda inmuno-
depresion, hacen que la duracion de los experi-
mentos sea prolongada (6-8 semanas). De esta
forma, las levaduras que diseminan desde el
tracto gastrointestinal, alcanzan diferentes visce-
ras, se producen abscesos y numerosas levadu-
ras se disponen en fase micelial. Con lo anterior
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se intenta reproducir lo que ocurre en los enfer-
mos inmunodeprimidos, pero tiene como conse-
cuencia cierta inexactitud a la hora de valorar la
diseminacion. En la evaluacion de la infeccién
sistémica suele utilizarse el cultivo de las visceras
afectadas, expresandose los datos en UFC/g teji-
dos. Sin embargo, los cultivos sélo reflejan la pre-
sencia de levaduras en los tejidos, sin tener en
cuenta si estan en fase micelial o celular. La fase
micelial de las levaduras se ha relacionado con
su virulencia, ya que colabora en la invasion tisu-
lar y en la resistencia a los mecanismos de de-
fensa del huésped#2°. Todo lo anterior tiene una
trascendencia especial cuando este modelo se
utiliza en la valoracion de la profilaxis o en el tra-
tamiento de la infeccion. La reduccion en el nu-
mero de UFC/g de tejido se interpreta como que
la profilaxis o el tratamiento antifingico analizado
en el modelo tiene utilidad. Sin embargo, no sue-
le tenerse en cuenta si en los tejidos siguen exis-
tiendo lesiones con levaduras en fase micelial. La
reduccién en el nimero de UFC puede ser un
magnifico indice de eficacia en algunos casos,
pero en otros pueden existir lesiones con orga-
nismos miceliales, cuyo cultivo rinde un escaso
numero de UFC, pero que estad causando una in-
feccién grave que no responde al tratamiento.
Actualmente no existe una solucién satisfactoria
para este problema, aunque algunos especialis-
tas proponen la utilizaciéon de técnicas que inten-
ten determinar antigenos de la fase micelial3°,
métodos de biologia molecular (PCR)31:32, tincio-
nes histoldgicas o estudios de imagen para seguir
la evolucién de las lesiones viscerales®.
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3. Aplicaciones del modelo

En la tabla Il se resumen las aplicaciones y
avances que ha supuesto el modelo de coloniza-
cion gastrointestinal y posterior diseminacion, en
el conocimiento de la candidiasis sistémica.

Estos modelos ofrecen la posibilidad de explo-
rar la fisiopatologia de la infeccién. C. albicans co-
loniza el tracto gastrointestinal de los humanos
durante los primeros afios de vida. Ademas, se
ha aislado en alimentos, en objetos personales y
en el medio hospitalario, por lo que son frecuen-
tes las recolonizaciones. Las candidiasis sistémi-
cas aparecen en enfermos con inmunodepresion
y con factores que favorecen la diseminacion.
Entre estos ultimos destacan tratamientos anti-
bidticos que dafian la flora bacteriana gastroin-
testinal y las alteraciones de la mucosa digestiva.
En definitiva, se produce un sobrecrecimiento de
levaduras en la mucosa, se facilita su disemina-
cion y la respuesta inmunitaria que podria con-
trolar la infeccion se encuentra alterada*”-2°.

En estos modelos, se han estudiado los facto-
res que pueden influir en la secuencia de la
infeccion. Se conoce que existen factores de vi-
rulencia de las levaduras como adhesinas (ma-
nanos)3°, proteinasas y aspartil proteasas??, la
presencia de propiedades hidrofébicas o la ten-
dencia a entrar en fase micelial que favorecen la
adhesion e invasion de la mucosa gastrointesti-
nal?. En los modelos pueden incluirse cepas que
tengan alterados alguno de los factores y propie-
dades anteriores, y de esa forma se puede anali-
zar su capacidad de producir una infeccion dise-
minada3334. También se ha comprobado cémo
las alteraciones de la flora bacteriana tanto aero-
bia como anaerobia, y la lesidon que pueden cau-
sar los farmacos citostaticos sobre la mucosa
ayudan a la colonizacion y diseminaciont6.17.21-23,
Asi mismo, se han analizado los distintos factores
que intervienen en la respuesta inmunitaria para
controlar la infeccion. Actualmente no se conoce
con exactitud esta respuesta, pero se acepta que
esta constituida por un complejo mecanismo de
interacciones humorales y celulares, en el que los
linfocitos T desempefian un papel primordial?®.
Existen modelos que utilizan ratones inmuno-
deprimidos mediante manipulaciéon genética
(knock-out, transgénicos, etc.), en los que se es-
tan analizando qué componentes de la inmuni-
dad son los principales en el control de la candi-
diasis sistémica enddgena’ 18

Sin embargo, estos modelos han sido utiliza-
dos con mas profusién en los estudios que anali-
zan la profilaxis y los tratamientos antifungicos.
Se han desarrollado distintos modelos para eva-

luar la eficacia de antifingicos mediante analisis
de supervivencia, medicion de concentraciones
farmacoldgicas o descenso de UFC en los teji-
dos”9233 Aunque en muchos de ellos se ha em-
pleado la infeccion parenteral, es el modelo de
colonizacioén gastrointestinal, inmunosupresion y
diseminacion el que ofrece la posibilidad de exa-
minar los diferentes parametros que influyen en
el desarrollo de la infeccion, y posteriormente, en
la respuesta al tratamiento y en el control de la
misma. En ellos se debe pautar el tratamiento an-
tifingico o la profilaxis intentando reproducir la si-
tuacion de los enfermos inmunodeprimidos. Por
ejemplo, un modelo profilactico deberia disefiar-
se con una pauta de antifungicos que cubriera
todo el periodo de tiempo en el que los animales
se encuentran inmunodeprimidos.

Se han desarrollado diferentes estudios en los
que se evallan diferentes pautas profilacticas o
terapéuticas!® 143436 También se pueden reali-
zar valoraciones de nuevas moléculas (polienos
lipidicos, equinocandinas, sordarinas, nuevos
azoles, etc.)*3. En la actualidad, este modelo es
uno de los mejores métodos de los que se dispo-
ne para realizar estudios de correlacion in vitro-in
vivo. Asi, se han llevado a cabo estudios inocu-
lando aislamientos con resistencia in vitro al flu-
conazol o a la anfotericina B35, También se han
analizado aislamientos secuenciales de enfermos
en tratamiento antifiingico prolongado (infecta-
dos por el virus de la inmunodeficiencia humana
[VIH] con candidosis orofaringea), que han ido
desarrollando resistencia in vitro al antifungico.
Con estos aislamientos se ha valorado si existe
una alteracion en la virulencia de las cepas y su
respuesta al tratamiento con antiflingicos ante los
que presentaban resistencia in vitro’¢. También
pueden disefiarse modelos en los que se trate a
los ratones con dos moléculas antifiingicas, valo-
rando el sinergismo de las mismas.

Modelo de aspergilosis invasora

En los ultimos afios se han desarrollado mode-
los animales que pretenden analizar la secuencia
de infeccién de la aspergilosis invasora. Ante-
riormente, Unicamente existian modelos experi-
mentales de aspergilosis que se utilizaban para
muestreos de antifiingicos, y modelos monopa-
ramétricos que median concentraciones de far-
macos en fluidos organicos o descensos en las
UFC tisulares tras el tratamiento antiflingico8°. En
ellos se inoculaban los animales, generalmente
ratones (inmunodeprimidos o no), con una dosis
letal del hongo, para en una segunda fase anali-
zar la virulencia de las cepas o la invasion tisular.
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Sin embargo, estos modelos aportan una
informacion limitada, por lo que se han desarro-
llado modelos discriminatorios que examinan di-
ferentes parametros que influyen en la infec-
cion3840. Estos modelos intentan reproducir una
aspergilosis invasora. Su disefio ha sido posible
gracias a un mayor conocimiento epidemiolégico
de la aspergilosis3®. A. fumigatus coloniza el trac-
to respiratorio superior del ser humano mediante
la inhalacion de esporas del hongo. Es un orga-
nismo ubicuo, que se encuentra en cualquier
medio. La secuencia de infeccion es muy varia-
ble, pero brevemente puede afirmarse que se de-
sarrolla en enfermos colonizados que reciben un
tratamiento inmunodepresor, y en pacientes in-
munodeprimidos que se colonizan en el medio
hospitalario®. Se han descrito varios modelos que
intentan reproducir la secuencia mencionada. A
continuacion se describe, en lineas generales, la
metodologia que debe emplearse para desarro-
llar un modelo discriminatorio de aspergilosis in-
vasora.

1. Descripcion del modelo

Animales de experimentacion. Pueden emplear-
se varios tipos de animales. Se han publicado
modelos con ratones, ratas, cobayas, conejos,
pavos, vacas, monos, pollos y patos. La mayoria
de los modelos publicados utilizan ratones Swiss,
aungue no existe acuerdo sobre su edad y gé-
nero. Algunos autores sefialan que la utilizacion
de conejos o ratas facilita la inoculacion por su
mayor tamafio. Se deben utilizar animales libres
de patégenos especificos. También existe la po-
sibilidad de desarrollar el modelo en animales in-
munodeprimidos mediante manipulacion genéti-
ca (ratones atimicos, ratones Ch-deficientes,
C57BL/6, BALB/c, CD2F1, etc.)838,

Inoculacion de los animales. Para reproducir la
via de infeccion mas habitual de la aspergilosis in-
vasora los animales tienen que ser inoculados por
el tracto respiratorio. EI método mas empleado es
la inoculacion intranasal, aunque se han descrito
otras vias de infeccién. En la inoculacién intrana-
sal, los animales deben anestesiarse previamen-
te mediante la inhalacion de éter dietilico. Tras
esto, se les aplican 25-50 wl de una suspension
de suero salino con un 0,01 % de Tween 80 que
contiene esporas de A. fumigatus. La cantidad de
esporas con que cada animal es inoculado varia
segun las publicaciones (5 x 10°-5 x 10%), aun-
que los mayores porcentajes de infeccion e inva-
sién se consiguen con los in6culos mas eleva-
d0539,40.
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El tamafio de los animales parece que influye di-
rectamente sobre la cantidad de inéculo necesa-
rio; asi, la inoculacion intranasal suele utilizarse
en modelos desarrollados en ratones38. Su prin-
cipal limitacion es la falta de exactitud a la hora
de evaluar qué cantidad de esporas alcanzan los
pulmones de los animales. Por ello, se han desa-
rrollado otros métodos, como la inoculacion in-
tralaringea y la puncion transtraqueal. Son siste-
mas algo mas cruentos que el intranasal, por lo
que el porcentaje de mortalidad postinoculacion
es mas elevado. Con estos dos Ultimos métodos
la cantidad de in6culo es menor vy, para facilitar
la técnica, suelen emplearse animales de mayor
tamafio que el de los ratones, siendo los conejos
y las ratas los mas utilizados.

Inmunodepresion. Los regimenes de inmunosu-
presion que se describen en estos modelos son
también muy variados, y no existe una pauta es-
tandarizada. La via de administracion puede ser
la intraperitoneal o la intravenosa. En general, los
animales empiezan a inmunodeprimirse con ci-
tostaticos 3 dias antes de la inoculacion, y a algu-
nos modelos se les afiaden corticoides. Las dosis
de inmunosupresores son variables. A modo de
indicacion cabe citar que en el caso de la ciclo-
fosfamida se emplean dosis de 150-200 mg/kg
de peso, con metilprednisolona de 65-130 mg/kg
de peso y con acetato de hidrocortisona de
112,5-200 mg/kg de peso. Otra posibilidad es la
de inmunodeprimir a los animales sélo con corti-
coides intentando reproducir la secuencia de la
aspergilosis de los enfermos que reciben cortico-
terapia prolongada®.

En la tabla Il se resume el régimen de inmu-
nosupresion del modelo de aspergilosis invasora
con el que se trabaja en la Unidad de Micologia
del Centro Nacional de Microbiologia del Institu-
to de Salud Carlos II1.

Evaluacion de la invasion tisular. La valoracion de
la invasion tisular puede realizarse mediante el
recuento de UFC en tejidos, los examenes histo-
l6gicos o la determinacion de la antigenemia de
A. fumigatus®®. Con esto Ultimo se intenta rela-
cionar la extension de la enfermedad con dife-
rencias en las concentraciones plasmaticas de
antigenos fungicos.

En los animales de experimentacion, la asper-
gilosis invasora produce inmovilidad, letargo y
disnea“®. Cuando se observen estos sintomas, los
animales deben sacrificarse, salvo que se esté
evaluando la respuesta a un antifungico, en cuyo
caso se sacrificara a los animales en los que el fa-
llo terapéutico sea evidente.
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TABLA Il
PAUTA DE INMUNOSUPRESION DEL MODELO DE ASPERGILOSIS INVASORA EMPLEADO
POR LA UNIDAD DE MICOLOGIA DEL CENTRO NACIONAL DE MICROBIOLOGIA

Dia del experimento* Farmaco inmunodepresor Dosis Via de administracion
-3 Ciclofosfamida 150 mg/kg Intraperitoneal
-1 Ciclofosfamida + metilprednisolona 150 mg/kg Intraperitoneal
75 mg/kg Intraperitoneal
3 Ciclofosfamida 150 mg/kg Intraperitoneal
6 Ciclofosfamida 150 mg/kg Intraperitoneal
9 Ciclofosfamida 150 mg/kg Intraperitoneal

“El dia 0 es el dia de la inoculacion.

Es importante tener en cuenta que los farma-
cos inmunodepresores pueden producir sinto-
mas como inmovilidad y pérdida de peso. Por
ello, se debe incluir en el experimento un grupo
control sin inocular, pero al que se le aplican es-
tos farmacos.

Una vez diseccionados los animales en condi-
ciones asépticas se extraen los 6rganos que se
desea analizar. Los pulmones y el cerebro son los
6rganos que deben examinarse indefectiblemen-
te, aunque también pueden incluirse en el anali-
sis los rifiones, el higado, el corazén y el bazo.

El recuento de UFC/g en los tejidos se realiza
mediante cultivos cuantitativos de muestras tisu-
lares. Este método es el que mas difusién ha te-
nido en los modelos de aspergilosis. Pero como
se ha sefialado en el apartado anterior de “Mo-
delo de candidiasis diseminada”, la invasion
tisular por hongos conlleva habitualmente la apa-
ricion de hifas, lo que no puede valorarse me-
diante los cultivos de 6rganos. Por ello, deben in-
cluirse exdamenes histoldgicos, que aportan una
mayor informacion sobre la verdadera afectacion
de los 6rganos. En éstos, puede incluirse la de-
terminacion de antigenos en los tejidos supues-
tamente afectados384!. Se conocen maés de
100 antigenos de A. fumigatus, pero reciente-
mente se ha demostrado que las concentracio-
nes de quitina se relacionan directamente con la
masa fungica que invade los tejidos3°. Determi-
naciones seroldgicas de este antigeno, o técnicas
inmunohistoquimicas, pueden convertirse en los
métodos mas adecuados para valorar la infec-
cion y la respuesta a un tratamiento dado?!.
También se han propuesto métodos de detec-
cion de ADN en los tejidos y en el suero38. Su
sensibilidad es muy elevada, pero con bajos va-
lores predictivos. Es posible que si se desarrollan
técnicas cuantitativas, la deteccion del ADN ten-
ga un gran futuro.

No obstante, los métodos de andlisis de la an-
tigenemia de A. fumigatus que mas se han de-

sarrollado son los que detectan hidratos de car-
bono del hongo, principalmente galactomana-
nos*. Estas técnicas ofrecen la posibilidad de
desarrollar estudios en los que se valora la ex-
tension de la infeccion. Se emplean técnicas de
ELISA que determinan las concentraciones de
antigeno circulante, y pueden correlacionarse
con la invasion tisular y la respuesta al trata-
miento38,

2. Ventajas y limitaciones del modelo

Los modelos que utilizan la inoculacién intra-
venosa y valoran la supervivencia de los anima-
les o las UFC/g de tejido aportan datos sobre la
respuesta al tratamiento o a la profilaxis, pero de-
ben tomarse con prudencia, ya que no reprodu-
cen la secuencia de infeccion en humanos®. Los
modelos que intentan reproducir la aspergilosis
invasora imitando esta secuencia ofrecen la po-
sibilidad de obtener una informacién de gran va-
lor a la hora de comprender la fisiopatologia de
esta infeccion.

La inoculacion a través del tracto respiratorio
propicia que la invasion tisular se desarrolle de
forma similar que en los enfermos inmunodepri-
midos. Asi, los pardmetros que se analicen en el
modelo pueden tener una utilidad practica indu-
dable. Ademas, es posible valorar los factores de
virulencia y la respuesta inmunitaria del organis-
mo, constituyendo un magnifico indice de corre-
lacién in vitro-in vivods3e,

No obstante, los modelos de aspergilosis inva-
sora desarrollados de esta forma presentan algu-
nas limitaciones. Es esencial que sean realizados
por personal experimentado, y que el estabulario
disponga del material y de las condiciones nece-
sarias para trabajar con ratones libres de patége-
nos y en los que se va a inducir una inmuno-
depresion intensa. Por ello, estos modelos no
pueden ser mantenidos por muchos laboratorios
de micologia.
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TABLA IV

POSIBLES APLICACIONES DEL MODELO DE ASPERGILOSIS INVASORA

Aplicaciones

Caracteristicas sobre las que existen datos publicados

Estudio de factores de virulencia

Andlisis de la respuesta inmunitaria

Adhesinas

Pigmentos

Moléculas toxicas (gliotoxina, hemolisina)
Enzimas

Fase micelial

Respuesta inmunitaria celular

Macrofagos alveolares y respuesta inmunitaria
inespecifica

Respuesta inmunitaria humoral

Posibilidad de estudiar ratones con alteraciones
genéticas

Moléculas inmunosupresoras del propio hongo

Valoracion de moléculas antiflingicas

Estudios farmacocinéticos

Modelos profilacticos

Modelos terapéuticos
Correlacién in vitro-in vivo
Modelos con nuevas moléculas
Estudios de sinergismo

Aplicacién con otras especies fungicas

Aspergillus spp.

Fusarium spp.
Scedosporium spp., etc.

Otras limitaciones estéan relacionadas con la
complejidad de la cadena de infeccion de la as-
pergilosis®4l. Los modelos que inoculan una gran
cantidad de esporas del hongo a través del trac-
to respiratorio ocasionan en los animales una as-
pergilosis hiperaguda. Sin embargo, la aspergilo-
sis es una enfermedad que se produce por la
exposicion repetida a pequefios inéculos de es-
poras, a una infiltracion lenta de los tejidos y a
una invasion de los mismos cuando existe inmu-
nodepresion. Se han desarrollado modelos que
intentan inocular un reducido numero de coni-
dias, y que éstas se mantengan durante semanas
en los pulmones, con la intencion de desarrollar
lesiones inflamatorias crénicas. En este sentido
existen modelos con ratones transgénicos en los
que se consigue desarrollar una aspergilosis ino-
culando 50 esporas*?, y un modelo en el que el
hongo es inoculado en el interior de pequefas
esferas de agarosa, consiguiéndose que perma-
nezca 6 semanas en los pulmones de los anima-
les, para en una segunda fase inmunodeprimir-
los e inducir una aspergilosis invasora®3. Otros de
los aspectos que influyen en el desarrollo de las
aspergilosis invasora en humanos, y que es difi-
cil explorar con los modelos discriminatorios, son
las diferencias de virulencia entre las cepas. Asf,
con la utilizaciéon de in6culos tan elevados es
arriesgado disefiar estudios que investiguen si
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son cepas de origen endégeno o ambientales las
que predominan en las aspergilosis pulmonares
invasoras, si existen cepas colonizadoras y cepas
patégenas o si pueden existir aspergilosis invaso-
ras producidas por varias cepas3®. Estas cuestio-
nes no estadn aun resueltas en humanos, entre
otras razones por la falta de técnicas de tipifica-
cion subespecifica totalmente estandarizadas?!,
pero parece obvio que los modelos discriminato-
rios que se han desarrollado hasta el momento
no exploran estos acontecimientos.

3. Aplicaciones del modelo

Los modelos de aspergilosis invasora tienen
varias aplicaciones. En la tabla IV se resumen las
posibles utilidades de este modelo.

La reproduccién en animales de la aspergilo-
sis invasora puede emplearse para avanzar en
el conocimiento de la fisiopatologia de la infec-
cion. En primer lugar, tiene aplicaciones en los
estudios que intentan descubrir factores de vi-
rulencia de este hongo. Se conocen varios fac-
tores de virulencia de A. fumigatus, algunos de
los cuales se han investigado en modelos con
cepas mutantes. Entre ellos destacan adhesi-
nas, pigmentos, moléculas toxicas (gliotoxina,
hemolisina, etc.) y enzimas (proteasa alcalina,
fosfolipasa, etc.)5:3841,
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También se puede analizar la respuesta inmu-
nitaria del organismo, que se encuentra formada
por complejas interacciones entre la respuesta
inmuniatria especifica y la inespecifica. Las célu-
las ciliadas bronquiales, los macréfagos alveola-
res y los linfocitos T parecen tener un papel pre-
dominante en esta respuesta inmunitaria. Existen
estudios en los que consiguié inmunizar anima-
les mediante la inoculacién de dosis subletales
de conidias; no obstante, no se desconoce la im-
portancia de las inmunoglobulinas en la res-
puesta inmunitaria frente a la aspergilosis, aun-
que estudios como el anterior apoyan que la
inmunoterapia puede ser un acercamiento a con-
siderar en pacientes con alto riesgo de aspergi-
losis38-44,

Las alteraciones que producen distintos far-
macos inmunosupresores en esta respuesta in-
munitaria también son valorables con estos mo-
delos. Asi mismo, pueden analizarse moléculas
inmunodepresoras de origen fungico, las cuales
parecen inhibir la fagocitosis*!.

Las aplicaciones del modelo de més difusion
son las que se refieren a la evaluacion de molé-
culas antifungicas8. Con la adicion de un anti-
fungico en dosis profilacticas o terapéuticas al
modelo de aspergilosis invasora puede valorarse
si se controla o no la infeccion. Asi, puede anali-
zarse la respuesta al tratamiento de cepas resis-
tentes in vitro, constituyendo un buen indice de
correlacion entre el laboratorio y la préactica clini-
ca*46_ También pueden valorarse nuevas molé-
culas antifungicas. Entre éstas destacan las pre-
sentaciones lipidicas de anfotericina B, nuevos
azoles como el voriconazol y el Sch 565-92, o las
equinocandinas?’-%0. Pueden incluirse también
estudios de sinergismo. Asi mismo, la inmunote-
rapia y la adicion al tratamiento de factores esti-
mulantes de colonias han sido analizadas en al-
gunos modelos, denotando que pueden ser de
utilidad en el futuro38.

Por ultimo, el modelo puede emplearse con
otras especies fungicas que pueden tener una
secuencia de infeccién parecida, como Fusarium
spp., Scedosporium spp. y, obviamente, otras es-
pecies de Aspergillus®L.

Otros modelos de infeccion flingica
1. Modelos de vaginitis por Candida

Los primeros modelos de vaginitis por C. albi-
cans datan de 1960. Fue uno de los escasos mo-
delos animales de infeccion fungica que se de-
sarrollaron antes de los afios ochenta. Existen
muchos trabajos publicados con modelos de va-

ginitis por levaduras, pero puede considerarse
que existen dos estandarizados, uno con ratones
hembra y otro con ratas. En ambos se inocula la
levadura con hisopos®2.

En estos modelos se ha comprobado la in-
fluencia de numerosos factores sobre la inciden-
cia de la vaginitis. Asi, las alteraciones del ciclo
estrogénico, el uso de antibiéticos de amplio es-
pectro, la corticoterapia, los déficit de hierro o la
diabetes se han relacionado con la vaginitis por
Candida. También se ha analizado el uso de an-
tifingicos tépicos y sistémicos, y de antisépticos
locales, por lo que han tenido un papel destaca-
do en el proceso de estandarizacion del trata-
miento de esta infeccion. Se han desarrollado, a
su vez, modelos con otras especies de levaduras
distintas de C. albicans, con los que se ha obser-
vado que solo C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kru-
seiy C. glabrata son capaces de producir infec-
ciones vaginales. Actualmente, estos modelos se
siguen empleando por su sencillez y accesibili-
dad, y se utilizan fundamentalmente para la va-
loracion de nuevas moléculas antifungicas y de
factores de virulencia de Candida spp.5254.

2. Modelos ex vivo

Estos modelos se emplean para estudiar la ad-
herencia de los agentes infecciosos a determina-
dos cuerpos extrafios, y para determinar la difu-
sion del antifungico al lugar de la infeccion. La
estrategia mas frecuente es instalar un dispositi-
vo en el tejido subcutéaneo, por lo que se emplean
animales grandes (conejos Nueva Zelanda, pe-
rros o cerdos). El dispositivo puede ser un caté-
ter al que se le aplica el in6culo, o un cuerpo ex-
traflo hueco en cuyo interior hay liquido que
puede incluir un agente infeccioso®2°.

Las aplicaciones de estos modelos se encami-
nan a estudios de adherencia de levaduras y
hongos miceliales que colonizan dispositivos
vasculares, causando posteriormente una infec-
cion diseminada (C. parapsilosis, C. glabrata,
Dipodascus capitatus, etc.). También tienen uti-
lidad en estudios farmacocinéticos y farmacodi-
namicos que analicen la difusion del antifungico
hasta dispositivos huecos de fibrina y otros mate-
riales porosos, y la actividad fungicida del mismo.

3. Modelos de criptococosis

Hasta la aparicién del sindrome de inmunode-
ficiencia adquirida (sida), la criptococosis era una
infeccion poco frecuente, que se habia implicado
en la etiologia de micosis pulmonares crénicas,
tanto en enfermos inmunocompetentes como en

129



MODELOS EXPERIMENTALES DE PATOLOGIA INFECCIOSA

inmunodeprimidos. Asi mismo, las criptococosis
diseminada con meningitis se habia descrito en
enfermos con graves alteraciones del sistema in-
munitario. A finales de los afios sesenta se publi-
caron los primeros modelos de criptococosis®®.
Desde la aparicion del sida la situacion ha
cambiado notablemente, lo que ha influido sobre
el desarrollo de los modelos de criptococosis. Asf,
se han diseflado varios modelos, mayoritaria-
mente en ratones o0 en ratas, que intentan anali-
zar la secuencia de infeccion en los enfermos in-
munodeprimidos. La via de inoculacion puede
ser la intranasal, la parenteral o la puncién per-
craneal. Se han descrito modelos tanto con ani-
males inmunodeprimidos como sanos. Estos
modelos se han empleado en estudios que valo-
raban factores de virulencia, como grosor de la
capsula, morfologia de la colonia, pigmentacion,
proteasas y susceptibilidad a los antifingicos.
También han servido para apoyar la busqueda
de tratamientos utiles, como el que hoy dia se
considera de eleccion, la anfotericina B més
5-fluorocitosina. Asf mismo, tienen utilidad en el
analisis de nuevas moléculas antifiingicas®’-%8,

4. Modelos de neumocistosis

En 1966 se realizaron los primeros experimen-
tos con animales y Pneumocystis cariniP®. No
obstante, su baja prevalencia en aquellos afios y
la necesidad de trabajar con cultivos celulares hi-
cieron que los modelos con este microorganismo
apenas se desarrollasen. Pero con el aumento en
su prevalencia que ocasiond la aparicion del sida,
empezaron a desarrollarse modelos de neumo-
cistosis, ademas de otras lineas de investigacion
que demostraron que este agente era un hongo.

Los modelos actuales inoculan el hongo por via
intranasal o transtraqueal. Con la primera, algu-
nos autores destacan la necesidad de un inécu-
lo alto y de una inmunodepresion intensa para
que aparezca la infeccion. Los modelos se han
desarrollado con ratones, ratas, conejos y huro-
nes. Los animales son tratados con corticoides,
administrando la primera dosis unos dias antes
de la inoculaciéon. También se han empleado ra-
tones atimicos y con otras inmunodepresiones.
Recientemente se ha publicado que los conejos
son muy susceptibles a la neumocistosis, y que
no necesitan inmunodepresion para desarrollar
la infeccion®!.

Existen modelos que se disefian con la inten-
cion de analizar la progresion de la enfermedad
en respuesta al tratamiento, sin necesidad de sa-
crificar a los animales. Plantean la toma de mues-
tras respiratorias, y su examen, lo que resulta
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muy dificil en animales de pequefio tamafio. Por
ello, se han desarrollado modelos de esta infec-
cién en caballos, cerdos y primates que han de-
mostrado ser muy susceptibles a la neumocis-
tosist2.

No obstante, la mayoria de los modelos que
analizan factores de virulencia, respuesta al tra-
tamiento o profilaxis estan disefiados con ratones
atimicos o con ratas sanas tratadas con corticoi-
des, modelos con los que se obtienen buenos re-
sultados a la hora de reproducir la infeccion®-62,
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DISCUSION

J. GAVALDA: Si al hablar de los modelos de infec-
cién bacteriana ya se habian planteado muchas
dudas y habian surgido algunas discusiones,
creo que ahora con modelos de infeccion fun-
gica la situacion es todavia méas extrema. Pode-
mos partir, por ejemplo, del modelo de aspergi-
losis que se parece bastante a lo que sucede en
el enfermo sometido a un trasplante, con inmu-
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nosupresion con corticoides y una infeccion in-
vasora con una mortalidad del 100% en 10 o
15 dias. Pero si a la hora de evaluar los resulta-
dos en el modelo de infeccion bacteriana nos
basamos en el cultivo cuantitativo, para el tipo
de infecciones que discutimos ahora esto no
sirve. Ni los estudios histolégicos, ni las técnicas
de imagen en animal pequefio, ni escaneres de
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alta resolucion nos permiten solucionar el pro-
blema, por la limitaciones que suponen. Proba-
blemente en todos estos estudios creo que el
Unico punto final de evaluacién que puede
haber es el aumento de supervivencia o la cu-
racion final. En segundo lugar, me gustaria afia-
dir que en el tema de la aspergilosis experi-
mental, cuando se habla de diferentes tipos de
inmunosupresion, creo que hay que diferenciar
entre inmunosupresion por corticoides y neu-
tropenia. Se trata de dos enfermedades dife-
rentes y, por tanto, de dos modelos totalmente
diferentes y que, probablemente, todos los es-
tudios que se hacen y se hagan en el futuro tie-
nen que contemplar el trabajar con los dos mo-
delos por separado sin intentar extrapolar los
resultados de uno a otro.

M. CUENCA-ESTRELLA: No tiene nada que ver un
modelo con otro. Con el modelo de aspergilo-
sis tenemos menos experiencia; hemos reali-
zado experimentos muy preliminares y la ino-
culacion intranasal nos ha funcionado bien,
aungue no hemos hecho ninguna valoracién
histélogica ni de otro tipo, porque estamos
planteando utilizar un modelo parecido a la
aspergilosis pero para otros patégenos fun-
gicos. Con Candida si tenemos experiencia y
creo que no tiene nada que ver en muchos
aspectos con los hongos miceliales, y ademas
no son dos infecciones comparables. Como
has comentado, los modelos que, con reso-
nancia magnética nuclear, evaltan la fase mi-
celial en los tejidos y constatan cémo va dis-
minuyendo, estan fuera del alcance de la
mayoria de laboratorios. Por ello, actualmente
se esta empezando a plantear para el modelo
de la aspergilosis la medicion de la quitina.
Esta parece ser que esta relacionada con la
cantidad de hifas que produce una determi-
nada cepa de Aspergillus. De hecho, han apa-
recido algunas publicaciones del laboratorio
de Aspergillus del Instituto Pasteur, en las que
el descenso de quitina serfa una constatacion
de que el animal estudiado esta respondiendo
al tratamiento.

M. DomINGO: Por si 0s puede servir como mode-
lo, la especie aviar y el pollo doméstico, en con-
creto, ha demostrado ser altamente susceptible
a la aspergilosis sin necesidad de inmunode-
presion previa. En la incubadora y entre el pri-
mer y tercer dias de vida adquieren por via aé-
rea la infecciéon en masa, y desencadenan
espectaculares modelos de aspergilosis con en-
trada por via sanguinea y visualizacion histolé-
gica de hifas en los vasos, en la circulacion, in-
vasion pulmonar masiva, etc.

M. CUENCA-ESTRELLA: Sobre modelos de aspergi-
losis hay muy poco publicado, nada estandari-
zadoy, fundamentalmente, casi todo el mundo
empezd a hacerlo en ratones, probablemente
por razones logisticas, mientras que en la ac-
tualidad se esta ensayando también en ratas y
conejos. Aunque no he leido nada sobre este
modelo en especie aviar y por esta via, es un
comentario a tener en cuenta.

J.L. RoDpRriGUEZ TUDELA: Bajo mi punto de vista
esta claro que necesitamos un modelo de in-
munodepresion, puesto que es la patologia que
tenemos en humanos, lo que limita que se pue-
da emplear un modelo con aves sin inmunosu-
presion. El otro problema comentado y tremen-
damente grave, incluso con Candida, es el
recuento de UFC, por ejemplo; en el modelo del
abceso en muslo de ratén, si bien se observa
que el absceso es mucho mas grande en el
muslo no tratado que en el tratado, después de
cultivar ambos muslos se pueden obtener las
mismas UFC por g de tejido. Por tanto, no hay
manera de interpretar los resultados, a menos
que, como hace el grupo de investigacion de
Glaxo, y lo tiene mas o menos a punto, se em-
pleen sofisticadas técnicas de imagen. Pero se
encarece de tal manera el modelo que lo hace
inviable para la mayoria de grupos de investiga-
cion. Con respecto a esos problemas, los mo-
delos de patogenia que ha estudiado Jean Paul
Latge con Aspergillus con dos genes interrum-
pidos, se ha demostrado que no son Utiles. In-
cluso con dos genes interrumpidos A. fumiga-
tus mata igual que sin ellos. De ahf se puede
deducir lo dificil que va a ser trabajar con este
microorganismo y que probablemente, como se
ha mencionado anteriormente para la medida
de la eficacia terapéutica, la supervivencia, sea
la salida més corta o la mas facil.

J. PACHON: Has comentado que evaluéis la sinto-
matologia de los animales durante el experi-
mento, aunque creo que alguna de las sinto-
matologias son dificiles de valorar. ;El sacrificio
se hace en tiempos preestablecidos o en fun-
cion de dicha sintomatologia?

M. CUENCA-ESTRELLA: Cuando el ratén esta afecta-
do por candidiasis sistémica es facilisimo iden-
tificar su sintomatologia tipica: el animal ha per-
dido peso, esta practicamente inmavil, tiene el
pelo erizado y se diferencia claramente de los
controles sanos y de los controles inmunode-
primidos, aunque el propio régimen inmunode-
presor produce pérdida de peso y algin otro
sintoma. Resulta dificil llegar a la sexta dosis de
inmunodepresion, que sabemos que provoca
un nivel de polimorfonucleares por debajo del
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10 %. En estas circunstancias y con esta sinto-
matologia todos los ratones son sacrificados,
salvo que se vaya a valorar la posible respuesta
terapéutica. Muy pocos animales con esta sin-
tomatologia no presentan candidiasis disemi-
nada. El resto de animales sin sintomatologia
después de la sexta dosis de inmunodepresion
se mantienen durante 15-20 dias hasta el final
del experimento, cuando se sacrifican y se
analizan todas sus visceras. Durante esos
15-20 dias se mantienen dosis de inmunode-
presion con valores de polimorfonucleares infe-
riores al 10 %, con lo que conseguimos un mo-
delo de inmunodepresion crénica con una
candidiasis que se convierte en subcrénica y
que es bastante dificil de evaluar. Pero hasta
este momento estamos contentos porque el
60 % de los ratones tienen candidiasis disemi-
nada y en muy pocas ocasiones presentan in-
fecciones bacterianas asociadas.

J.L. RoDRIGUEZ TUDELA: La verdad es que sabe-
mos muy poco del modelo. Estamos apren-
diendo todavia y tenemos més dudas que res-
puestas. Creo que debemos trabajar todavia
mucho, porque se trata de un modelo muy pe-
sado, y habra que definir claramente, sobre
todo para valorar la eficacia terapéutica, cuéles
son las variables finales.

A. PaHissa: Como ya se ha matizado anterior-
mente, es importante destacar y separar dos
grandes grupos de aspergilosis que son muy di-
ferentes entre si: la del trasplantado o inmuno-
deprimido y la del paciente neutropénico. A
partir de ahi, realmente lo que interesa desde el
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area de medicina es obtener conclusiones del
tipo de aspergilosis que méas nos preocupa en
la préactica clinica: es decir, de la aspergilosis en
paciente inmunodeprimido, porque sabemos
que mata casi a la totalidad de los enfermos. No
nos interesa, por tanto, la colonizacién aspergi-
lar de un amplio grupo de personas sino la as-
pergilosis de comportamiento hiperagudo y de
elevada mortalidad. Por ello somos partidarios
del empleo del modelo por instilacién transtra-
queal que nos permite obtener una aspergilosis
realmente masiva, que es la situacion real, y es
la responsable de la muerte de los pacientes.
A partir de ahi, podremos estudiar diferentes
posibilidades terapéuticas y alcanzar conclu-
siones practicas para las verdaderas aspergilo-
Sis que nos preocupan en los hospitales.

M. CUENCA-ESTRELLA: Tengo mis dudas de si real-
mente la aspergilosis hiperaguda inducida por
el inoéculo en el ratdn se asemeja fisiopatolégi-
camente a lo que ocurre en humanos. Las ulti-
mas publicaciones al respecto sugieren otras
posibilidades de interpretacion. Parece ser que
en los pacientes que desarrollan una aspergilo-
sis invasora, anteriormente se podria haber pro-
ducido una infeccién crénica que seria la res-
ponsable de las lesiones en el tejido pulmonar.
Siguiendo esta interpretacion, se esta intentan-
do desarrollar modelos experimentales en los
que se pueda inocular muy poca cantidad de
conideas, incluso 50 conideas, repetidas veces,
hasta conseguir una lesién pulmonar; tras ello,
se inmunodeprime al animal para desarrollar la
aspergilosis invasora.



