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RESUMEN 

El presente tmbajo se planteó con el fin de discriminnr mediante características fenotípicas y/o genotipicas 
la relación entre In forma clínica asociada al tropismo del patógeno a ciertos tejidos del hospedero 
infectado y la procedencia geográfica de aislados de H. capsu/atum. Se trabajaron aislados clinicos 
procedentes de México, Guatemala, Argentina y Estados Unidos de América (EUA), además de aislados 
obtenidos de murciélagos infectados. Se realizaron estudios de las características fenotípicas reveladas por 
la termoscnsibilidad a 40 ºC y el tiempo de generación de la fase lcvadurifonne de los aislados, asimismo 
de sus características gcnotipicas reveladas por RAPD-PCR y por el análisis comparativo de las 
secuencias de fragmentos de DNA obtenidos por PCR, empleando oligonucleótidos elegidos a partir de 
cuatro genes de H. cap.rnlat11111 (AR/;~ /-/-ANTI. OLE, TU/31). La cepa Downs (paciente inmunodeprimido 
de EUA) y los aislados de pacientes mexicanos asociados a SIDA, EH-316 y EH-317, fueron 
tcrmoscnsiblcs a di tcrcncia de los otros 12 aislados estudiados que se comportaron como termotolcrantes. 
El efecto de la tennoscnsibilidad a 40 ºC se analizó con base en los porcentajes de inhibición del 
crecimiento. obscrv:índosc que los valores inhibitorios m:ís altos se asociaron a la cepa Downs (57.9 y 
88.4 'Y.1) y los aislados EH-316 (100 y 99.9 'X,) y EH-317 (96.9 y 98 %) en los tiempos de 6 y 12 h, 
respectivamente. En los aislados tcrmotolerantes los valores de inhibición del crecimiento no alcanzaron 
el 50 %. Los tiempos de generación (Tg) de la mayoría de los aislados estudiados variaron en un intervalo 
de 3 a 6:30 h, a excepción de la cepa de referencia Downs que presentó un Tg muy largo de 14:30 horas. 
Las observaciones de estas características fenotípicas de los nislados y/o cepas estudindas permitieron 
corroborar una diversidad relacionada a la histoplasmosis nsociada a pncicntes inmunodcprimidos. Por 
otro lado, dos bandas polimórficas de 1.2 y de aproximadamente 0.123 Kb se destacaron en los patrones 
de RAPD-PCR obtenidos de los aislados y/o cepas estudiadns. La banda 0.123 Kb fue común n todos los 
aislados y cepas. independientemente de su origen geográfico y forma clínica. Sin embargo, la banda de 
1.2 Kb sólo se re,·eló en los aislados de procedencia de América Central y del Norte, independientemente 
de su fuente de aislmnicnto y fonna clínica. El patrón polimórfico por RAPD-PCR de los nislados 
procedentes de México, Guatemala y la cepa de refercncin G-2178 esta representado por ocho bandas 
comunes, mientras que los aislados procedentes de los casos clínicos argentinos revelaron sólo seis 
bandas, lo que marca una diferencia geográfica entre ambos patrones distribuidos entre América Central y 
del Norte con relación a un patrón de América del Sur. El análisis de los perfiles polimórlicos por 
UPGMA expresados en un dcndrograma de similitud permitió reconocer tres gmpos. El gmpo l integró a 
los aislados de casos clínicos mexicanos, de murciélagos infectados capturados en Morelos, así como el 
aislado de Guatemala y la cepa G-2178 de EUA. El gmpo II incluyó a los aislados procedentes de casos 
clínicos argentinos. El gmpo III fue fonnado exclusivamente por la cepa Downs. Los grupos l y lI se 
relacionaron entre sí en 50 % de similitud, y estos a su vez se relacionaron con el gmpo III en 42 %. Este 
análisis de similitud sugiere que los gmpos polimórficos obtenidos entre los aislados, están más asociados 
a patrones geognificos que a fonnas clínicas de la histoplasmosis. La sccuenciación parcial de genes 
reveló en todos los aislados y cepas estudiados una alta homología genética (identidnd), del 95-99 % con 
la secuencia del gen ARF, del 95 a 99 % con la secuencia del gen /-/-ANTI, del 96 n 99 % con la secuencia 
del gen OLE, y del 86 a 92 'Yo con la secuencia del gen TUB 1. Los bajos porcentajes de mutaciones por 
inserciones o detecciones en los fragmentos génicos secuenciados no revelaron cambios sustanciales entre 
los aislados y/o cepas estudiadas. El presente trabajo resalta la importancia del estudio de las 
características fenotípicas y genómicas de aislados de H. caps11/ah1m entre los que destaca el desarrollo de 
posibles marcadores fenotípicos y genotípicos para dilucidar aspectos epidemiológicos y de diversidad de 
este patógeno. 

TESIS CON 
FALLA DE ORJGK~ 



INTRODUCCIÓN 

-e -~. - -·; ---C---- ~ -

Histoplasma. capsulatum var. capsu/atum es el agente etiológico ·~e· la "l'.istop!asmosis 

capsulati", micosis sistémica· ampliamente distribuida .en .elc~ntinente americllno. Es.un h~tigo 

~~~::~~:~:;:::::°;r:)f ~~ri¡~~~fü1i~~~~~(~~~~¡~~1~ii~~1tr~~ii~~~~~~~~~: 
conversión de la •fase1riúltiéelular'fpuede,''ser·~~reversibleineiúe\irídlicidá 'Por/el cambio de 

::~;::;~~~'.,,~:. ~:"·:::~~;;.iJ~~f r~:t·~,·d~0:~~.·2~i~S~~31iJi~Jf }iºJ¡:1,,:::::~~ 
manifestación de virulencia del h~ngo (3). La habilid~d cÍé c;:.e~~{·~~~·FH.~thítas morfológicas 

implica que el organismo puede adaptarse a diferentes condidib~~~1'.dr·~i'd;~ 'p6r la expresión de 

genes específicos de fase, cuyos productos son críticos ~~ra:la ;l¡~·~fx'i~i:~~Íi[y~olonización de un 

ambiente dado (4-6). Histoplasma capsulatum infecta lrnm:~tl~~W';~t~6~\~'atníferos cuando estos 
, ,·l·.-· "-:.;·~·-·. "·:.-;~_ .~T~. '•·'''· .: .. ·:; :<."· ., "'·. -- ,·/ : 

inhalan microconidios y pequefios fragmentos.· de hifas.''·.'C:~~·Yrrec~en~ia•'causa' infecciones 

:~;:;::;:;::::;~"~:::::;;;,~;;::i{~{f ~~~~~~í,~t~~f ¡~\~~ir!f ~:tE~: 
puede mantenerse en. forma latente,. en' rimbiérités intrac~lulrires'di';ééluiáS";j:ié'ftnisi'viis'dei.algunOs . 

- -o_,:- ·. :_;_ -.· _,:_. ··:·--:~ ":-~·:· ;· ... : ;< :·:'.-:: -~:;~:~_-.,:-~-- ,~,;:;<-- -~~\:",··<·;::~--~~-:- ,r·.:;/ ___ ~-:~~::·· __ :<:~F~,~·,~-'.~:~;j.(I~i;~~,~;_:.z~-s:;:,;-::~-i~~--~ ... ::~~?f :~'k':.f~.:-~,'-?i_~-~-'-f>_'i -· .. -"~,. __ :· ·::=': · 
tejidos.delhospedero .~usceptiole•(7).'r\dicionalmente'/~mí}ismin:~ción'éñ·Iá'Junéi~n,déi.'s.iste1na 

in1nune·.···deb,id.ó.·.·a3ir,f~·1·~~~~A~iis?f ~.•'1a•!ed~~: .. ~~~·13fd,~~'.;:lfª·;~mI~Ft~fXiü~*Yr~~~~r~s:~~~.~·· por 
. diferentes,cau~as. 9 enfenne'.dades,débilitantes como,~l·SIQJ\i'pºy~den resültarfenun.ri reactivación 

end.óg:n:a .. ~'.~· la).•~ie~~i$,l1.,0~0Tl~,l,a.posi.b.l~ aparició~··~.{~:~fd~fy~.~1d1~J1I~fü~f~;~j:~¡·G'~ .. ~f>.>~: .. ':• ~· .·.·• 
.·.. : 1-la~ta háce 'algún. tiempo; la epidemiología de. la' enférm.edad .estána ~estriri'gida ~datos ,de . 

· :~~~IE4~:f ::~;:;::::~::~;·::::::::i1ii~~f ~~~~~~~~:lli~~~f~1~t~E1t:••. · 
surge la epidemiología molecular, con la c~~I '.se lograr~n. ava~ces • import~hte~ t~ri't~~:~n :1a 

' . . ." '. ·:· - . \· --~-- -· : : '., : ; .·· '-· ., . . . , ,. - ·.\: ,\ ~·:•"o•.:. -, .'' ,. . ,__ ." 

ubicación de nuevas zonas endémicas como en:eJ'conocimiento de la reladón~paciente.'.:fuente de 

infección. Estudios en los Estados Unidós;d~;AÜiérica (EUA) utilizando técnlcas moleculares, 

permitieron clasificar y/o subclasificar. aislados de H. capsulalum obtenidos de diferentes fuentes 
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y distribución en el país. Para ésto, se ha utiliz~doet aÚátisis po\i1Tio1·fis1110 e'ri tri lorlgitud de los 

fragmentos de restricción. (RFLP) del DNA mitóc611drí~t '(mtDNA)y -dbosomal. (rDNA); y. el 
. - --~·.·--;--.- ·- - -----:--- ----=-,=-,--_-,_-,7 __ .~-00.--.-;.·',-~-!;=o,·:~·~=-.:-=-~-='-"·--"""''=--~-- -

polimorfismo determinado por hibridación con sondas de llltDNA y del ge11 YPS3 (expresado en 

la fase levaduriro~ine y virulenta del ho~go). Según el polimorfis1~6ccle1 DNA det~rmiriado por 
-. - -~ .- . ·--- -;. - ".~-· >--,-- ------- - o. ... ' ' -

RFLP, H. caps11lat11111 se agrupa en sei.s clases y cuatro subdases (8-1 O). 
Debido a que el RFLP pr~senta limitaci()nes co1no altas_ ca~itid,ad'e0sd~ ÓNÁ deÍ .Orden de 

-- --'""-"'---'""""'''=--='-

111icrogramos y extrema pureza para ser digerido por endonucleasas de resfricción, se ha 
- ---· :--·:-!'- - , __ -

propuesto una modificación de Ia amplificación del DNA por PCR, utilizan10 olig'b'.n~1cleótidos 
arbitrarios, conocida como RAPD-PCR ( 11 ). Este sistema requiere de peqt;~ñ~is '¿~,~~idades de . - -- . -·,-"·-,-:_·· __ .... ,,.,. ,,,-_ ·'- . - -

DNA (nanogramos) y no necesita que éste sea puro. Al utilizar este método, Ke1;sut)'te:~t ál. ( 12) 
'_·, -',.--'" , .. _ ·. 

y Woods et al. ( 13), probaron varios oligonucleótidos como iniciadores y selecC:ion~r~n-: aqueÍlos: 

que produjeron suficientes bandas polimórficas para H. caps11/atw11;-;la,{ctiale~::,B~rmitieron 

agrupar aislados del hongo y obtener resultados reproducibles. Co•n los i1~icia<lo'ress'eiecC:ióna~os, 

los autores analizaron 29 aislados clínicos agrupados previamente 'p~/~¡ri~ei~t-~/ai.~(8j e~ la ' ' .~ .. - ''. ">¡ -; .. -· ... ·' ' . '"'" - -..... 
clase 2 y cncontraronmayor diversidad genética entre los aislados de esta clase.•¡>br\atli1ótivo;e1 .· 

RAPD-PCR es un método molecular de selección para discrirniÜrir ~l¡[~~eri'c\a~'','si.1ii1~·~qe~tre' · 

grupos _de aislados y cepas afines. Recientemente, Poonwan et al. (14) a~ri1i~ar6ri \2 ~isl~dos 
clínicos de Ji capsulatum de pacientes de Tailandia así como una cepa de h1~. AI utiliZ:ar tres , . 

oligonucleótidos por separado en RAPD-PCR, los aistridos se integrar6ri en 2;a 4 grupos, sieÍ1do · 

los procedentes de Tailandia muy similares entre sí, y notoriamente diferentes. ele.la cepa de 

Norteamérica. Estos autores identificaron además una banda co~Ún.dci-'700 bp, la cual fue.· 

secuenciada y utilizada para disefiar oligonucleótidos para p(:;i(: que resultaron ser· 

efectivos en la identificación de aislados de origen tailandés: ., ;_f:!s • •i:. ,.·. _ -
Se han encontrado distintas estructuras de poblaci°:nes p'~ra·H. hapsz1/atu':11(15-.l 7).Carter' 

et al. ( 16) anali;mron pobl~cion~s. deLhong?~t1s_~;gi~~~;$~~~~§~'.r~K.~I~.1f Í~~,f·~'fü~lk~~l~JS~~s,,~é~~()5 · .. ·· 
ú !timos funcionarori adecuadamente para 'distingú ir'aislados'<iridividuales. tanto :de los :EUA como · 

. .. · ~.-- . <·:, - _ ,_·.,... .. -;_. ;:·.... /. :~~: .·~~·.· -~- .:->~.~ .. : '-_::r~_'.t?~r~< :.·{~~:t> .~~'.~~;:>~~-.:~:if::~:._:.~: ,:t~<·',:s;~.<~:t.:~);{;·-;·<~~\:;:'.:~;-:~~;:J,::_~.::.,:;.~fr:.~~~~5·¡{.~~··-'.rJ:;!~:;);}~i;'..·.v~~";· · :\~- .. 
de Sudamérica,·, por. lo .que, son.: cons1der_ados:c;omo,.una\;•herfam1erita·,_1mportante :'.en·'estudios · 

• .-: ~ · -) :'.-: ;, '.~: .. ,.: : ·: .:.: :.::: ;·J" , ,:·; ::; · .::y~:::·{j:; ~if~-~\:_:'.·;'i\:~r~~:::t5·:.~~i~;;.~~1~;:~--~-;·~~·~·)·ps·~:c::?F~1~:,'.::0:~:f\:\·~~~~~-:>:j~~-:; ~-~~~B:<5~;:f;:~~~;~J-'t~-::<~~ {¿_,.:':Al(~ ;r·( 
ep1dem1olog1cos., .. La ..• relac1ón_Jil~g~net1ca,;a,e a1slados·de:H.'..·capsu/atun1;,,representantes.•d~ las._·. 

:;,d;::."~:;~ef ~;t~~ti~t-;té~K~~7~!~:1~~1t~,~l~~~~!fi!iW~Slt~z~z~~~~· "' 
codifican para el- facto~ de_ribrisil~ció~ deA[)P·(AR~, el '~:ecu~sÓr d~l ~~~í~e,nC>~·i-i /H-AN~J), la·. 

A '' O - -- ~~·: • • - • > '• ' < < • O 
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desaturasa t.~9 de ácido graso (OLE) y In ri-tubulina (TUBlk se'propo1~~ que flist~plasnu; tiene 
• ! • • • • ' -~ ".... • .. 

ocho ciados, y cada ciado, corresponde a unaespecie filºgenét.ic¡¡ _i11~e~~e1{die~te .. \1 7población 1 

de Norteamérica; 2-población 2 de Norteamérica; 3-pobl~ciÓ;~ ;\ci~·s~~;~1~é~Í~~; 4~~6bia~~iÓ~ B 
,: . '>. ·. ·. _>-. _-:.. .;·i:> >"'~> ,,,·:'.:>?-,.,:):-:" ::''' /. :·.:·:':. :' ·. 

de Sudamérica; 5-población· Australiana; 6-población. de una colon fa Holándesa{· 7 población 
. . . . . , - .- .. : . ~· .. : ., - -¡_,, - - .. - :. '-~- - - --·--;.. -~~ - - - ., . 

Euroasiática; 8-población Africana. Esta última pÜbl~ciÓ11'i,11c.itL1§e:~islÜclc:i~ el~ H. c. var. 

caps11latw11 y d11boisii. Aislados de H. c. yar.jarcj',;;_i1{qi1'.'1(,iu~r~11 colocadasen tres especies 

filogenéticas distintas: población 2 de Nfrte~{11érl~~~}'Jó!J1~;i~n Áfri~ana y la · població1;· 

Euroasiática. Se sugiere que l,a a~ignación•de tr~~ ~~ri~<laaes de Histoplasma no. tiene sentido · · 

filogenético. En cambio, se r6conbce'.;¡rit~~i~t~;1;áa'.~~ p()bl~~iones geográficamente· distintas o 
. <.<~.: .. <;{~'~.:;~¡_:.:--. <::::· '{,• ~;~' .. ·. . ·'. . ·,,_. ;. . . 

especies filogenéticas (19). · • , . > ·i''.'. , .. 
Anteriormente, para·tipÍÍicar.:clif.e;:ei{te~':¡¡f~l~clbs 'de H. capsula/11111 se us~ban los rhet~dos 

fenotípicos. Gaur. ei al. (2Ó),
1

ie'studi~t91~:·cl~:~~Jait~~¡~ri;de .ocho isoenzimas a partir •del h~rigo 
aislado de suelo de cüatro áreas ge·o~Í~~d~~·cf'~ E:(JJi.('.J;sió~ riutores obs~rvm'on Una gran variación 

< -, ' • C • <" \, •\';-, ~!e!"; •:.,;<;• • • ';•", • , ;. '••• • '· •• •• • •" • •. ,• .• • , • • 

de isoenzimas, las cuales pfodujeroó cle~cici~1:'a·'di~i clffer'edtes fenoti¡:íosehzimáticos para· los 
· .::: ... :_ '' "(:-. '.~:-'<~·_ .. ).~;.:~'.\;~;:~~t\?/\'.."c;..;::'.;';,'.:"·.:~·:j'.():'· -e,;<:: : .. >::·.·· ,.;·:.'.' >.> ::: · . '·' 

aislados del suelo, éstos difirieron40.5 o/o;cori''rélacioñ'alferiotlpo pi·eclomÍ!rnnte. En el presente, 

~~ ::~::'·.~:~:: '::~::~~·;:':l~;{j~~:!~f ,~~~!~f 1~~8~::!::.~:::::::::. P:m:•~r~:~ 
reportado Spitzer et ál. (21) q ~ ienes,,'.Cól1~ báse~en :·eI ;nálisis' de.• d.os .características ·fenotípicas 

re lacionact,as •. ª ... 1.a .. __ c·e·~·ª·~f ·.!!>•·-~~;~~;~;~f /\~'.11i~;~~i~1Rf H;~ª\t·.p~~~11sr~· (~ll.~ .;s~._-; __ i~-~tl t.i r.ca~·. ?º~-. su 
sensibilidad a la teníperaturade~40;,°C·faviruienciaipara,ratones)~'énC:.o.ntr;ron que)os aislados de 

:~:;!~~~r i:;~~f t~~Jf ~~W~l~ijf~il~l~~~It~~i#~~±:.:~:~:: 
cuales revelaron:un 'pátrón'polimórfico del •mtDNA:Yigúal~al\oe\lafcépa}Dcíwns,· permitiendo su 

, . ; · ·:_;:_-:··.* · .. ~·: ... ~, ··:--:'r :/-·>· i · : · .;,/ :: ,_· ... -,:: .. · .. ;-;_:::·: ::'.
1

~·~·:::=,::,j._:¡~-~·>~:d1 :.·.:\~·;.~:,::.':~ •• -;f.~~,~~<.;f:1'/~'i:·~:f;._\ ... ~.·¡;~1~'.~;-···.,;·¡;8·:.>.:_·:f: · · 
inclusión en la clase 1; descrita origi1úilmente· por,Yiiiéent•ei,aH(S); la cual contenía solamente a 
- - ·._ -'.·. ~. :-.. :.· : -. . ; .. _·_. - . . <·~, · -r .-~:·;'.~~f,~tJ'.t~iiY~.~;,-~.~.J·f .... 3·,t.;~~.~)~_·:;~',{i·¡~t""':t·;(,:'.:·;;','• ''i.,' 

la cepa,Downs.i: , ., ... <;::.;•}?:, ··::':<::•;:.(.!/fr}'\.ét'ii,.·::·~,;:,/X:;;••. " 
En México, los datos epidémiólógicósiinictales·:y~aúif!Os actuales sobre la histoplasmosis, 

::. · · · ·~.·. ", :: . ". · "'·- ·.··>/< .:.:/; ... :·.-c~~,-~-.:--_'i·.-:·:r:;~;.'/:~~1-~~·~'.~:~.:.{;-,:~<;<:~:~,~- .~ ~~·~r:·:~\~f:;-:·:~-::·?f:: .. --.-::~~-1~>·. ·, t-· ~ -- .-·:_, , -· · . 
se han. apoyado primordialme~te,en:Ja·r~sp\1es!Ei'a~l{l;mtra~e~morreacc1ón. co,n la· h1stoplasmina, 

·::::::~:'¿"::::'1",~~:!~;¡:~.ff ¿~~tk~~~~~:~~~ .. t:t~a;:;~!:º ,~:i~~~n~:: 
fuentes de infección e~ l~ natural~zEtd~;1trn d;l t~~rito.ri~ naci61~al. En trabajos recientes, se ha 
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acumulado información actualizada y detallada sobre la hlstoplasmosis en ~lpaís; a~imism~ se ha 

obtenido y estudiado aislados de 1-f. capsulatum de varias entidades federativas (19; 26, 29, 31-
_- --_,-_--=---=- -::.c:---.--=o!"'-º- -----' . __ -··-·--- : -· . .··, ,,·, ' 

39). Los aislados procedieron de diferentes fuentes en la .naturaleza córno;. murciélagos 
'···- ·_ - ·, . ,·;/ .-.: .;_·-:.:·;.-,·-

infectados. excretas de ave o de murciélago, y casos clí11iccís asoC:iadcis o no a SIDA .. Avances en 
• - • - ,_ ••• - • .- - - •• _, - • '~·· ,. .-••• _--"= ,_ .- --~ 

la epidemiología molecular de la histoplasmosis ei1 México, han permitido con~~iid~r;varios 
aspectos del panorama de la enfermedad en el país. Se utilizó el métod~ de RAPb~P,d;R;bar~ eI 

análisis de los patrones polimórficos del ~NÁcle~-ho~go aisl~do tanto de. la ~;t~~r~~~i'~~d~ode 
pacientes residentes en el país con curso~línico definido. Al utilizar est~ m'é~?c1&'.-Jb~1 ·~~. sÓlo . 

oligonucleótido, se enco1;traron dos p-atrones polimórficos de DNA eri ·los ai~l~d~~:~;~~~dentes 
. -.>· ·-"· . . (.:~ :::·.,_. ' ,,·;.·,,·., .. :.;<_.;_;'.~g;~,;_:,~:::";:.:;:·_:·::;·r';~~:~;;:_,;' __ -_ _.-

de murciélagos infectados y capturados .en .Guerrero y Morelos (32}-:Taylor.et :~/,''(37, ~8)/ 

estudiaron.estos mis1i1.os aislados de H. capsulcitum, junto con.otr9s ~bte11'i~h~-~i.·A-tÍr~iélagos 

'.~5f ~E:::f ::;:;t11~f ~i~t~!i:::,:::~I::1:~ii~¡~N1f~;tí~i~::dE 
la .. mayoría de los· aisladós, por. laque este patrón de .Dl\!Apo~rí~;füripion~r.é:Orri() ~n,rnarcador 

· ~:.:.::::: :~"~:~E:::::.:::::~;~~::ñ~:~::~~~i~J;Jf t~~f J!i~i~~~~E: 
resultados de genotipificación por RAPD~PCR 1riosfrarontque':.laimayoría déJos<aislrimientos 

, • • . -_ ·• _ .. :.·,:_-.-:-; "~·:,,. --
1:--%:;·_ :·;·(:fxr-~~F:-·.·5~r!~;.:~'fgf::-.. ~~?t~?·-~r~::r\:·f1J:~~'.:ft!irr;·-f/ <:<~:·,~:-:. .- > .. 

c11111cos se relacionaron en un· 94 %.·Esto_s ~·s~os·autores.(35); anal.1zaronn~evos aisla~1entos 

de fl capsulatum obtenid.os de~ pa~,i:~t~i: w~1i~iici:f}~Jr.~r~~?,~~~J~~~i~;~~~~~t~~~ ~1 ~IDA, 
comparándolos con cepas de caso.s c;línicos'dé.Guáteníala,',Col?nib,ia;'.pari'an1áy!:EU;\;así como 

con aislamientos de di ferent~s .· rJ(:11t~s :é~ l~.riritu~~1~;,ª· ~-r~H~;~1~s:-c1~;)iyié;i~~t.!~~~ aisl~dós 
procedentes .de' pacientes 1,';ex'.ic¡¡,110~. se r'efaciÓ'1í~ronj~oií afsÍa<los de.criso's':C:lii~icos de' qü'atemala 

• 

0 

.. ; • • ••• :e':; ···.~- ~>" ;<:·'.~.' ·; > ,· ·.,;<:'.· .. · •· :'i i ; ·-~ ·• :-<~:-_; • :--;: ::··.. ~:_'.:>~ <_:\'.>· • •:.:--:::. ·-\~_":·.: '>;:;:·~ ·. <- ;: , ": ~-~~-:~:.·: ::<-.~<(\ ·,::'(/'()'!_;':~;~::) \<,: ~-·· : ,, . . .. _:. 
1111en.tras que .resalta el• co111portam1ento•.d1stmto:d::losa1slad°:s ·~rocedente~:de;,Col~mbmylas 

cepas de,• réfer6?~~~~~i.i~¡l\f j~··y.~e·•,1js, ~.Hi'-~3~,·>3.~) . .,,~Hten!~~.~.\it~'. e<S~.~.~~·~~.~~pf.tg~·'co.n 
dobleoligo~ucleótido'.para .amplifica(eLI>~f\.genó~icó dé ai!)lados"de···f-Jf:capszlláíuin'-obtenidos 

.de pac.i~2te.5:.·.·~~~i~i~~if itI~·:11.i~t~~~i~ifai~it:.~i~9,6l:f~~a;~·¡5~·.i~~i8~\oró;1§~'1{~H~tJ;~.~;~\~vi~.~ (33, 
35); .·que' sugi7ren qu~.estos;·aislados:forfual1ú11: grup'o 'muy. similar,' independientemente de su 
origen geográfico.eri ·~Íte~fü6~i6~~á~~n~l'(3?).:;; · .. / . . . . . , . . . . . .. . .. 
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Los resultados obtenidos coii RAPD~PCR lograron discriminar diforeri~·ias'e~tre.algunos 
aislamientos que.no fueron defoctadasyor_lln_111étodofenotlpico como eI perfiicl~~lectrotipos por 

electroforesis en geles de· poliacrÍl~1?ldéci?clec-Ú s-ulfat; ele s~dio (33;~~5)-~·-s¡;,-~fub~-rgo: la 

utilización de la electroimn~h~tr~Ü;~f~r611cia perinitió relacionar c~n,rriay';;r<p~~éé:isiÓ!l a los 

aislados estudiados, mostrando blle11~correlación con el método· genoií~iC:o;-!lde~1ás detectaron 

en todos los aislados~tres_ban'dasS0111unes de 43, 28 y .. 18 •kDa que p-od/í~l1i~~tÚÍ1izadas como 

potenciales marcadore's. ri~~!~JJi-~~~:c~e~7h~ng~~ (33). Por' ~~;~_.-1;ct·o;' ~';l~~:~B;r~t~~/. ; (34).-
u ti lizando el .polimor~sn10 del QN¡\')?rRFLP,. estudimon 31 aislados~deH.'Capsu/atwn. de 

~~j~·:~~~~~~!llf ¡¡,~¡ {r ! ll~ljj~!~~~:t~~Jf~~f !11~1:;~ 
frecüeníes,<cói1' porcentaJ~s de:;~~?- Yfé29}1 ;:ci·espéctiva'1nenie .. En ... los •.. demás,se _observaron 

mostraron una 

~;'\. :·,:. 
-A pesarde(creciente:'número de estl1élios·1;,oleculares en hongos .patÓg~nos a fa fecha,. -

. ningún enfoq~e md~~1cular h~ sido. a~ordado para caracterizar aislados con _dife'r~~i~s:'lr~~ismos 
, ~ -~·~· '- :-,·.;, :· :- ":" 

.en el hosP,edero. 'Por ejemplo rl capsulatum en ocasiones tiene predfü:cciól1/po1<'ún;.sitio;-

determinado en e1 hCJspedero parasitado, Yª que produce diversos cuacii~s:i~;'t~~-~Ji~, l<fci~íizadás 
. : ' ;,. ' .' -. . - : ;.. . . : ::.,"?·:.:· :'g;?-~\~J~:1:f:::.·~~ft/·~. :-~<:·:'\·'· :~:··:~.· .. : ··>: ·:.; 

como los pulmonares, meningoencefálicos, oculares, cutáneos y intíéocütánéos·:1:Erí A:médca, en· 
: . ;: .. ;· :.·.>: ·/ ~· • .'· _ . :~ . . ::\:.-_ .. ;,~-:~.:. ·~<:>:<.;~~~~:.:-~·~:'.kT.t:;\_)?:.~~-.,_::¡.~:·:~-_. .. ,~~-,,>_.~· ,:·.: . · .. 

_la enfermedad conocida como h1stoplasmos1s capsulat1 (2) predomma'i .. el, cuadro/;locahzado 
: .. _ . <>. . . : ... -:· · .: ' · '· · '· .'> , : ... .. ~ ' -·.·r.: ·.,., '. :<>;;~~::. :>~.~:{l.;>>~~.~~:<~:~'.j:_¡·~:.Y~·íJl~:~·~! .º".'r'.)~,'.; :~·{.:_ :-- .. :·-

pu 1 monar <y el cuadro diseminado asociado•. a ;inmunosupresionés;i'~fodos•l'cáusados~ por fl 
- ·. ·: .. -:: , ·~·- .,.- ;:~<(. . ·,:_~ ·. '·">,:. . , . , . -.. ~.. :· · . .-.-_:- '.>:· :.:· -·<:.::. · -. :~:..:._~ ~·;_ -'.'/·- .:;·> .. ·\·:· '.:f::.·--,~\:i:1.~-~~··~·,;ú\:·.'{(Wif-.~~·,::;;~,:'.~~"':'.,~j~~·:5-:-}:: :·: ::·:-'" - · 
capsulat1ú11':var. capsu/atum . .. ·La histoplasínosis :ql\e~ se: presenta '~nf e_I ;cp~~iné,f1tef~fricáno y 
· · .. . <.:·~. r~·~..:: ·>, .. :_: ·:·.~:\ > . . · · ·:. :° .. :.:. - ·,.; ;- . >:r::. :·::·~\-.: ~ ·,.:/:: ,~ _., .. ~·"·'?<, ::::\" ___ S-::'":'-:~ .. ~,y::;2:'.?·\·.:~.:?.'t~;~11~:'.~S!J':i_"'.:;:~~i~~: 1;1~~-~~-.,.c::'.:-·~ -:-_ , 

producida'.porf(' capsulatiun .var.,dúboisii, se· carácteriza·:por'.!a-pr~~en§i~,-;(!ri::;hlliñallos, de 

lesiones ;~i'rri~'~ia'rne~te •pulmonares o bl~n, cutáne~s, subcutáne~~ ;.~~ri.'{~ji~,.6-;ó'~~~; mientras que 
:..· .. :-·._·~·:: .. '··_;."'.·· .... , .- -· . .-.-·' ' . _' :·,_:~-·~!;.~·'.;,·~>~;;: .• ·.;::·-··.::.:· .. · 

-H. éapsulatwn varJarciminoswn causa lesiones subcutáneas y ulcerativas en la.piel de caballos y 

mulas. Sin negar el papel importante del hospedero, las características inherentes al patógeno son 
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- :-- ·:... -· - - -· ~-

también relevantes y püedenténerul1a in1plifaeión'directa;en él ~on1port~1~ientó bl~lógico .del. 
' .· . '' - ' . . ........ · :. '. -

hongo, como. por ejemplo.el. füci litar ~ll yopis111º.!1•.Piel;. Considerandolo ~nterior,\en;.el;presente 

~;b;;p::,,::;:1t1::11~~~a:: 0e::~~: :~.·1~1:.~::b·~~~::·f:::tíf ~:~··.~iE:~:~i*jd~~~~sl~Eijifa~.e::s ;: 
histoplasmosis que pudieran estar asociadas con usos y 

susceptible como con su posible distribución geográfica. 

. ,, ·.e_,".'(:_ -o;"..'- .::~- ·- -· 

costumbr~s de (;1~á'pobÍa~iÓn hum~na 
",,,;} ·.-. :' '. 

- ~-:----;=e=- '.:'.e~- c\o 

La caracterización de posibles marcadores del hongo. para définir. f~r.:i;·~~ clínicas 
- - . ,. -''- -. -

localizadas y la presencia de estos marcadores en diferentes áreas geográficas, sería útil para 

definir zonas de riesgo de adquisición de ciertas formas clínicas, además .de trazar un' 1napa de 

distribución del hongo en la naturaleza. 
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PLANTEAMIENTO DELPRÓBLEMA 

. :~' 

La histoplasrriosis presenta diversos cuadros clínicós. En México, está asociada a una 

morbilidad.· alta< y ~levada letalidad de la forma epidémi6a, . conoclcla. corno·. histoplasmosis 
' ' - ' ;•. . ,- : ' . : ':: .---">:O-.·· '-,~-- ;- .;-; •. -.. f ·' e .'-· - -- - -,·; -:· _.-;. ~- - ·• 

pulmonm'pr\maria (HPP) que puede diseminarse a dive~so::; órganos y"qu.e est~ relacionada. con 

·· e actividades ricupacionales en ambientes cerracl()SL~~;~,d~~~~; .• <?_,~i;'.a{~bap~ohadas, qL1e facilitan 

lainhalación' ele altas concentraciones de propágul~; (cohicl·l~s'Ir~~~~~t1rs·d~'i1ff;~)-clel hongo 

(22, 36, 38) .. La forma diseminada de reactivació11.-~nd6g~í~{~á·-~r~~~~i-tacle preferencia en 

pacie1~tes inmunocomprometidos. Otra de ¿is fcií~I~~~~ cÚ11i~~~ !'.~s ¡~· 'Cután~a primaria y la 
. - ·:. "': .- " , . .:.:· .. /:;'.·,~:·-t~---- "'·.:.·-. ·.;;:::.-- ·.·--;.··~: ·- ' 

mucocutánea, las cuales son raras en el país y por lo ge~eral/s~ p1:~5~n'tarí asóC:iadas a SIDA, con 

una mayor frecu~ncia en ciertas á~e~s gl!ogni~ia~ ?,el{~~-~-a~'..~¿ttfo·:~i~l ca~o d~ Ia región del 

Chaco, Argentina. La cutánea primaria.hasidoreferida.~6;Ti6"coi~si6U~nciade.lairnplalltación de 

mate ria 1 .con tan1i11ado (gt1ano •de íp;uiiié1~~0~··~-·~·ye~}'-ñl.IS+ne}iJ~:·~~.~~:,\~~~.~~~.:Y~-~~ -~ ucop u tánea 

se desconoce su puerta.de enfrada':Pó·r.tiil · ní'otivó;•'.eS"de'grái1'i1iterésXéstuélfof los aislados de H. 
·. , -. . .·;.. . .. : /, : .. _ .. _: /}::·~:.:_º;'.. ~-··:::;:l~:(f:·:~~ ~:,;/:.:···{~:'.~_~L;:.t~;~.:~\~~-:-'.·:t·/.ú~:-.:::·~/-:~-l("~H<< ;;_:_:;1-:<:< ~-}<·:-> ,<~·- · .>-, -.: · -. 

capsulatw11 procedentes de pacientes ql•e: prese~fa~'forlÜ~s5 locrili~áda~{c9lno'la cutánea o la 

mt1cocut~n.e_a, ademÓs d_~ .. ~tr~~;f¿~~~;?,~á~~;)1,;~~l~~~~~;;~!¡\A¡~;~mi1~~J~~,·;g~q.~.el,os objetivos 
del ·presente trabajo. e~ deterrriinára·tray,és/~el}~riálisis' dé;caractéres{~enO,típicos ·y geno tí picos, 

:::~::~::::::,~::::~::~f f :f J1t~J~1:i~~~~t~~f t~~~l~~f ~:::~::::: 

8 



HIPÓTESIS 

El tropismo de H. capsulalllm hacia piel, mucos_as y pulmón ·refleja diferencias 

genotípicas y/o fenotípicas del patógeno relacionadas con la forma clh1ica asociada. 

El tropismo de H. capsulatum hacia piel, mucos(IS y rulmón refleja diferencias 

genotípicas y/o fenotípicas del patógeno relacionadas con la ubicación geográfica de los aislados 

y/o cepas del hongo. 

OBJETIVO GENERAL 

Deterrl1inar:rn~diante.características fenotípicas y/o genotípicas posibles diferencias en los 
' • •• ' • - ..... -·~ ·: '. '~ ,< 

aislados de-"Jl;'CiJ'}i:Si1Tá"11il1; asoCiádos a distintas formas clínicas y orígenes geográficos. 
: ·,~ ~-·_f1/ -~'·.··'\ .' .< .. ·., ~! .< 

-., . ·>';::i :~'::lj·.' '•''..! :_ :/ 

OBJETIYOS PARTIC.ULARES 
:•., ·- - ~; ;.::,. -_: 1 ' (-" ~y:,:.-; -"~ .···. 

-f;»·¡g~:.;~'\·:{;~_,:;.:,: ;;.«/::·:: · .. ·_ 

Dete~~i~~H~\¿~'~6~~hslbilidacl de la fase levad~riforme de los aislados de H. capsulatum 
-· ~~:/~·,.::.'7::_:_>;-;;:~,::,:;·r-~J·;~,'[:_'.?-;:'.~;'.'¿'.:).;.,: ~::·.!,.·. -.~:···:.: · ., ·:<::_.•. -.' 

asociados a distiíitás forrna(clíí1icas :Yódgenes geográficos .. 
•, . ·"''._,_ ··:· •":~::~.· '-~~--~-· ,,,::·_-~_;·:.-:;:;·_;_::··:~';.;;{.>. ,:_: ... : ... ., .. ·,./_::'·::~ .. -/::> ?:·:··.;:: .'.,-' ·-. '-

.._, __ . ;-1.·. _;·~.'\·,_. '." ,\.>1~ -.:.--'.·-· ;;.· ... ,~: ·:_,;>;' ~;~t~;· :: :i:<·Y',,', ... ,,, .. 

cap,ula;.::et~~~~.ti{ii~t~~~~!l!~~~11~r!1:~:~1¿;:;e de. ¡o, a\,Jado' de H. 

Deteríniniír?los;.pafrohes'.de: RAPDcPCR,:declos aislados de H. c~psulatuin asociados a 
-·, - j :.';_'.-: . .,,-~/:'.,'>:~~/~:·(,;:::_;y· :-~--.. :~:~~~~~~'.~.r-~;~_ :::1:.~::>~·1!:>{-~ :.r;:·~...::·:·:(h~>":/-'.·;~;~-- .;:.,·: .· ... -~::·~'.-· -- : : : · · 

distintas forn_las clín_ié:as y orígenes@iógrá.fico"s;:'\) · 
· .-.,. _,,, .. -~:--~~}.\-,~ ?'.{~~~~;Aiff{-·::_~(~~~~,,:-~~~~~t-~;2;:~~~>~~-:·::i::-?>-\.~:.· ~. ~. -
·.····.'f/:!cj,~.'l,<~M' r~x:.·~<'••. '.','.. ·.·' '{·· ,;~ ... '' ' . • 

Determi11ar,i la~f:secúenCi¡:¡s: p¡:¡rCiales de los fragmentos de DNA obtenidos por PCR, a 

partir de cuá~r~'.;~~i~~~i(;í~l,;;Jli1tf~:,·óf;E,;;U~l) de los aislados de H. capsulatum asociados a 

distintas forma's clíñib.~~ Y:orígene~g~ográfi~os. 
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Comparar y relacionar los resultados obtenidós~p~ra los ai~lados;deSdifer~nt~s for~rns 
el in icas local izadas de histoplasmosis y con orígenes· g~ográQccos ~is!iptos; con. los· de cepas de 

referencia de clasi ficaCiones moleculares previas. 
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-· . ·. 

MATERIALES YMETODOS 

AISLADOS FÚNGiC:os.·· 
' '" r:,>r·o __ ; 

Se trabaj~'.ron~.1·5 ai~la~cís clínicos de H. c.¡apsu/atum var. capsulatum procedentes de 

.. México, Guatéihala,"Ár~éntina )' El]A, además. de aislados obtenidos de murciélagos Infectados 

~f i~~:~~~tt~iíilllf J~~I:~f ::f~;~~f~:~;;~~~Jif ii~~~~~ ·· 
mucocútán~a.fdos i·ecupéradcis.de murciélagos naturalmente infectridÓs.'.sé ~~úi'diarónadernás: 

. ·. ·-·· }\.-' ~.·--:<~~:.;-_;: ·.·>·«,-- ::-·<; ·:;·'>, ._·:.=·, < ~.::~-.-.-,~~-~-~::.Jr+~·;-~;:~:~.~·:><:--~i}~:_.>:~~:tt::,_';_~;-:.,_':-"-~:-:·~·\. · ..... 
un aislado obtenido de un paciente guatemalteco con histoplasmósis,cütánea'ñci'ásciéiaéla a SIDA; 

; ,.~'.<' '.-;:~··:. :·: .... '· ~ ._-: : .;,:_~ .-.,.> .. ,~_, .. , . .... . . : ·. ( .' ~. :;:~. /~.'.-'/~;;,;·;~'::\~:~_:,:~~:;·.,:.:_~"~:.;~:./~¡-~::\/~~:?;h:-.:~~~~f:~;· i.\:'·~_:, .. : 

cinéo. aislaélos'de' casos clínicos con histoplasmosis mucocutánéa,·asociada:;11 ;SIDA dél· Instituto 
· .. - " : .. ._- ;- ._ :· .· · - :· 1.,_.--->~::~: :c~r::"-:'":7:.~t~/··~.(/=~--·;:~~1~~.r.::~";:·1n~' .. 'r:~;( <«_.:, 

.Nacional de Enfermedades Infecciosas de Buenos Aires, del Instituto Nácio1iál Clé!Nordeste y del 
• • • ·; .·_ •• :.-. :-.· :_: - • • > <'·rr ::~~~t:~'/T?~::· ... <:./~"~'\}\~;~.:>"f.i'.:;~:.-:..~:J:/)~:·-:_<:::.!.'..;-': .. :·\., 

Instituto de Medicina Regional, Chaco, Argentina; y dos cepa~ dé refe'.·él1ciUde•E\.Jt\ procedentes 

de. casos clí~icos disem'.nados no asociados a SII?~· ;~~r,fü~,!i¿il~:;~:%~tr.~'.fr~;/'.~6bay~shi de la 

Universidad de Washington, St. Louis, MO, EUA (Tabl~' J): Todof los~aislados se mantuvieron 

en fáse mic~lial a temperatura ambiente en agar~~i~cibiÓll~~~ic~,¡~~';t;~%'se6ton~Dickinson de 
, ' ' :- ,,;_1,· •. : . ~';,,' '. . J.' ".'> .. : .: . . ; . . . ' 

M~xico, D.F.). 

IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA Y ANTIGÉNICA DEJJ. capsu/atum 

Macroscopin de la fase micelinl. Las características'.:ClémorfÓlogía colonial de cada 
··:... _ ... - .-·, -

aislado o cepa estudiada fueron registradas con respecto aia pig.U.éntación de la colonia, para lo 

cual se consi.deró la clasificación siguiente: a) cepas tipo •it\·~?{ki~h1a); b) cepastipo:~'B'' (color 

::::;:~,{aob:~~~if ~1:·:~:::::~:~~~;¡;~~~jf~i~~~¡~~~+11~~2::~1! 
de crecimiento (sel1lanas)de esta fase delho~go. .·. 
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Micróscopin de In fase micclinl. Se empleó -un· m¡to~~ d~ mi~rocultivo para la 

apreciación deia-~n1orfol9gía microscópica.El método se ~ealizóen .condic.iones ele esterilidady 

consistió en corta~ ii.~-blciq~e-d~·ag~; ~¡;oblÓti-~0°de r c~2 c-¡;11 4 ;n111-de prrifliñd ici~Ci}col~-carlo · 

sobre. un:_~ortaob}et6::de.ntr() de.u11a caja. ele. PetrLccinteniendo glicerol' al JO °/o.·se i~Óclllópor 
picad~'ra, las cual;.¿ ~riras laterales clel blo~Í.1e de agar, con la fase micelial ¿¡~¡·¡;~~~() y';;;i-~oÍ~có 

,e• 'C ·• ·- • • ;,. • ' • •• , ' '•' ' ,' • • • .:, ' "'; ~ ,- ,' • ,. '",' • • 

.. un cub;·e~-bj~to sobxe'ést~. Se ·incubó de 2 a 4 se1l1anas a 28 ºC, se inactivó eimicrO~-Últivo con 

ror11101 -~(! o-~.~:e!~liri1i~~-¿~-~1:I1~~~~:-<l~agar. det portaobj~to y se co10C:?.ui{a" ~~t·i;:~~>zi11 oe -

algodón ·con lact()fe-nbl ;•'Cie ~1l1111an, se cu.bri.ó con. un cubreobjeto· y finalme11té:se Observó al 

fotomi~roscopi~'.:~QIY;11@~-Bxs'o~(Olympus_ Optical,. Jripan) para describirJ~ ~1oriología del 

111icrocultlvo{proc~de{a'1~,,i6,~~~~· fotogfafías ~epresentativas para la ~sp~de:'/. . . 

Co.nyoJi~n ·:, 11 f ··~ d,.,,lia¡~ \o~J~~'.¡(¿<ii>O. La'oonve.,ió~ del mioelio a levadura " 

ll~vó a cab~ ~ ~~rtir 'd~:'cültiv?·~-~A~siE~~fa.iig~f"~~;.;~!. i.rniciJ:ici;:~-c.::f gi~f a ,28 ºC~ con mortero y 

pistilo de porcelana, en presencia de aJ11o,rtigüacl9r; ~alinbde fosfatos'(PBS) 150 mM pH 7 .2; se 

inoculó el micelio disgr~g~~?N?~-~ii~;;·~¡m~~l~1~~;.·[~~~~~i'.t~r•~~~~~\<4?) (glucosa 5 g, L-cisteína 
0.1 g; L-glutamina o:I g; N_H1C1,:0:5}g,f (1;-IH4)2S94\0:_s}g,iMgSO.¡ \7H20 0.1 g, K2HP04 2.5 g, 

., . ·: . · :. ··:.- -,:~·: ·:::.r :'.i:·i,'. ;··:~:-·i·.r~';~:._.:-,?~;-~~r.:-~>':>;;~:·\;.:"~-~'.~.tél»~>"(:<~;;\:.~ ·,t:_:i:~'.-=:~_\}_;'/-~--.,_> '.\'~ -· <1.;:-::_· . · _ _::. · _' 
FeCb · 0.001 g, estreptomicina::¡ OOi111gi. penicilin¡¡'lOO'_UI;:en~VL H 20i pH 7 .2), y se incubó a 37 

· .· ,._~.. ~:.. :·<.:·.~/ ·)~:r'~ -.: .:.-;~::-:---~~;\::·_::,.': ... :.:_+_,?:L\\~~.-'~-~t ~-:_,,~~~·~i'_:~~::_~~1~\: '1.~~}J:::-~: /':~;:-:t··r.:· :-'.:·:·~~~·.· .:\-\:··-:.;·~-- : . ·: :., · -·-.. -- . (_· _ _ ._ ; . ., _ .. -
ºC en. la· oscúridad '. co11.<agitaéión'modérrida}(12Q'frpm)?:Se;hicieron resiembras crida 72 h ·hasta 

. ·.. ··:·: - ·_·. < .. :_>'·~. >-<~- .. :','.-':_::,~::·r;! ·.:.:7:)J:.{::-~::\0.Y~:-·'.:.:-_··~-f/·.:~'-'. ~~,~>:.~_;;7j;~~'.<0;·:-y,--L:-;"t·'r>::''<·:: ,-)~ ¡.~-- }\.:_<:>:\ -~?~.-.. . ·-:~_·-::: :Y:'. -:·::;:,-_.:: .:-:-·:·. '¡,,:_:. 
alcanzar .. la conve.rsió1(dirriórfica;;yna,\/~~-óotenida·•la·~aselevadurifor~e;ést~fue't11áritenid¡¡.·por 

por 

o rugosa, además .de/las:zd1111.ens_iónes· en:µm;de ,las •. célulasleváduriformes,'(detérmiiladas p(>r · 

::~~:::::i;d~r0i~~~~?!~~f i~ii~f ~lNr~7~g·¡li~~w~~t~r'~~~~i~~~ti&2~: 
ternera ( GIBCO ·•. B}lUi; Gr~n Jsland/ B.io logical}~o/1-JX)y, de.'.d i i11eti lsulfóxidÓ .··~Sigma Chem i cál 

Co.,St: Ü~is::~{j).JÚ1ii~ci6'~ó,~C>·i;\6~~()i~c~~~.~BtJ~~·ré.1ay~~'"9';1\f~':.; •• ,)'. . .. · ·. ·. · 
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;'-.";. ·_·._ -- ._,-_, ~ . ' -. 

Producción ·dé éxó~11Hgé1.10s es[>ecíf.icos;• .~~ t:ú11pÍeó el método de producción de 

exoantígenos deacuer.doconKhufinan etá/.~~4.Í).:Üa:füse l11iceiialde .cada aislado se inoculó. en 

ant1ge111co prev1aniente' · estandarizado• ené. el•' Laboratono·cde''"Jnrrnmologia ;.de :Ufongos de. la 
. · _; ...- . . ··<'.·:·)_· ', :» - · .- '_.. ·· · >>· ;·, _> :: ;.<.~ .. :.-::·, __ ::·.·:'. -~·::>:~'.~::::>.~:)/~;-.~~-.<:~~;~:.- :·.;-,.;,~ '.;-:'..~Y> :)~·:.~,--:.;:~~:~)i>'· .:~.'-~\- -. ·::,~·:;:-.:-~E;·:~·:;~:· .. ~,:,:. '.. -.. · ·. . · 

Facultad de Medié:ina, UNAM: Los sueros y antígenos utilizados soh'párte"dél Brinco' de Súeros y 
. ·.<'····.,>' .. ;. ~·---~ ·'·''·· .: . "'·"' :<<··.·.,;,.•" -~··. •'>.'-"":.:-.·;::.;-~1· •. · .. --,:,.>,-,··::-.:.» ·.''",·.·:_.,, .. ,.,, .. ; '":''.·'·. ·:· .·· 

Antígenos. clel · LiibÓr~toric(de Ininunoiogiade. l-Íongos:Lá id~ntifid~ió~ inmúnolÓgic!i de. los 

· aislados ~e ~reC:tt1ó do11 bas~ e;1 laap~riciÓn ·de las bandas de identidad, compar~d~s con la cepa 

de referénciai 

CAI~CTEIUZA(;IÓN F'.ENOTÍPICA DE LOS AISLADOS DE H. capsu/atum 
··-. .·:'.···'·.'. ... · . 

TermoscnsfüiliÜ~lJ a ;40 º.C de la fase levaduriforme. Se descongeló paulatinamente 

cada un6de lo~/aisl~cld~·:p~~s~rvados en fase levaduriforme a -80 ºC y posteriormente se sembró 

individu~lment:.:e~.;~¡l~o~~l-U~(J3i~xón) suplementado. con cisteínay glucosa. Se incubó. a 37 ~C 
dura.ntei,4'.'.n/~i3~,§~i~i!<~{#:i~JR~r'~c.f~.d.~'.aislado .. a1~a~·~ª~'·1:ª •• ;r~;~;~¡,~.f;~~~.í~T!.ca.;de.·:~e~trr.,~~n1:~: .. ~e 
transfirió cí1da·:Úno'ia':núévo ~caldo ·BHI c;y. se incubó 'a :3 7 i .~G;/chfranfo.24 · h/ Sé; cosecharon las 

lev~dtn:a~'.{~i{~~i~t~:¡~r;~~;j:i~~~~;t~~~~lfü~~~i:ó'~f',Mk{?§ilf ;\~z.~i~t~~~º~¡~~~~~~j~~~f ~~{~~1~ct~<lo Y 
. coricentiado pára ·prúe\fa · de.exoáritlgerio:1¡ Se. resüsperidió;cada páquete'.de!Jévadufas' eri': 1 o mL de 

~~'. ::· .' .,-_';',. ;_ li:'._;\; .. ~_~:,~/.<:~-F~~r ::~":::;!f-,.'(~':;:_¿s:.<:,-~~f~~) ~~:J:;.::<-:'v:~~<-: ~;~:.\·(~'~ri~¡.:.)~~ur::'.,'~~;h:-.: p; :;~~~~:~(:;;r·~~;~·\.j·f./~~:i-::\·!/~~:;:)flrr~~~.-. l~W/-~-~i:?1:ff~;- ~:~:~:·::-a >l~' ·: :<<. ·.·. .· · · 
·caldo• BHl!supleménfado'féorlJ'glücosa. :y)cistefna;!!Dé;cadá'.úriá~dé las ~m'ezéliísfséipi:epai'ó • úna 

·· ·:: :j>'· ;.:.:-:~··_. '.'. .r;t.:~·;. 1:¡;;¡;:,;;>Mff;;;·l-~·?~:.;{,-;~·\~f;~ 1 {~~;:~i~ ,<;~vi~ :~s:~1:-'._;:::-:r~~; .. ;.~{:t.::/ff;1¡:-+.'. ~>f ~'.:;'}-·:~:~/.:)g~~f·~:::~{Fi:>;,~~,;t.::·:{;~f.~-~:· .. ~,:1~:?;:_:fi~.{f1~~5,~ f; · ·i:,":>-~.:\".::~o:,·:,:· :·:·.~,·:~'-; . _ .. --:: 
dilucióriil :rn a,ípárfü:;dé~Ja éüal;ger'¡:alizároll',dthícj()nes sériadá~J1:2;; i::~¡.¡~r:8;,1:; l 6;';1:32;1 :64, ... , 

- .: ·, ::,_.,_.-'. ··: :.\>·::: =:: <l;~¡ ;/~!~;~:~L~r~~~~i;,: ~'·;·{~: ;'_:'f~~.~;~\·;'.~·; ;.,·~·:{::~:,;~~:;·:·:, ::'.~~~~~t~;·~~1~} 5~~,?i,'.:f:;ff 7f.:·/~~:'.~ ~·ú~n:~~.:· -.i:?i\':~:;~i;.':~:~;: t·.¿~~?:=~:.:~~-~t.·::--~.~~?~{??·~~: _;_~~~~\ .:·_:·~'.:;p:- .. ' -· :· ·· .. : :- _.·~ .. _ · 
.. ¡: 128; 1:256;'0::512';~.;r:1024M1 :2048)c<!n ;i:úi 'volumeñ'~;firial)ae··20,o,·µr;:,,:porXéadá •pozo; ·<le una 

"'. \ .. , -::'::·~·~,. ·,. ?:';'.?, ~'. .. ~ ;:~·'..)\~:t:· gg:y~:>l~~~5r:~ __ :,~~.:_~·u:;;~F~g¿i¿:: .:~1:;0;,r::.~;i~:\~1/./~s-~···~~r~f,~-~\~~;,r;~:r;~.1.~:,:;~:~~/~ '-~3·~','J.~~~I~h.:~;;.~tb¿:~{~~,~s. ,~x;~:;''? .. ;-;:~'f :·}_~-~·--:;·-.·~<-~'.7:·:_ :·· - , , · .. 

m icroplaca;; ~e ;~üJ!jyp:;d~,i 9,6) po~o~ ~u.~,~'.~·~()·s~i Id~, '.91!nrna:.k).~.i:;~;,~rpt\111er pozc) .se .le. agregó 

200 .~.1J;de;}~ :~?,1.~:f b8fü~,1~Hé~2''.cc~.í.1~;~~l'~~Bl~W~Rt~<l~}:.~ll'¿?~~~!~;;~.~l,!5~~~~4? 'p?~~ .• s~. real iz~ron 
liis diltlciones~ La lectúra•de: las 'aiferehte·s diiúciori'es se llevó,a cabó 'én un lector Multiskan MS ,•,_, 

Labsystems (H~lsinki, Finlarid) á una longitÜd de Ónda de4Ó5 nm. Se eligió la dilución con 0.2 
-' ·. --., ·-'·- - ·-.;, ' ,.: ... ' , 
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- - - .. . 

• e - •• • : .'" ' •. '. : • .• 

DO para 'aj ust~r los·- i nócu los -de 'c~da ··'aislado·. par~ eL ensayo 'de ter;nosensibi 1 id ad. :Por·. ~ada 
' •• ,._ ••• • ,. ··.'·· •• ' - - _,·-., •" .,. -·-- ,· •• < 

. aislado, selle.naron··ocho pozos con el .. inóculo ajustado a0.2'{)º· .s~ .. incubaron,separada1~ente, · 

~::E::::,~;~:~:!~~~~~~if ~~~j~~i:W1i~~~~i~tt~l~~~r~i~;:~:i:: 
lecturas de DO de ~ad.a aislado, en la.s·dist.infas temperattir~s y tiempos.\de'iricübacióri probados. 

~~:f :~:;~gígiJl(ijJ!iif ~{~!lf~l!it~~~IIf lil~~i~f g~~ 
lectura de. D,O ... ' · ··· •i<· •;;.~ · · ;; ·,;:), .: ;~.· · ...... · .- \t;::.: ;~.':' ' .··· •·" · · '. ."' ,;y:'; ·/,.:,• .. ., , , • -:, ··. , ... ., · •e 

"~~'..::·;'\.'._:<;:~·-:~e~/.-.\ .. ~."·.:_~,~~ .. _-¿ .•... ::' ·.,:~·.'": .• •,;, .'--'~ -~ .' l· :.e·_ "\'.3 .:·: · . ·.<- ?~ .. ''.. --· . •·.• .• :;:- ·.: '.-~ ';. '-?.'.:, ~-
: .. ~-~/::)·:.: ··;';;;. 
- . : ~~ ;/ .. ~:::r;_:·~ 

a 37 ºC en cáldó y glucosa. Desp~és d~ 24 h de 

:t•«•·· "' . , ·1~~\ 
incubación se centr.i fugaron los cultivos. a 800 X g:~separando 'Jos respediv'os · sobr~1iaaari~es ;y .. ·, ,,. 

paquetes obtenidos. Los sobrenadantes fueron coricih~r·~~los p~ra la pr~·eb~; cle.exb;n·ií~·~~b.,C~cl~ .J ~¡\~ 
paquete de levadura fue resuspendido en 1 O ;~I)~~~~l·d~ ~i-ú~s¿;j~m~~t5~~·J):~: ~~'rii'i~cigFC:J~1"~~ · , ';'._''. 

., " . -'./}.:~-~ ::·:: ~-·:-;-=::·;'_:-'.:3.'..:o;• .. :· ~ __ ,; __ :,_,;e.'-'~'.-';: ,-<_:.(_.'"<.~:·~·.-:O'}~,;:<:- e~~- .. :~·<_~ :._~~:'.-!:.ft.·~''.:_::::~~-',,:,.( '°:!;(,,,1,,.; ' .. ',;.,~ :-.·¡'.·"-- '•. ; . /--

preparó una dilución 1 :10 en el mismo medio y·se ájustó a 0.2:00: se;sembraroi(oélfo'pozos'cie '·· /'.~ 
·_ :.:_ / : ... .::.': :-.:~fA>·:;·-':,:_'\. ~'.:~>: :,:_+<~.:--,· ·;/'~,:,.§ .. ~:.~~:::::)_x.;':/L--j~--. cti'}f~~'":-!~'.;::(;~'l;,·:,,:far-1· .. :.",:¡~", :)_l~i·/.U:~~.·. ' __ . ,._ "":-· 

una microplaca de cultivo por cada'. aislado'y/o, cepa: :se·: inéúbarori'. las~miCroplacás a:~:3n ?C; 

:~;:~.t:~u~e~::~~;;;~;0;e{~f ~:~~Ult'1f {~l~~~1i~\~t~f~~~~l~~tiJf ii1~~ 
tiempo cero y lo.s .t.i.ell)pos.de,inéuoacit;inprobadós .• se .~ráza'ron: las.curvas;de~,:r~cimi~nto' dé cada 

. . . .:.·:: .; . -,. ···/ :· ·: .. '.(-;' :v·~~ . .- ~ '·I,:~:(_1:~' <<-;·:: '·:·:· ':1:~··J/.~1;;-._~-{~;\;. _.. :'>;_:···-:.;; :;\.:· ·.''·:~.<::: '.:-': :~:>'· .. :::-~.:· ~·:-:.::..:._i>::r:;:i ;~ .. ~·.::;:~> :.'."";:·-:.;·~--:~:'/'·~::\::'..:.~:',~'-:':>~t~·,:'t>:t:_...',':"·-~~>'.i:'.--"-. ,t'·,,_",' 

aislado•. y/o·· cepa.(El;i'tierrip6/de~:gerieración fue ca!Culado )a;·paítir'.;:'éle{üna.: modificaéióíL.dél , 
:,: .: _~,~; ·:.: ·;.¡,·.': \/.'.~~·:~ r:-:}~~:~~.\;~~ :--p~~~:/:0~ :~:,~:~; •• {{'.r~~·;;·".;·~~-~--~ '. :·!A~/.~;"l:>L ';>; ·::?:~ :~ :-~: ._:.:~::.--:·;~;: :::_:_:::" :!!~:: --.. ~ >~ ':·.(!.'- : :~.~ ;_~? :.ffr:.:í.,~.~~< ,~~~·~)~:.,~'.'i:--'.~~::\'.M.::jf:; ·~:;.~-.:~::' ~:q ; :~~-~<': - .. J 

procedimiento;deScritó'pai'.:Arnaralét aH{(43), considerando dos púnfos eií'.!lá:-p·endiente'de lá fase .... :i: 

1ogarí t1~ic~\M~~/~~~l~~'.c~~€~i~.·~tg¡~~f;j1~i{~~~J~1{f~'.~~~~?~~&~w};~,~~~'.~~L~í~i~;,~~;),~1B~;%~1 · · · ·,.· .. :·. ·.·• ·•· 
primer punto selecc1onado;' Se ·extrapolaron•estos puntos sobre él eJe de las abscisas donde fueron · 

,~ -...... : '-'.·. '. ~;;; ··'.'.,'~_-:):~~--:.:;-:.;:;:~~~~k:~(r~:,:!: ;~~.~~~: k e~;-)\.·,·(~'.,~· \~;~::; .. ~:·)'..\·~ _.: :·::}> -- >.:_~:~'. .:_.'."~~ /(. -':~{·f·~·: ,~-l~~,~; :,, \};~if::·;~·:~~¡:}'..: ~~:-~·:,~,:,-·}~L~.t.~ ~~"~~-<-;::·'.·~~i·f J~~-::~:1~: . .-;~;- ·:·.?~--( __ .:.::. ~ 
graficados .. los .~iemp9s. •.de ... ~n~ub¡¡c1o~n.,, La d1f~~enc1a'.;.~n>~1emp°, :'(hor~s): ~ntre; l~s. dos,puntos 

extrapolad~s. ~~: r~~f~&ó•·~·~~~~Pr~: t~t~:~¿;~<l,~5'ai,~Jrid~;,.?CJ~·p1~~s;~~·i~~~:r~t~iq~~cli9 ~é;. Tg 
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representa ·et d1cu10 'de é;t&·c:oí1~ideraríao clo~,grupo~· e~tra¡)Otiidbs en'..t~ pe1~die11te de ta rase 

logarítmica de creCimi.entd, li;1p sóbi·e et e5;t!!dio:lnedi~oyet ófro~sol:Jre et,tarcÍío: • 
:>~' ... ·., . :.,:<-· -. •,·,-. :::(r·~ ~;,;~:·(:~.: .. _-e-:· ·;·~;~~~:~::~.~~~-~-'~.;~~::_7,:;:~:·~c=;:;:~~:~·-=°-'~;::.:=,~~~~-~.;.:~~~~ ~~:·~-_,'·-: =· 

. ' '"•: . "«.-· '·>·-:: ·,,,'-.' ·;~ ·- < ~- ~. ::;'.:· t~-j:: .. ·.·:.: .. · 
; !~ :. . . ·« <»: t.;·, ·r ;;:;.:.:_~ .··.:i\.. ·'<:<(.:.' •';..',:~:.:':' ·.··:"<. . --- -.. ~ ,_,_·~ .... ·'"'; 

CARACTERIZACIÓNMÜLECULAR_DE r.:os·AISLADo'S.DE'JJ.'ciips11/atit111 
.. :/·. -.-,:··::;:.·: ~~;~:'.··.~ ·' ;j~:~_'.: ~ :~J~~t· t?·~ ;,-.··\·:~:{~~: :·~f-~'~2 -_-A:~/:·,·-~~;:·.:_-:;_::'~:;:·: ... ~;_:~:,:,.·:-~.:·º;~~:. \~--~.:f }-:--f-~:-:>~~-~:~~~·?.;:~·:,~~·;~.'·· :-~:;~:-:. -~ ~:: . ·:. ·-~:. _: ~ -

·.•, · ·• :~~i'.Z,>;:.;;5{::>.;• .. t:J¡.)''•''j.;;; . .''~ •. :;:;;.·v· ,,é;r~·;")\ ... : .:< · ·· . 
. . ··. . Extrnccióú'ActDNA 1 gcííólitico;: Se éstiil'iúló .el'crecimierito rriicelial de cada aislado de 

. . :/(.'.:· ,:i: ·~:~~:-,··:.: :·!~\;~,:-}"Ci>·-_ ~.::.~~~:-·.-~ ·.~-..-~7,; >::;;r~::S0º'.7{J?J:.IT:'if;~'~·~::i·~·:¡~f~~~--,.=~i;f~=7~~¿-:-:;,·_?;:-o~,_::~'~:~~:;\~:~;,,~-,\~:º·~#.~-----'.-l::;,,_ -~~ · .-~--._, o.·-. , ·- _ 

H. caps11lciíwn'en:rn'Cdio'(if::L(gh.iéosa,;2 'Yó'y;extrac:t§:d~;tevádúra),.'lfo); con agitación a 28 ºC, 
·.~.·,>· -... '.··~\~~.: ... ::.?.~::,~)~~·.::_:.'.o:).'.';:{'._;:·_\.;·_!:.:./:;;,~ :" ~,!·, '1. '.'/f/;\\ .< ~.'; ,\~ ::;~ :); '..'.t!/;',> <'~;:-.~~ ·.~;';.- ":"•, :·';.~:'.:_'/.• .!:'.-'..~;--~'.~~'. ·: ::\~~· -~::~·; • • '-,·, :.~ • • 

durante_ 2~3<se1n~~1as.Se• c~s·e~hó individuahnente•,Ia ~iomasá~n1iceiial .·de cada aislado por 

.. · fi 1 tra~ ió11 • • ~n · ~í1~_;6fr~~:~r~?,'~A~@~~·:;~Ht~?:;1~~Iflit{~;~~f JB~/;::~~~1,1·~~,~~reiinar. ·et destino de cada 
··micelio serea.li~ó lapníeb(de:.109 con:.-~I'fil~rndq,c~l1(;e1}trad(),freí1fe._a· sueros testigos, positivo 

(pacie~te· .•.. ;co11._._hi~t~pÍas111o~_l~)· __ •• Y. '~~g~tíyS,.;«\161§~t~rio·;.;.~~1io);'·· .. ~Óto.·.•.1os.· ·micelios co11 filtrados 

capac~s de.desm'.r6ttar·r:acciÓnde·p~e6ipit;ci6ri'd~~·~nu~r{)te~Ú~opositivo en IDG se utilizaron 

en ·1a •ext;acción.de D~A.·_ E11se~L1ida;, .s·e .. 1ri~ar~·¡i::1cr~ 11~·¡.~·~'¡¡()s'sel~ccicinados con. amortiguador TE 

. (Tris-HCÍ 1 Ó mM a pl-1 8.0, EDTA.1i:inM)·.: s.?:{1;ri~-~fl~(Ó ~ada micelio a un mortero y se trituró 

co11 nitrógeno líquido hasta obtener;pol~J<;firici:~ sf'adÍciÓnaro;1 30 mL de. amortiguador' de 
. . . , . :. , . :·. .,._ :;;:··..-_·.,.-:.Y:,>--~-- :,:.r ... _._. ..... -.. ·:. · .. · .. ._, _. ".· . . . -- , 

extracCión (Tris-HCI 50 mM a pffs.ó',.EDTA,'62~5·riiM,)DS :;{,%).y ~e agitó 1 ha temperatura 

ambiente. Se centrifugó a·' 15 ººX g a '4 •08!~or 1ci':~i~'.:SeádicÜmó 0

V4° ~e-'vol~men de• ac.etatb de 

~i;~;~~:~~:~~~i~;!i~i~ltll!itll~tíi!l~ll~l~f f ~~ 
amortiguador TE a un volu~ell'ci~,o:5mU. Se acJicionóel volúfyen'~ec':s.ario.~eS])S ~l lo% a la 

volumen igual .... · . 

cloroformo:alcohol. isoa1liÚic~'c24:1):•:sJ··~dicioharon dos yolúl11en~s.-éle etan'oi · ~bsoluto frío y se 

obtuvo la malla deD~A,-C;~~~~~a:~uJia ~e pipet~ de· l ~L, pre;iam~~~~ recortada. Se centrifugó y 

se lavó el botón d~ DNA:,con etanÓI ~l 70 % y ~e disolviÓ en TE. P~ra verificar la presencia y 
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calidad del DNA, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al l' % • pre;parado en 

amortiguador TBE 0.5X (Tris-Base 45 mM, ácido bórico 45 mM, _EDTJ\~.L"~ty1)_::X;iµ~.de 
bromuro de etidio a uná concentración de 1 O ~Lg/mL. El gel se corrió co11 ~¡ rriisrhiJ a~Ó~tfguador 

• ' ' • · ' , ; 'e, ¡ ; '; .~ · •. ,. , ~ · ·• ' • , 

a 100 V hasta que el colorante avanzó a la mitad y se observó en un tr?nsiluníinad9r.S~\/erificó 

la calidad del DNA de las muestras y se conservó a -40 ºC hasta su i.is6'!:>6'st¿~fo~'.'.¡;i,:b(;.f,'< · ·. 
. . . :?: ">:;~ ,;· ,;.:;,;;~{/· ;t ,. 11, - ' 

, '·, ' ' · .. · /~ ;~~:.~;~h:~1f·~7~~~~~i~~:+;>. ' 
Dctcrminnción ele In concentrnción ele DNA Para determinar.:fas):oúcentraeiones de'los 

·-'·. '. .··--:· . - : . . '.·· .>:·:;· "~. ;:: ... >_:;;;;-''.;: .. ::::~·~--:·~ri~.~;:·~:~~:1f:·;:.·t~~,,~-·:~·::?:::-::.:~-~,.._ __ -.... -.. - --
DNA, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1%, las c'U'aies sfi~c'O'rrieron'á diferentes 

concenu'aciones ·del fago A. (G IBCO) de 20, 50 y 100 'ng .. E'.sias córil~~iiicii~e·~\';f~c¿o~pararon 
: .. · . ·._ ... ·. . ... ·.. , : ... :· ;•_ :\:''':;/<;>· ~e·+·,,:;:.: ........ · , . 

con 2 ~LL de los DNA problemas adicionados. de. 2 ~LL de brorriuro Cle'eddio'.y ·se 'registraron las 
·'··:;:::¡:;;< :., ... 

concentráciones de cada muestra. ·,•.·•J •. ;.··"· ~! .. -.),_ ' .;_~_·," '~-:>' •, :. 

Am1>•mmión "' ... , del n~Á ;~01im6'0oo poi ••• , ;¡;;,,: .. "' <ad en a de ,, 

polimen~sa(RAPD-l'CR). Sé uso el m~iodode RAPD~PcR.'~~~le~~dii doble iniciador de 1 O 

nucie6tidos ( 44), el . Í 281 ·(5' ~aac~cgca~c-~ ')y eÍ,1{83;cs~~i~g~t~füc~!~n; que han sido probados 

:::s;,;;~+~~;.:·~::··:~::.:·:b~;.t:;1~¡~(~;!lit~~i~f ~J~~i~·~0~:º:: ::~; .. <~~ 
sido estandarizadas por Taylor et al: (37)Y'Reyes~Montes'iitáL(33/35;39). Las condiciones de · ·. ··.' . . ·, . - ,_ -,,. < ·, ,:_:,,:;;~--~ ~/~ .-,<:;:?;~~~-.-,;~i'.if";":'-; .. :}.t,Y~ \:··:;'.~~::~t};~~¡:;,~~:'}<<··~:·,<'.'·:·;: :'.~.:·.~:.')'/;·, : .-_,. .\ -~'- .. <.' · '. -,·_ . .':' : , . ·, 
'trabajo iniciales fueron: volumen de reaccióri:C!e;2o;TtL/co1iteriiérido ;¡O ng de DNA 1gené>inico, 15 
: ' .. - -.-_ ' ' _: - ·- - - -·-:: '': 'i ~--·_:-~:f:·_--:;:.:?(:~-_;· t't•;\};_:-~~;.;::,~<~::.>:;;:;.:;,'?_t'i;'.:.;'.;-~f./;.:.:t:~'.·:~.:~"-·;f,~.~·;:~_-_:::::·:::.,_<.·. ·.>~- _·_· . --_- _··"-:· '·- -~- ,·: ~-- . : -
pm61es de. cada .iniciador, 2S ~iV!{de";¡~gC(7'.,'. 0:2 x'it~L;deJ'cacla;·dl\j'f P,'J U.d~ Taq• .. DNA 

:~:~:~1~::~2:t •?!~J~i~l~il~~~!:~~f~1¡:~; ;.~ctiv¿, ;e~ju•toro" 
Prograniá•de;aniplificación;-'sé·jsigÜiÓ~éf,pro'grama estandarizado pór Reyes •Montes et 
. : "··:<·-:;;:~~:~,,: /·i:~.'~~:;.;;:~~;·~:·~·~~·¡:;;~;-~·:;z~?~¿~~'.:}f;:?,\~}\ Y~·,!"··-%;;:-~'.:'i.~~~;/>:.~~~:-.·_:::.:~/; __ '. ... ~'.'\">:·:·f :'-_;:.: ~ -.:: 1·~--:<-:·_·~'\:::·,.; .:·":·:·. :.'.' .-·, _ . ·:- -'.·: .~ \;·:- , .-; ... ·. 

al. (35), en un tennocicl.ador:cycl~((BióRacl~ Hércúles, C::A) con:ún ciclohiiCialde 7 mina 94 ºC 

(para. ~~ti~H}~i~~~f~~f•;;,~~~?·f~B!·¡~H~~~)?· .. ~6;~~1i·~~~·. por,'45 · fld:os·· ·?e:• l:\min '.a· 92 ºC 

(desnaturaliza(:ic)n);'l')niíif~'.35 ,?ü(alineación) y 1 min a 72 ºC (extensión); SeJlevóa cabo una 
extensión 'fi,~h'r~~·;.s'íti'i'~··~17?~c~:' . . · . . . . . . 

. 'e; ... -~'.: .. < .... ·.; ... ~.•.·'.;'..·~ ... - ¡ :··· ... <-· ·:.:··:' -~ ~ ~:':: :, • ·).~- -

': :-- --~, ;---~ _i::;_'!.";'' '/¡-:_~: .. 

Elc~trof~~fsis; I:<>s productos de amplificación se sometieron a .electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5 % 'en amortiguador TBE 0.5X (Tris-Base 45 mM, ácido bórico 45 mM, EDTA 1 
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mM). Para visual izar las bandas, los geles fueron teiÚdos. con e ~¡:ciínuro de etidio a una 

concentración de ÍO jtg/lnL. El gel se corr.ió con el 111i~~o.~i~éirtiguacior a ?Ü.v hasta que el 

:r~~:~: ·:r~~:]~:~~~i, ::;~:t~.:;n~~i f~t~0~r~~~~i!S1i:t::: 
.- ' ' ;j(:::I.'-,'·; _.·:~' '' .''. ·,:·:.:: :\ .. : {-::.: _. '.:_:: 

-·.,_~~-;_,~~·- ------~ -_-=.c•··-·-=c.-.;-.o-,:;-:c7=.=~;;-"·--,;~- ~:,:_~;'..::,~ '-: _ ~=-----

An:Üisis .•dc sií11ilifud/Los perfiles'de;Ios frrign1érit~sdeDNA aniplificridos:po;RAPD-
,. A" ' ' ' • • • ' O •, "• '• •' '"• "' ', • ,~ ''. • O .,,. -~·· ,.'' •O • ,, ' ' •' ' •' •' • ' ., •' ••,.,"O "O 

PCR, sé regisirarci~ en \u'~¡\~ inÓtri~' e!hbÓrri<lri CO;l basi! en lo~ tamaños de los; frÜg1~1entos 
. · .',-J:··:_ · ~-----.. ~: __ , i·._:;:,~:-_' ·:/·~~_<"_::,:_:~~i·:·::_:~:/.L'.-.:~-,-::;i;·r-:-; :f:·_~'.'..~---'r;;_~--- ~:'-.<_\ .. - ·).·, ·. _:··· ···. _ .. <-.... -.·i .. :-~_:·> ... ~><--~,;~: .. ~--><>'.~-- ·/·. ·. 

revelados. Para el. cálcul~ :de {lc)s resp~étiyc:is. Ko de. lós frágmentos. o bandas sefpfocedió según 
• • • • • • • •, ol •" " - •" • • • •- •.~ <f;•-,: i ,' '·· •• ..... .<"" • • •.' ~· 'C•..; ., • ' • • • o, • ' •_ • ' • •"' ! •'' •'• > ' " '" .·-.. • : .• •• 

Sambrook et c/Í. ·.é4s):y si':~d:>í1sicle1~6~aderrlás •. láj1ytida .del·.progrmna· Biolmage'iJo/co;iÍparaciém ·. 
'. . . ... _'.?. ;:/~·-.·-~:-_'-'·;:r''.:f~.·.··.:;°l' .. l<">.:~··:: ... :_:>(:·:<"".:_¡;:o- _::::.-->-... <"·:.-_ .·~:··_ .... - ·. < ·- .. .-.,-~.-- «>·,·;·,i··~~::,- __ .. J~':'<::.;.;/:~.-.. :·. ·.· .. , .. 

• con el marcador n1olecúlár,l23•bpcoNA Ladder:·A tra~és:deI program~ NTS)(SP9 v.ersión 2.0 

para el gen· TUBI de~·¡a:,a~tubulina;•c. tllbbi;(51~ggtggccáaatcgcaaáctc~3n,;:•y ;tub2 •es·~ 
. ;_, __ ::;': .'_' !·:~~«-.·~~{.'.~ ~-\.~'. >r.·::-:\\::"·L_'.;/:?·.": ·'.:'"<!Y\--':{.:~:· .. ,· --::',:/ .. · ·:{.~;/;~:-:~:Y;~-:."1{.v:~-~~('l-·~~;,!,+L· .:¡:~·-:;· :; r:-::·=:;:."'-':A_:._,,c~, ·~~~;~~:;.(~.\')-7·· ~~:'._:; .... :._ .:-:.·-:._;-,_:·~/L .. :·.-.' ..... ' '' . 

ggcagctttccgitcctc-agt~3'}:'.:La~PC::Rse.11evó,'á•cabo·;~iijc)Jas sigí:iieiúes.~ondicJóm~s: s~úsaron 2 .µL. 
. ..::. · ;_~.:-- ·>·: :~; · ~, -~;::~·\:'·'-·\>·~-~-:. :·':_·::>:.~.~~~<~- .. .- · ~::::." :.'_:/--'.-.:'t.;:--;·~;--. ... -..'-{·~~;;:.:'.:;·~~· .. ::-::::-~'.~\;;: ~~·u'y.<._::.~1 1 ~-;"~;?}Yi'.· .. ;:+~~·/;: ;; .. ~J·;.i-,~~f·· .:~'r-,~~/-/:,) ;",' < · 1 _. • - • 

de DNA; genómico•~e1ú,ifriiíi.mezé:larde reacéióri~de;"50't'jiú;<:lii'''éüal~con.teníá~0;2; µM de cada 
;. ~-· ~- ::- ~, <-.· _;::~·~::\·.t~.:~t_,~:-~C:'. .. ~ :·:·. ~/· :.::::·'.·. (,:f:;/.~ . .-:.! -; _'.:_;·:,f ·., -;::.'.;·::.:::!·A't/. l±i.;~·'f~i ;:~~::t·':t'.';~::{:.~:·\/¿1'·:~i,· ;;~;;?::._:~:~,;;~y·-.:A::r.~;-,:Af~YJ;~~~·f\~r:~;:~::~ .::.-~;~:.;~. ,.,." 

. oligonucleótido/ i-JJ,;de ·cTaq ·DNA' poi imerasii· (Perkfo;;Elmer);:;;¡ ogfr1tyti,Tris~ 1~1 CE (pH · 8:3), 2.5 . 

mM Mg2:1i,(~·~·i~~iá~{k~t'·\~~8.~.r¡~}-;{f~~*~f~~~~~;~!'.li~¡~~¡~~~~~{~~~~~~~~:1~~!;~,f 1,~Si?.tf i.~.1•·de . 
activación ,de la, Taq DNA polimerasa'.de.,6 111111 a .94-·ºC y '32 ciélos de: )5 s a,94 ·ºC. 

~:,::rdri~i~r)a~1~·&rJ."~¡:~f,!r:~:~i,f ~~7~~~~i~~i~~f~r~l~~~~lfJ?·.:~~ 
La. temperatura de alineación fue paúl~tiname~te ~educid~ en 0.7 ¡,e' p'ar~' lo~ pró~imos 12 ciclos 

. ' .. _ : ._ . . ,.' -...... ' ":. . . _. .. 
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. . 

y la PCR c01~tinuó a una temperatura de alineiición de56 '0c para Ío~ resta~tes 20 ciclos. Los 

productos de la PCR se enviaron al Instituto .ele f'.isiol~gfa.C.~lul.ar,.·IJN,L\M,'!Jrira susecuenciación 

en un aparato ABI. (Applied_ ._Biosys~ems, Perkii~-Ell~1~r,·F~s;~;-e:it~·. c~r S;ge
0

ne;~ron ' ·'"-- - .. '- ... ,. -. ·- - . ' 

secuencias para ull~ só1a 11ebra, 1as cuales se editaro.11; a1i;1earon y ~~ITiiJrirar~n n1ed_i_ante e1 

programa BLASTÍ(46), 5con las se~uencias d~ cada gen estudiado (ARF, H-AN'Í'I, OLE y TUBJ) 

depositadas en el Banco de Genes. 
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RESULTADOS 

IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA Y ANTIGÉNICA DE LOS AISLADOS 

·. ESTUDIADOS 

·Los aislados fueron identificados con.base en losc.riterios cleinclusiónpara la especie 

Histoplasma cai1s11/at11111 var. capsulalllm. ·• L.a cepá'de refo/encia G~217É ~prdced~-n~e ele EUA 

presentó morfología colonia( . poco filamentosa·; con ,pig\nentación parclo~é:(ara C?n aspecto 

~:::::~~::,;,~~:::,:,;:,;:}:~~~l~~~~~f ~f i~~~~f i~Iifül~~~f Í;~:;:::: 
filamentoso-pulverulento y una pigmei1taciónjpárdo~ósctlró;·cafocterístiéa de lascolóniás B (Fig. 

:., /.'~ · '· ::<:; .4,~;,\,~~~~ ~-~:::~F~i)f (:-~~~<.~;-~-<~::.~·~- 1/X:~~:~:{~,r(: :-:~::~~~:, ~-(~\ri,' .. ~~~t~;~, :. -: j".~-·., :_,~::.e_:· ~)~~:f- u~~?-:-- :5,;/-.. ·:\-:·,'. ·-.:·: -. 
1 b), destacando que el aisJado;dejpac.1~11t~;;c()n:le,~1011·,111uc9cut~ne¡¡'(Etl~~5~);:clf!Stlrr()l.ló)¡¡demás . 

. - :·· .. ;:("':;_.':::,_"-_::-.p:~\,\::~~~-'~ :~::-~·{(,,-~~;},~'(,--!-~ t:i::_:. ~·Y ;-<·->:~!;A ~· .. ~~ .. .:·.¡'.' -.~ :· ::~ .. ~ --r,, :' :_-~-r·~'.-_.:·-',f-::_: -¿- :~:·,~~~~.~~ ..... ,.:f;:·:i<:: ~.',t.·:·~:::-::_·: 
un pigmento rosa visible aLreyerso•d~"la'c;olo•niay;~ocO'difüsible ál·.niedio'.Los".ái5:l~do(de los 

~~;,;:f ;~~~!il,\l t~~l:~~J~!f~f~l~~f 1~111 !f {~~~!~:~ 
pulverulenta:· EPcrecimient'O de\las <colonias de.la·•fase .•miéelial.fue•i!enfo,i~Variarídó• entre 3-5 

·· · semanaf ~~••f nc~Ú.~~i~+:~~J'~~i~~(s}t~:~f~.~~~i~º~fc\~~el§~~f~··•·s¡i_'·;{~/~;;fc';<0ó.>(~'.-:J~~··.l.~~· .. · ;.). ·•······ .. ·· . . • . . . 
Mediante. la .m1croscopia;ide::1 luz.·:ser.observaron>h1fas••·septadas,;:h1al111as•y·.delgadas; 

:::;:Jt::·,º:~~1~~~~~i~lii«~ir~f ~~1~i~~it~i~~i!~~i~ll~t~~,~~~~;;,~ 
redondos o.··pirifor.mes, oecpafed''.gruesa'con:;'proyecciol1es".-Jifr;guláres',•(digitiformes) .. Una 

:~:::::~~",;:§f ;i'.~~i~~#~I~t~1~~ji¡*~t;t1~~d~·É;~!·~~i~;:~~fylifil~~f jri,~·:;;"~' 
Se corroforó taiideritificación. dei tos aislados·, y 'cepas ·.estudiados:m'eéliante: la'corivérsión 
·~- ·:. ·:.:.:y ;:- .... -::··i,;-.:<···., ·,:-·:<.<':_\~:::~::'::~·:;, .. -~>- ,:./ .-.:?~-:. :·-t~~· '."·:-.:·:~~;::.:~:\:·,,\~:·. ~~-:,;>·- '.~X(-,:t.7';::,-:;~;~~:; ... '\fa~·::-~,':\!:f?.::;;~?/:;,'.{fj~:·;.~~~i,,:~~--~::.:.(~i{J·< ... ;.:·.- <: .. '_: ::· 

dimórfica. d~ la fasem iselial a(a .. l.evaclurifonhewn:~eríéral,·e1~~ie111pópr~nié.dio de transición de 

~::::~·~i:If 0í~r:~111~~:~~.~:?a1'~J~rjJ~~~~~if ~á~:·,~:":u:~:.~~·::~,;~ 
regulares y color crema; lasiev~dtí~as de for;na ovalad~s, en general, presentaron diámetros 
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promedio de l.81 X 1.43 µm eri las condiciones artificiales de cultivo. Enl!I tabla 2 se rrí~estran 
los.registrosdel iien1po de. conversi_ón ,di111órfica, .Ia.1norfología colonial y tris dill1ensiCJ~es de.las 

levaduras de los aislados. y/o cepa~ est~diada~. La- c~~firmación de-la ~~~7e;~Ó~Jé!ii~Ó;t~~ ~e .. 
' ' • •' : • • • • • •' -, • • • • ;" ·",•e• •••' ~ " .' •, '\•o, 

-realizó por 1a reversiórl.de tü.ra~e te'V~dtirirorme a ta micelia1, ta cl.lat se erec1~·¿~~11 M~<liti sólid~ ª 
,.· '. .·, ··-,,:h" ·'", . 'C ' • .,. • ·- •;.•· .. -~,•.-O• ,;,_,,.·:-r::-.1;:,o·:: --,-";/'._-, -

28 ºC, observándo~e ta apari;ió;1 dérniCelio aéreo después de 2-3 semanas.: L ; • :"\•; • .. 
' 'Páradem0strÜr.la~ider1{i'dacL~ntigénicá'de todos los aislados y/o cepas'ci~·'¡-i.,~'dps~1latum 

incluidris en este'·.~stfr,~tio' s~:ÚtHiió ur~méiocl~ de.producción rápida cl;~xo;:1-~~W1~~~-::~ff~~~~ lo~· 
aistados y/o cepas se ideiiti Íicarbn por compartir las bandas 1-1 y M. En la figLrra. 2 ~e ~uestranlas 

' .:··. - '· "" -. -, -. - -. - . ",•';'\'',' -'··- '· -

bandas de predpitaciól1 entr.e tOs exoaritígenos de algunos aislados represeniativos_de cada grupo 

regional estudiado; 

·,CARÁCTERIZ¡\CIÓN·F.ENQTÍPICÁ DE LOS AISLADOS DEH: Capsulatum· 
" ~~·:;~·:···:. ··~.".\~- "\('- .. " 

···. Tcrm~scl~siGilictad:~-~jO ~C.dc la fase lcvadurifonnc.iLo~'·registros de ·;ecturas 'de· DO 

_ correspon~'.i~~t~~-'rfü~~r1i.;11 i.~,1~e-d~-rJ~/R~-~rHiM:;~,~fü.~~i~~~~,~¡~_!f::~:1~te~j,t~1$pe~~tura~.-·.·37 · ºC 
(testigo de creciinienfo) 'y ;40 :oc (efecto term6sei1sible);·; co'ñ <diferentes tiemp'éís de. iricubación, 

. :~:,:::: ~;f~~~l~l~~~~it ¡;~;~~~~i~l~~~lít~~~li~~~i~f t~~~l~i~1',l1j~:;•• 
particular: de:Io.s-váió~es 'de.•?Ode.cada, cé¡Ja.(Tábla·.~3),céín .él 'obj~~() de:ürfa mejor~.vi,suaiización 

· .. xf i~~li1tlli~~~~~l~if: lf~1~~~~~~:~~~~,t~l~i1· 
p~o.o 1 (Eh2~l6);y'p;o,'.d 1 (EI~l.~3 )7). :Los r~sii1ácl;~:-del ensayo de. tei-mosen~fgi(i~ad)l.~o º.e· se 

:··:-_." -_:-.-; .. << ... _:,·;(.~>,·/:e:.:-\;~::-<~:>_~:.:;· ·:.( . .-<·''<: _: .'.'"-... :~:.- ~::.:;.··· "::· ·,·:. ·<·:. · .... .-· '.: ·.:·-_ -"-· :": ··, · ·. . ·e:·- .. ~_;._._,·':.-··''.:-:.;._>i..~~:(,:"J¡~~~L:: 1>-;;:;;:,:'r->;.:.-: _. :~ 
.· observar1énJa figuí·a·4;Ja cua_l;está;graficada conu1~ orden distinto de;1a:figuiá']'.fiarauna·_mejor. 

-~isualiza~.i~~';tJ~;r-J~;'.t~~~p,t:~s~f •.. J~.-....• _.inhfb·i~l6n .•..• de· .. cre~irv,if~:~:·,¿t~~;~1~~Ü~·•;'~'i1~~K5éden~e 
· 111munocompromet1do, ;,,• .. EUA) ::- y los aislados de pac1entes:;:mex1canósí!con_" 1stoplasmos1s 
· '. · ·; .-·:. . .':·····,.):.::.~·.;.,.;.v.:~::·:;·'..~:~~-:-.~·-~«/.:.:/-.:>> ~ _.·:· .- _ .. 7•· :. : ~· ·• • ~ .,,-« :.:, . ~:~:·.:.:·:_<.r~~;E:: .. ·j~;~.'.-l_.!~?ít\;:\!~~~~;-,}¿$}(.~01~~-:>}f·:\~: (~::-. ,--- ·: -

disemináda asoCiada á SIDA; EH-316y EH-317; fueron termoserisibles'a'difereticia de los demás 
., . -: .· ;_•· .... .- . -.; ... :.' .. ·-: ... -.... · , · " :. · · ,_, ·. · ,·, ··\ , -~,~¡:t,':.l:•-\: ... · •'~.:~~{::i!?-;::i'·'·i.'.I' .. · ·. :·• .. 

aislados qu~\ s~ comportaron como termotolerantes. -Cabé. destaóa"r)'que el, aislado EH-375, 

procedente ele ~i:~hiélágo : infectado ·capturado ·en M~~fa6;f1tJ~' eÍg~~~ ·mejor creció a la 

temperatura ~e 40 ºC. La comparación esfadísti~a del. -~r~ciri'liento •.a 40 ºC de los aislados 
I· ,· ·;, • . ,. . .. · .. '. -·, 
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termosensibles con el crecimiento testigo a 37 ºC muestra diferencias sigrilficri{i-~a;s ~aia ;·a ~epa 
Downs (p<0.05) y los aislados EH-316 (p~o:o1) y EH-317 (p<0.01)'. ;¡; ' ' ·-... ·• 

El efecto de la termosensibilidad a 40 (JC ~n el creCimiento d: 16~ ai~l~d~~;kst~·t¡~~~;fue 
también analizado conbase en eI cálculo~~e inhibición del crecimientóeiS~~s.~áJ'.ien:.porC:entaje, 
utilizando una fórmula que. cons.idera trintJ .~l crecimientO de cada aislacl~ ~(o ~~pa\.a40º(; como. 

su correspondiente testigo.a .n".c: Los.res~Ita_dosse,_obs_ervan enJa_tablª'1:'ciri~drsobr~s~lenlos · 
porcentajes má~ .altos de Inl1ibicIÓ11as~fiadc»s:Ia c~pa•- Dow~s (5;:.9 /~g::4)F'c1()~}ai~~:~~s ~~l: 
3 16 ( 1 00 y 99 .9) y EH-311 (96·.~i~y

0

98) ;~nlo~·tie.•np~s.de-6 y. 12 h, res~e~tiv~J11int~~ ~'.~'1Js' de~ás . 

reportados como. ter1riosensibl~s!: Eiaislado .EH-359. procedéntede\incasoclíl1icbn1'exiéano con 

histoplasmosis muc?~4t~n.~~3~h)t~p~tld~s o~asiones, ~o pttdÓ ser a6ri1izad~ .• cbn respe~to .a la 

característica·d6·t~1:~~~6~~.~~fbilid~d. ' 

• i1eni~o~¡~!;;~~'~'i~ (Tg) de la r.,e IevadudformO: L~ cü<Vis ~C c.Ocimi¿rito a 37 

;;::::~1:.f f ~1r tlii~;:~:::.~:~~~::::¡~:i~i·~f'\rJ~i.~~!~~~~ocr~:1~~ 
cultivo probadás:''.Asimismo; la fase estacionaria de crecimieritófúeafoanzadá'.entré las 12 y 24 h~ 

- . : : . ;~':::·: . , · --'~:~·º< :·:i~;:~·~·2~: :~~·}j~i~~? ~~! .. ,~~:.;· · .. ;tk'.:·.:·:r: ·<· '·<:.·. ·· {:··_ ._ ·: :'t :: ·::~:(·;-· ;:~;::;:~)::.\ +i{~:::~7x:,.~~:~~~i.·\~?\~~~:J.'\:n~;\ :::;1·;;;~~;:~:~~~_.;}::~t::.:f:~.f~_~:: ,¡r :>\;-.'Y·~>-. -~, . ':_.:< -:- · 
Sm emb¡¡,rgo, ;;Ja cepat de ;)referencia Dow,ns ¡presentm un : comportamiento 0;muy/d1stmto, su 

creci•~ieri,t1~,fü~1~~}~~'.~~1~z;~:~~hl~~-~r~i:1;~;6~~~r;·~~~·t~g~J'~ti~S~~",.~?f/~~:~~~;J~g·i~í;ii+~u~!~i·al.ª 
las co11d icióíies;dé:'ci.1 l tiyo,y: c.<Jíí 4ri'a)iíárcadá; liltencia '.o:;,fásé0lág;· qite .'se' pro lohgó;_hasta •. fas'. 6. h. de 

in~~f ~~r~'.~?~?.~~~~~~~~~·~~{~'.~i~~~·~~f ;¡1~~~:f.~f;~'.~lf f~~~t~I~/i1t~·+~&~~;~~;~~~tf ú:~,t~~{~i~'.~)f ·~~+r rana·· de 
·crec1m1ento;··Los valores;promed10 de,Tg:calculados.paracada•atslado.y/o·cepa se registran en la 
: . . ·~ :.:.·::.'.' .. ~:·: ''.;: ·:.;-:·'.;_.'¡ ·. :~\:{:) .. ~·'.:~·:;\ ~rf"~: ~ ·:K;~ -A_/;:,::s~ '.'.;f;:7: .. ~:s::.:)·\ ::~¡ ttf.:X~;w~:t.~~~\;;;;~~.~~./(}:~;<.'.:S~t1,~:.J-~ {~:,::_;'.;~'~\?' .:.;~;:,:'·:-/ ;\\':;~ :::~~:;;7:·,~<,.-'.:·:;·/ .· :.<'::!/:·~'.>?I 
tabla 5. Los'.Tg en; la mayoría de los:aislados estudiados,vanaron en un mtervalo de 3 .a 6:30 h, en 
:--·~:_:· - :· :. -.. · ·~:.-t.~. :~,.<:'.'· .' .. ;-~:.:·~,- :::·:._;~-:_'. .. r~~:~· . ./:;:.:.:{:':/)";·. -<./~.':;, .. .-:'.~}·'. ·.:;· ·.\(."}~··:~?::.~'.: ;:<t:·'.~·~:-:.:}:"~·.- ·::;:]~;: .. ":·."(:·:''..~.,:..:::.·: ; -~. :- . . -. . . >~'.»·:· .:: .. >.·.'¡ .·: ·-. . 
cambio, la c7pa~d(refe_r.er}cia·po~ns·p~és,~~tc)' ~~'Tg m~1y largo. de 14:30 h .. Además de la cepa 

. Downs~ el 'a.i~1ado'que'registr~\~JTg'ffta~·-;1h~~~-fu~·e1 d~'un paciente argentino con· histoplasmosis 

mucocutánea asoci~da a SIDÁ (oi/97)· ~¿,~ ~~Tg ele s;:So h. En contraparte, el aislado EH-375 de 
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. ' . _ .. -· -. ,·-, ; .:-
murciélago naturalmente infectado, los aislados obtenidos de 'casos clínicos mexicano~'asodados 

a SIDA, El-1-324 y EJ-1-326, y. eL aislado .• de Argentiri:a ql/5)ª, inostrar(i11)e>sJ) 111ás cor~()s de 

3:00, 3:25, 3:00 y 3:30 h, respeéti~rimente. Nuevamente, los dat~s del ~islado de un caso clínico 

mexicano (EI-1~359) 1io fu~r()~ cil:iteí1idos. . .. . 
~' . -·· - ·1}· "!,\·~- . . 

.-;; 

,· __ : , ..... _.-, .::,.-,.~:¡;_~~{::·;.: .. \ 

CARACTERIZACiÓNMOLECULARDE_LQSAISLADOSD]i:H.·caps1//at11l11 
• ,.;, -_:-,\.». -~ .. ;. --~-~·~,i- '..';-,i:·:··~·:.<:J '.'./',:;_'.- .. _. -- -- ----- --.. r" --- - -· 

:·i\":'.:; :~·;·,,,:'];._:, ?Jt,-·-~~:r~-.-'.:"-/i/ r---- ' ~-, ' ; j -

Poiim6d1~m3 -~~ii~~J~~- .pÓr ; i~PD-PCR:· Dc!s bandris> pdlimÓrftcás. de · 1.2 y de 

aproximadamei1teo:h3-'K.6'sedestacall en lospatrones'deRA•~D-~C~obtenido~ de los ·aislados 

~~:~::~:~1~::r:s:~r ;::~:~::!::~:,~:}B;i~í~r~~ii~~[~~~íiif ~~~~~:~: 
fuente de aislamiento y forma clínica. Elpafrón polirriórficéi'cle,todósilos'aisliídos'.déiMéxico; el 

.: . .- _..,. _-- -: ;.;:¡·.:..· -'._,.,·.··:-/_--:-'.>-:~:-~'.~.'.-1:,~~i:.~:,,·~.1'.~~:H?,~if-~.:·•::.~_r::·~_: .. ,·~~{-:~:-;·.~}>~~:~?- :~-?~~~:; ,-;_~'.~¡~.:: :.- ::~::. 

del aislado de Guatemala y el de la cepa G-217]3 de'EUA.'.-esta·r.epr~se11taao'ipó'r.,~cho;bandas 

comunes variables en su intens.idad q-~e;:iºi·~.\~'.~ti,~~:~¡}R~ffffl~'.~\~~~~~~~~\~;~,:sM~}~~;Í~j.~n~.es Y 
formas clínicas. Mientras· que lós .aislados prpcedentes;:de) p~é:ie1úés oárg~lllinos:;pi·eséntárón un 

polin1orfismo ide11ti!icado·rif::.~~~~:~.~~f~·~,ii\~i·f~f~i~~~~é:~~~~~~~~~'.(8i~~~~~~r~\~~~~;.·jgJ,"..:!\i~~~os.·.·d~ .· 
pacientes mexicanos .y, guátemalteéo íadérhas':ae\la ~éep'a:déi réforenciaiG':2 l 7B' dé'. EUAi de, dos 

, ;; • t;_· -~:: ·. ;.~ .• -~-·~:i;.·.- ·. ~~;,1·;-·~>.-t~~C:f"~·ti)r:·.-.. ,~.:it·i:~ :'.:~.!~.:_'-'!: ;;·i:'_)·('.~:;~~-·~ ,>~ ~.~~~-> ?.:·\~:;:::~:}~~~~;;.;:,::;~ ~::,.:~.~'.:;~ ;;\'.:·/::; ,,;·7~~~-~~~1-: .::'_i.{~_;::.·:/':':"-:: -".: ··:::. ~-, _,- ·: : , 
bandas únicas·de aproximridiírii'i:rite:o;47;-y:o.41.:Kb;y!1iacaúsenciá dé~la\baifda'fpc:ílimórfiéa·de 1.2 

.:«~, ·°:··: __ ·::. ~- -~,:·'.·~ .-: -' ,;?::./: ,;-.:~/::·-,;\ ~: ·_·: ::::i;~~:_-t;:- :r. ;_~;;;::~±~~· ::.1;:~··-~~\~~~;i~~_.,_ .. ~f~~.\~;;.:)F ~-:_:~:~)'/~ '-''.::.:r:_::;i·f !;:~·:--z:5¡.-.:::: :_:-s~:~,:-,:,·: '.-'~·F::::~~/;.' ~:). '¡ \.:<~ · '{" 
Kb. La figura 6 muestra,\ia'diversidadipólimÓr!ica~expresadáipo(lósráisla:éJos;.deiproc.édéncia de · 

·,: : · -~-~ _:_\· ;,'-:;.: :. :, :·~:!;/~ -~ -~-~-~-> ! .:: '<· ':~ ~ · t;~.·~:, ~\-~;;:~)~/~t/: r:::~J;; .. ~~z:~~--: ::: .~r>.-~~~:.-'·-:~':-:·'.~: ::(~tn:::·>t.~::,~: .t~.;<~·::,.~~~!-~{/~~~\ 1~:~:f,;::}:-:·(_r~~.sé\:i:-.~:/-'. : :.,. , · 
América. Central. o. de IN oi;te y los'del • éóno{Sur;•asirh ismo '. iriclúy'e' la ce¡'.nCde' refürenéiá :. Do\vns 

.:~::.::~gq1:~~,gr.;~::!:r;e~t;r~~~~~¡~~w~~J!fi~lfflii~~~r-wº;,~. 
un patrón de ciriéo. bandas, tenues, de las .Cuales tres; son corriurie's,:_a'.io'(demas'pationes revelados 

-_ . : . _ .: __ .;::. ·:;·:·:- '- -~~ :/ · : ~-,· .. _· . , , · . ~ ... ; _ ,·/ i,~-/~'.:r_ :.:~-'-:/'_,,.._)··;_:·,.:;~::·/_:x:<>(;·_1·~Jr-'.'"'4ff,~".'-'-~?-.:.1;'.:~z':~;~'.;:; .. ~.:~i~:;,:.:·.<h~-_;.:,.;:~·.::._-:.~rt" .. ::. ':::,:-,-.:·: .. :: ... : : .... 
y dossori exclúsivas de la cepa Downs. Entre lc:ís)íislados 'clíriicos'.~de Méxiéo;·¡¡c)~.proceclentesde 

_: ·.~: .:· -· ·_~:· '~ - '<' ~·; '' ,'·.} '·''. ~'.::{'.\~~:;·~r ~:::·;·;'.¿~ .. ~. \l~~·.:·~; t·.~~-~J~--:~(,:':~~;,~J\~~{}~("(ti~i~:~~~·bf:::·.:·~;fi<-~:.:::~.:.,\?;:":.::'.f·'.·,< ·"; .':,·.'~ ·~ ·. 
pacientes con histoplasmosis diseminada asociada a,\~IQA~,~EHl316}EH.:317:;El:-If324:)'EH~326, 

desarrollaron .el mis1no patrón polimó~.fi~6 •. ~~,~·,~;,'~r~,Í~~~~i6f~'~~~~f~~~;~~~l~~~í~&fJ~~~~,'~;lí:n·ic?· 
de hi~i~plasmosis mucocutánea que, no refonajpos1b,l~:aso~mc1on'cOc~::~IDA. 'Los aislados de 

· ;:71:1:~:i~:~';:,~e:.:-'::;¡:r~t~i~f ¡¿f J~J,&?~~rl~~ii~f i,i~1~,:~: :~ ;:, ·:::~::: · 
H. L 12.96 de Guatemala y !acepa G~217B de EUA. L~saisl~dos clínicos de Argentina, O 1/97, 
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02/97, 01/98, 02/98 y Hc993267, preselltarün ·~i1polin1orflsrné>idéntiC:o.entre ellos. Sin embargo, 

con base en los estudios con RAPD~PCRno se_ob_se1~~-ó uha riJªYB1':i;1a.é:j()1,';polirnórfica entre los 

aislados de pacientes argentinos coi~ rpanifestació;1es n-íJc6~~1itllieris. d~: l~ histoplasmosis y los 
;_;· ' '.-:' ' .. /~ .. ·' . .",-··.· _._.,.<'..::,_:·.''e··>·,,:,·.'~·::··:.._;}',,,·~-'::,:·., . ' " 

aislados de diagnósticos clínicos similares procedentes de Méxicó~ (EH~359) y Guatemala 
(H.1.12.96). ·.. . . . .· •• . · · 

Se construyó una matriz de presencia o ausencia d.e.b~~cl.ª~ represeptan~o .~de1?ás los 

v~lores de Kb calculadospara las 12 bandas polimórficas reveladas en los p~rftfos :de.RAPD-PCR 
de los aislados y/o cepas estudiadas (Tabla 6). A partir de la matriz, se analizafgn·!Ós ~erflles' 
polimórficos de los DNA obtenidos por el programa UPGMÁ que p~rtnÚló';fa~tégr~inar u~ 
porcentaje de similitud entre los grupos formados por los aisl~dri~.:Y(oi.·J;~'.~~-.'.~~tCTcú~~as; 
expresado en un. dendrograma. (Fig. · 7). La·· figura 7. muestra q úé'.' los;':l 5 ~i-s'1J<l6s~·y/6'; d~pás 

:: -.. . . , > . .'<; ·.·" ,.. : . · .. ~ : · ... : : ~ .. :·. ,;·'.: :,:-_.'."~j~··~~:~\·.~:r .. <\·:v~:,:·-:~:·_.F~S·;:~.-~:.J·:~;.·-):{\.-w.: "::.~·":'·.':':"".:::~ · ' 
estudiadas se asociaron.en 3grupos .. El :gnipo I inte~ró alos.aisladosd~;cas'()sCJíniéos mexi~anos 

~::~~:1~~1~1~l~!l~il~Jj,:~~~~}~1~;i~:i#1l~.~~;~¡\~~~J!~lit{~~y{~~~{~~t:~.~: 
G'.'2178 de refe~encia,de_'EUf\1}El grupo)! -.!ncluyo a.Jos aisla~os(prO:cedentes. ;de:.c~so,s chn1cos:: · 

• · ·-:'·~ ·t:· . ;::.':'.;:. · ·.::'';<f :.,·-.;;r.::t:_:::i·!;;¡!·~i.-~:o:(:'.0~>''•.:~:<·.-><'.~<.,::· _.:~:';>···~. J:~~ ._:.;. :;/. ··; '. ·>:· ,.· ·.::~~,; -~/;•-/')/:: .·. :· ';!:·?.'.·L1~· .. i.; .";·);r,y'.~.~~!,,'i\·,p: ;:;:,;~z:n.~:.-.~'.)/! -~<.x~:: .· :;):1.:, ; ~\{~.·' '·/i~·, . · ·'< :. ' 
argentinos(O.I /Q),O?IQ~ ,·:o.I/98, 02/98 y_ ~c9932~7}." El1grupó I_ILs~·rormó'cClif una'cépa línica,· lá. 

Do\Jns •. Lq~'.;,~r~~~i~I-;~\~i/.:~~'._r.~1-~:cJoKª~°:~······e,~t~~ .• ~í{fi.{~§~;~·1;:~Ii~1:it1~:~'.;~~~~~.~~~f~f~~.·~éi.se . 
relacionaron )con 'el{ grtipotl!Len 42··. :%.·•·El 'ánálisisNe':siiriiliúícl l•súgie~e:; q"lie::.Icis•grupos · · 

. . ..... ·:_ ·"'' .... '. ?~}'-" :· \<.~· .. ::·<·~)'~ .. ~·>1''~:· .... ~::~~;·:·t.:if\- ~,;~: ·<·:~: :> _.:. _,_:_..>:.: :/.~·'.- --~<~:J.'.··:·-.:·.(~~-:·;·:<:'i;?;:;~>v;~.,~t::;::~·>:~f:;;.'.~~.~-. >,lf'.':·.\-.~':¡_::~,/ .. ~~:..:;-: :.> ?~:-·-º·;:~.:.· ... ~::. - . ,,, 
poi imórficos; ide1iHficid?s{por/RAPI>-PCR·~;Pªrti~ ~.e:Iosfaisfadcis• y/o c~pas;est~diadas;. están. 

más-~soc:iad~s·:'.~a;tt~11ff~.~~~~fá1fos(~~u~-1':r,~~~~l;:¿:1Íti~::~füJ'i~ffü~~~A;i~~~6~i;:·· ·:. _.,·_·' 

.- ••. ,y ... ,(.;;;:s;<.cftt ...• / f' \'•'. r:.· ... •t::.:Et·;: :.;;:.'.};.; \t~J}~; ::c ... ,. . .·_· ·.-.··· _ 
Scci1.cnciii<:ión' i>aicial2d~.·gcncs.:~os:Jr.¡\g~~'¡,tgsAel •. I?Nf.:..·d~··cada_ Ün() _-df: )os. ais_lado_s 

y/o cepa~:-ª~f 1füE~~~~:pJ,~~9k ,c~~·.1º~.~li.~~'E~~1~~~:i{~~~ 1f1fffr·-~-;r12f;'.~1~~,nti?••y···~-óf ti4,· .• º1_~3 r: __ 
ole4, tub 1 ';y. túb2;é·;ifüeron /alineados" y comparados ;c·on':las'. secuencias: de' la :cejia · G-2178 

.. é•·.' :•<••,\;.'••>. . .·' · .. i•.··x··.;,•}:'.i.','~1''·.~'i;:l;;•::/·!.l'L;"' '.l .. ,:· ., l .''; ·:,;_(:,<:,:. ,::·.,._¡·! 
depositadas eri •el• Banco de_ Genes para los geriés ARF(H-'ANTJ; OLE y .TUBI; respectivamente .. 

.. \., : J . :_.:.~ ,. .. _ ·. _ ... _::·., .:.' .. : .. -.;.~.;,_:· _;,;~,~f.j,~7.1~''.,;:::;)f~.>~~:·,:;~ ·;·:~/:.: ,. :··· ·, ·: ~ . .- .·. :~ :.:< .0/\: _. ;~-'.i::<f .. ~:,-=,,-~:·:':~-::~.;·_'.> <>·._.,.,~L. 
En todos los aislados y cepas estudiadas•se·enc?ntró,una:•altahomología genética(ide'~tidad),,del 

:: ~:~1::::2:1::!;::EE:2;~~t!~l~~? i~i~Ir~c~tf~~~~~~~~~;;·•·.· 
productos a1nplifi~ados y. comparados co;{~el ''~e11-11kF,,: ~- ~xcepción-<l'e.;clos produbtos de los 

aislados de murciélago EH-373' que pr~sentó ~n~· reÍación dél 1 %'y ~l aisl~do de paciente 
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argentino con. histoplasmosis asociada a SIDA I-Ic993267 con·unii relación del 2 %; asimismo se 

encontró una relación del O % o. ausencia de. mutación parn to{: prodt;cto~' a~plificados y 

comparados con los genes H-ANTI y OLE. Finalmente, '14 re:ici~¡~'l1fae l~~:~~ió
0

n/d,elecciÓn varió 

. del 3 al 7 % en los productos amplificados comparados cori ~Lgen~TUBI(T~bla 7) .. 

24 



DISCUSIÓN 

Enlos aislados y/o cepas estudiadas se observaron colonias de tipo A yB predominando 
' ' ' . 

las últimas; tanto en los aislados de pacientes con SIDA de difere11tes procedenCia. s geogra.· ficas . . .. ··' .. . ... ,_·-:.. -- . 

(México, Guatemala y Argentina) como en los aislados de otras fuent~~ e1rla riat~r~leza. Cabe 
. . . : . " . . . .. --' . - ·,-. '. ' -;, . . -. . -' ,' -. . ' •. :. . ~ - ,. ' 

destacarla.presencia de un. pigmento rosa. poco difusible al ;medjo'ob~ei:\'~d,C);enJ~ c_olonia del 

aislado EH-359, procedente de un paciente mexicano con. lesiónrnuC:¿~:t~i~¡{~~'.·.'¿~&~~~;h~t~rística 
_,_ · .--::'~-:.:·, l_c :- · . . ,._ _.- ·., · ·'.· :··._'!: .. ·-~-_-:·?·-.-_:_·:;~_-;•:~ .. :{:,/~:·;:f':_·:-:t-.:>y,/.:/:-_: -·:::: _: 
··.no es única de este aislado de H. caps11lat11111, considerando losrepóries.'pi·evios eri.eI'extranjero 

de un aislado d~ suelo de un cafiaveral (47) y otro de un p~cient~,~~·~·~.s1bP.X(<i8~. además de 

algun~~ aislados procedentes del país tanto de la naturaleza ~.º~·~;·~~.,~~~ªi~nt~;:~~Ü S.lDA ( 49) . 

. pertinente resaltar que la presencia de este pigmento río ~stá'~élaéíoría'da'hn::on ia fÓrma'dínica ni 
. . · . , ·.- ·· -:~:-~:'.:J::'.~~~-r/:~~/~2{·)~{,::; ;"~/}/-J,;~cJ:~,A.;~}t~\):_· -·-.·x -(~·:.>~_--~:-

con las fuentes de a1slam1entos en la naturaleza: -,,:... ,,,,. -... -,. :ó,,, ;;.,,. ••\: ;:.r•;':.C:r••~,·h':• 

Los resultados sobre la morfología.··~ick~?~~P·~~~)/~~?·~~i~~~2'.I~'.~J~~l~r~ft:{~f;~6~~hsÚcas 
referidas para H. capsulatum (1, 2), obséryándose'mic~.li()s'~ori,•hifrís ,delgad¡¡s;fmicrgéonidios y 

:·.· : :.;-:· ·: .. . ~:• .-,_:;':· :::·~>·'/:::>r:··::~.:1?'::~~,.· .. ::·:- \>'·'.;·:·,-~, :-.'.-''.'~.';;-::_·:·::·,?~ ._:·~;r:;r __ :·:.~{-t:··_/:;1::.: ,.s·:;t:· -_·: ::-· 
en la mayoría de las colonias B el. predolllil1i~;dé,it1acroconiélios,eSféficófa de paredes 'gruesas con 

proyecciones digitiformes. La conv~r~iÓ1~·, cN~:S~fi¿~ d~ :Id'.~ ·~i~i'[~'ó~.j~/J~~~,~~~\1ermitió . una -_- : . -_ ·::·,.,_~_ < .. :'.: :~<'.:~:, :. >:·... ;.:-~ -·. ;,> -_ :=~.':>·.·:~:'.2>:<>:-~;;~_-.::!~>¡:::;;,:);~?)-.~~;1~~:--X-- :::·-:·.·_ _ : :_: _ 
confirmación más de la especie yademás;marcó diferen~ias eneiti~m~ó.detránsicióri de fase de 

1 a 3 semanas, tiempo estimad~ porih rn~yorí~ de los áutore~~p~;~::1?ir~f ¿~m~ios de fase en 

condiciones artificiales de cultivo; Sin ~mbargo, la pr~sencl~ 'ci~;~~~J.~:Jd~:~~l:ftcii conversión es 

conocida en 1os diferentes grüp.os defovestigación que manejan'.~st~·;B~t~"gii1é>:/ne.1 s aislados yto 

cepas estudiadas, el aislado.O 1191 ~. el.EH-316 fuero~ los .;~{;2i~fa;'J~~ ~~ la·c~nversión (Tabla 
' . \.·• .. ·- " .' - ·-.· .... , .. ,,·. ·_.." 

2). En general, todas Iris co16nia~. de los aislados pre~~,lt~rori;0:superf\ci~~ y- bordes regulares, 
·' ~ ·.,.· ' : -. . : ··,-- '' '. ·. t.· . - : .. ". . --~ . . . ! '.:: ;< .-, . ' -· ._, ' 

parámetros morfológicos actllalmente muy infportantes en la déscripción macroscópica de la fase 

levaduriforme del l~pn~b;:'~~s(ev~duras de tcidos los aislados .y/o cepas estudiadas crecidas en 

condiciones hC>mogélle"as de cÍ.rltivo mantuvieron una variación mínima en el diámetro de largo 

(X = L8 I) y éle ancho (X = L43) de las células levaduriformes, coincidiendo con las variaciones 
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en diámetros referidas para la especie 2-4 X 1.5~3 µin (1, 2). Las cafacterísti~as:ntiÚl1,icas se 
' .· . ·.,- .. 

confirmaron. por.la aparición de bandas de predpitación .que revelaron(ª presenciad_éi antígeno 

H (banda ce~cm.1a al :po~o del sucio) y dél antígeno M (banda cercan~ al'p~i,~·~~l ~gt~ti~~o) ~n 
- --,.--,,_ .. , ... _; -, • -- e,- - .. - .. ' ' . _,_.:-~ .. _;/:~---·.:~;:_,,~,;-~ -.v· 

todos los ex()antígc11()sprobados; :i , > . ·. .·.. , >, ·.. < · .. '.'..< : ;::r i , ·,. . .... 

. La confirmNc.iÓn'de,las.·¿arnct~rísiicas •. arriba: r~foridas .. sugiere qtte;,los/~islad~s.•)'fo, cepas 

· ··· :::~~::r:,~t~~~fü,liJkf~~;;l~~~!;,~,~~~1~.~~~~~a~ir~;.~~f i~~q~jü~~r~ttJ~; · 
;;;;;;~i~I:!f f 1:1~jf 1~~:ri~~í¡~i~~t~¿f ~~!~~~ttl!i~ll~~·=~ 
temperatura;;'reveló,;qúé: sóló •.dos 'aisladós.~de casos clínicos mexicanos; <EH~316}'.ycERJ 17, 

,:: ·< -> /::; .. · ... ;:<.:} .:·~ .. ::,:}:~';.\_:'.>~>-{~:};:·'.;'· ~>~'.·_;. --~< ;<. >~--·)_, '.".• ::.<~ .. : -.:: . '.; . ~- .:_.,; ' .. _ .. --:- ."--3 ' - ','.. ··, . . :_ -~,_::·· .. _: '.·: ·~-~.:'~'.:.---,,~:t;:;:-.··-~.~:·~·:{:.>:·\{1f:~~\ ~:-'.:>. :/ ~·;: . }:;:_', : 
manifestaron··ser:t.ermosensib:l~s a'·40. ºC a ···semejanza d.~ Ja'cepapowns,!(c~~ª. pr()totipo. de 

;~:º!'~~~W~~1.~tf ~ic~i~:;:1::: :t::~~~!~~1irtl~~f ~?i'.Í~~tií1i'J,~&ri: 
exuberante.ª dffer~nc.ia .de la cepa Downs quecr~cemás··.lentamerite: .~ste·re~ultaclo:s~ confirmó· 

~0~~:,;ip;a~t~~~:::~::::~d::~;:¡i;·;~,ll~~~l~J~!!~lf l~:~~liii~~i~},:f~¡: 
Downs •.Y' ademas presentaron tiempos: de ·•generac1011' mas, cortos:{Por, otro .)ado/ es·: uíteresante 

·· ·~-. ,=::: -~: >~ ". : -·~: ·.> '· .. · -_.. · · · .- ; ---. _ -·. . - ·.· _ ,: : i;·: : +-~h--'.~ (.:~:2:\~,<~)I:'.~~~;j.'·:.~._·::~;:i·~i:,J:U:t~~ ~;::.t· ':-;.;/:~:.~_;"; .. ,.: .. '~::::,\:;il;:··ff)': ... ''.·,.·:::::,.~:·.·}·.~·;~::.. ::;;~-~-:.::~-~-:'." ; , 
destacar el comportamiento en· repetidosénsa(.ºs a;4q ~Cd~l .aisl~d() 01/93;,d~paciente·argentino, 

. .,,.•.,. _;·:;.. 

como es el caso de I~. é(!pa bc}~vn.~~(50)y cle)os aislados EH-3 f6 y EH-317 p~¿cedentes ·de 

pacientes con histoplasin~~ls
0

~s~6iacla a;SIDA (51 ). Spitzer et al. (21) ya refed~n e;t~ ~sociación 
en pacientes ameri~·anosf~n 'd'ist¡rit~s~tfpos de inmunocompromiso. Una caraóterí~tka interesante 

···. ; .-.- . . 

asociada a estos aislados es 1~ variación en su virulencia. Lo anterior es apoyado por el hecho de 
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que la cepa Downs; concsicterada tambiéncorn~ pfototipó'de cepa el~ b~j~'virulenda, se agrupa 
- \ .. · ... -- .;', .-- '. ,., ,._,, ,. - - . . 

la característica de de ;~, fase 

;;;~;:;f ~i~;:~~;~~fü;:~f fi;i~~~J~i:if~l,~f ,,il ff~!ªJ~~E~~ 
lo que confirma que·.son •. rn1c1~oorgan1~rn<:>s':~e·~r~c1f!l1entq¿lento,'~C:ªracter1st1ca;propm, de ,este 

: , . .¡>--:~: -_- >\.:,v -:r·(';!\'--h~'Y:i:>:~\·:.:·.: ~·-:-c~(-~:-._r'::~:.:'.·_-i:.i~;:\''.·-~'.':\, :·.-,~\r:_·.;,'_~-:f~"'1:.: -': i_.:,::.::,~¿,;~:.-',::·:··:2'.=<'.:-~:r .··:'·>··· -·/: -~ .. »'- -.. _-_:::_:.: ·::>: .:._ · :::> . ·-
parásito (52) .. Un dato•.•adiciónat:tC¡úe'::se·:.retaCiório iéori·uos 11attazgós de lailiteraúíra;·:fue ta 

·- , ·:. ,_ . ?'-:l-~. ::·;,:f::i(?:1:;y-;~_,:;~;L:.~&1l}:.5;·rt:';~~::~'~~¿~:~/~-~;~;~·=Y!~~;~:~~-1 :·L:::·:-c:,,'-·:.::\'.:~ ,'-.'-_~:,f: ,-.-:,~-- . __ .. :;_.·.·_./>». '.::-.·<:·- ·:,,:'..~·: . ·>·:'Y." . .- ··_· ·'<<: . : 
observación de que.el .. más)~rgC>/fg1det~ctiido;co~rr~spOri?iótaJa.~epa de referenciaDowns (14:30. 

h), lo que explic~ •. su!~ei~f~6:(~~~~~l~{~¡~~~~J-R··~ti~'.;e"i~~:~~;~r;~:firni~.~i(), .• 1n}iY·lent~_:··f:ste.l1,~l.taz~o··es .. 
apreciabte·además po.rfaci~éticá'aesú1curva'Oe'C:r,ecimit:nto_con una fáse lag .111u~larg~'.(12h) .y . 

:::":":~·::t~:11:i~~~l~~~~~~~¡~~f ~~i~I;~~;i;::~;é,~~iriir:~~~;:r: :: 
forma _clínicll_ i1i,.~o~~~_lj)_r.¡g~1i:~g~óg~afJCO"~~~J<?~·:a¡S1adoS:y/9 '_cep_á:S es.tud~ada·s .. ~c: ~:: -_._·.:.::· ~h~.;- ·.·,.~: 

. . .; ·.:: .. ~- ~.~/: :· :: :,( ~-'·~;}::é.:{/7~\~·;.~_'i'.~~·.;·éóI-Il' ~;;.:?~"},:;>:~.:/~>~<~~·;?r::~)-~~·~!·~~:~;:~~}·'f;{t\~:'.;_ ,::--::"':~:_·,. :·:::· ~"·,:_,~,. _ . -,.- :: .. ·:: ·;:~-"-'.< :·;·<,"'.. ·:; \/~?~~}.: ;::·· ''-. -·'·-:.>: (;.'._. ,-" · -
E1.·poli1l1·o•rfi~ip'o,~enéticOéobteni~o;po(RP.PD~~GR'perrniti.ó únadefinid~,agrupación de 

;IEitf if llliltlllllii~l~!f f :~:t~if lii!~i?.~~~i 
procedentes 'de)Ainérica :del)'?lor~é%CeiitfaL Ambas· bandas. estári: en:proces6 de purificación y 

· -;·~- ,:_. :~_ -:,~·-~.:A· .... )·i~.:~~'.-.":,}t.~/t~iF~.~:3.g~t"~z~~i~·r~~·;;~'.:~>>.~~:'.:f:: :-;:;t:.:,;~,~)>:: :\:~,· ·~·:·'.',;.· '<':,:· :~\:- .·~~ :~;::;:_·_·:_~·¡,_·, ··-s:~-~',-;·;:f.!~:'_;.r:~~4?~--~~tf>;;:{:"~-/ .:;- .-
·. secuenc1ac1on par~.,!a~postén~¡;,ut1hza~1()1Ycomo•·sondas· especlficas;par.a}H.?capsulatum (M. R. 

Rey;s~fy16-rit~s;.~'.~~,~~.~i,~~~,i~:~;f~~~s~~al~: .•. ~.?s·'.'.~is'.t~d;~,~····~ifi~:{í?~'~,cl,~~¿;~~~(~;;.j'.:~~~~edentes de 
pacientes· .... co'n , histoplas1T1osis,_:Q¡sel11iriacla }asociada a': SIDJ;Y co~p'artieiéin Ieif mishº •• patrón 

po 1 i.rnÓr fic~: ~¿¿;~ .... •:~n ·,f ~is\rici~:.~~A~~d~~te: ;de _• .• Ün·-:. ~ª~'.d· .. '6ír~i.~~·~~;~¡~·~~W~:f~~\' :h¡;~º~.tasrnosis _ 

mucocutáneá nC>·a~ociada ~SIDA. Ade~á~.Jos aisÍ~dos d~ .;,-~~¿Íéla~os-incl~ido~e"n el estudio 
' "" .. · . ,. . ' ·-, - .· .- ·'_ ... -- '• ,,, ·-'·. . -
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. . . ' . . -

presentm:on un patrón de· RAPD-PCR idénticc:i at· de los ·alslad<J~, p;o:i:~de1~tbs de pacientes 

mexicanos anteriormeúte. mencionado~, asimis1~0 ~I d~ la ¿epa':d-2.17'8 (61a~f: ~ de EUA) y del 
- --- - - -. ---· ---- - --- - '-~""'"= -~.,_..,_-_=:º':"~,':, <".""'>~:· ""'""".~\~·~:- _7~·.~',~·7º--~c.~.,,~~.~:0-:--".""·~'.~:i~·~~-- -.-: ' ·" ... ~--. ~- ~- -

aislado H. l .12.96 de Guatemala, lo qt1e sugiere una estrecha réí~ció11L¿ntre casos clínicos y 

fuentes de infección en la naturaleza; com~artie'rid~ u11 ~ó~il:ÍI~ pafióri ¡;¡)(i~ó,di~~ reglo~aL. Por 
' , • O ' ' ·- '"" ••• ,.,_ ,• C• • i ,•- ·,~ ;:.--·· -,•_ ···-" :-~··, ·.¡;¡,-~ ,·.-·:'5'":'"-, ,:,¡-·: O"' L •, 

otro. lado, los aislados clínicos de Argentiria'presentaro11 lln polimorfismi:/iC!éntico entre ~í, lo que 
· . - · · -. :-. .. '. .:::· .::. --· . , :::_·" -· ~.>::~,. ·::::'.- ._. ,!.···.- :-: ;?_·-,, .:~y:< _·:J!~:··/·:V·f,:>:;_:-:\<·· "~:-::-~ . . . 

podría.representar.otro .posible patrón regional para e1 suridel T~ntinente americano.AUnque, no 

se encontró una asocia~ió~ direc;k ;rit~~~li~o~fl~;~o~.~e~:étÍ~~'1'J~·;~;~~ ~l'f~·¡¿;·mu~~c~tánea 
de la enfermedad, al ai1álisis de los porc~ntajes·de simiiltucle~P.·e~~do¡ e11.el denclrn:grama reiteró 

la diversidad polimórflca de los.;ai~Iad~sy/o,:é:epas,estuªi~~~~.~'.•defÍnierid() tres grupo~ que se 

asociaron de preferencia a los'·pat~()ri~s ;olimórfi6()~'ge~g~~fi~6s 1~~s:'~u,e k las formas clínicas de 
la enfermedad. . , ' •.. ·:{ ;;i' : .. : \·:\')·!·'._';./'. !¡~'. .•.. . . 

El análisis .·del c~~;'.:?t}~?~(~.J:.{f.:i~~~~zJz~l:~[,q,)Jai~~!,i~;.\}1~r~·? ,diferencias genotípicas entre 
aislados y/o cepas deLho~go,'·.C()J11(),;lo;'O.~fihe ~L~~~u~io·q;~' la cepa Downs por electroforesis de 

::·~:º,:;:·:,;!:~i~l~.#r~~~iIS~~!i~~~~.~~Éi~!t~º::,::: :.:,::::::~,:::';:~t 
Asimismo;·; résúltados~'. p'relimiriares~de::~Cantérós et al. (54) mostraron que las cepas 

', . ... . . .:'.·: \ ":'{.:.:-._i~:_,:{;~.,~,;;j:~·~~· ;·.;:r-J;~-~.(;\~;~_:/!,'.¿~i:·_{·'-:.-;<>::' .~:,-·:::.:~·>;,~t~;~!)~:..~.:,:.~(f :~f·!'. i' ~:'.).~ . .- ~:·; ... < :' '. :. . "':. ~:·. . :· ' __ · .-, 
procedeútes de::Méxicó tienéi1üri:ca~iotipo'.lnuy:relaciónado a la cepa G-2 l 7B (comparten cuatro 

... :">~ -<:t~ ... ·--~?;:~.•-:·i·1~~~ .. \~~:;:·:·.~=~,~~;;\,;;,~_G;(é.~~~-:(,:;:,~:,~.<~\'.J~_::.::/~~~;~.:':'.'.~:-t-?;{;,\:.:h:~: :.\~ : ..... ·:< :-- -, . : :' < ,..;.-.;~ .. ¡_. _;\;_:-.·~--.: ~,:· - ' ~: 
cromosomas) 'y'di fiéren~'d_e': lás ·argeñiii'ias qüé.lierlen tres ·cromosomas. N uevamente,este ·análisis 

; ))~,>·.:::-:;:;.'·:'.;_:~:~:~::~:},V.':~'~ :>~1;;,::;;,?~.~¿:_'.~:~·.;~>:\ ·~;.';'.;,~j:-·:;f~:,;J~·-i'' ~-~t\:'./l-~;f~-:.'.~~·~~~~:-1 ·~,·;>·. _:·~-'~;__ '.'. . ': ·.. .· ;· .. :. <º.'?· .. ·~)-'··:·: .. · :·:~·: :. ·. ;..;-,,, . ·" "> ' 
destaca patrories nluy.regiOriálés.más qúe diferériciássutiles de carácterclínico.:;4;:'., .. •. :,· ··( · 

- ~:- .:- · ... _;'<~_f}!:>~.-::.~~,~,,~:}~.~-;·L~:~:-;-.;;~i~: ~:'<~;~~: :,.· ·::~1;,:.\.~;t/: ·:· .. ;\;t,.·:·~¡~~:~;r .. '":.-;,::,~;f\:::i·.- :\~ .. - º · ~ . • ·•. "- ,. ··"·· :~ . ...--~-,.::¡~~'°.--~-,;~'-:-~· /~J-S~ ·. ·-~: .. · .:. -· 
:La,;osecuenciac1on';;parcial.,de:;·genes, conocidos constituye un, método ·accesible para 

- -_.·~. . .~:·.:·· ':,:~-,.~:.-~. :· .. -;;t::~ :~:=:t,:;"'."'i~-~~--~;_ :'~::~~:.·,/,f:~-.!; ::-·:;.~~:5~:\,l:'(·-¡~.:::_J,;;.::. __ , :-.: .-__ ;·.i:':. _:.~. ·;·· -·: ,:-.. ,· _--:_. . :~- .- ·.', .. /" ,-,. ~ ::·~'.' ,,.,;y: _ _:.~;\;:~:::i,·,~;, .. ,,_¡-/~·-,· _, '';.: .. -· --.• -

cori'oborar la~ relációri\dé' iderilidád 'entre' aislados.y/Ó e cepas y . p'ermité 'iái:lémás;>detérminar 
' ·:- .')-": ._ .. :::,.:'.·;;,.--~\~,,,-.. :<-'~~:·-:· ~'.,;.'.·~»::··:.:-:<~ .-: ';:? :~; ·; ~ ,_!-~'.~;·:::~~~~~·: \):;'~>"~:'.:'~:::' : ___ .:.::.'."':·· : :_·, :<-.: .<;".-...... \ . .\ .· ·;_'.·, ~::.- .·<·:~" .. ";";:~:.:·:. ~' ~~·:-~.Jl'.-._,~:-~:-::~-:':.>.1·::/;":'.~:.;·~· ! ·-.:<--~ 
cambios sutiles de;IJ~se~:'(posibJes'jnUt~dones 'pór' inserciorÍés o''deJecciÓne's) '.,enlói fragmentos 

·- ·"
1

_. -... ~~.\.F;:· ~.'·{:->~:(Y;.·,.-:t-~\·:;, -:.-·.~~:~: .... ~.-~:?-?; ~/:;;·./_~:;?\~º-~(:·_,:·:~,.:~·;~·:(~;"°,~\ <<-< ,- -~-' . _;--\: , ~:-··:·. ---:::>·~-~,~:::'.-~E·::~?~-; ~::.:~,~~~;;~;o.:)J~t?.~~}~;~.~~'. (;~;~:: /,:.7 .-·_-<~ · 
gemcos secu~nc.1,~d~~;~;;;part1r'.;de.,i la{a!1)p!1ficac!on .··del.· DNA d.e''c~.d~1.,a1~!~~0,'y(,o/c~pa; con 

·· _. ___ .: :: ~ · \<~ .". ·:?·:.º.\->'..- :'.-.'-. .:·/_,~'_<·, .· -.),;:_ ''.i'..%.; ·:\·~:.:r-'.~.~_,-.· ·~:,,~~:>>•:;:·::·:.·-;:{ -~, .. ': ·-t:.-·:·., . ".: · . · , --.: · , :· ::.·:·: ~:<!~· ,"f?~~_.:,~~,~·:y.~.~:~;Jt;,;:-.'.·:.·.s:. :.'.,.·:. ·.<:.~·: .. :.: ,,_,; ' .. - · ·- .. 
oligonucleó.tidos.,específicos•para•losgenes'ARF,·.H-ANT/, OLE y'TUBJ ,':référidos;óriginalmente 

. ·.' :-< · :·_../ ·:.-/. ··,, · ~,:, " · :·: :·-'.:_~:~-~-í:·~,;':": ·:·:·r;_:·:f~·;. ;1/::·;.c~·r/:~~_;-';,;·, :::': >\:~-;: -~· ··. ·._:; , , ... -;/;'::'·:,::;:;:·:~:\/' . .-.. ;~:;,' "· . _ 
para la cepaQ~217B.por.:Kasu&á'et:ql.J18); ', ... -'· .. ';, '.:'' !'.'.; 

, Cuan~~~~· c~;~p·~i:~1:~:n:1ií·e~ll~~~~:é1 programa BLAST 2 (46), las se·~~~~~ia~ ~~~ciales de 

:~~2,:~~i~~~f ~f~~!J~~~~~~~:;:;:::~7~::::.E~~t~:!~:=~::: 
polimorfismoi'~ t~vf:lando' al~Ós.!.porcentajes de identidad entre ellos (Tabla 7). Por otro lado, el 

' •<. ;.·;· .-•• -;'' .,., 

gen TUBJ presentó.m~yor pÓ!imorfismo en relación con los tres genes anteriores, aunque de 
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modo similar a ARF, H-ANTI y OLE no permitió detectar diferencias· críticas e~tre los aislados · 

y/o cepas relacionadas. Estos resultados coinciden con los reportados porKas~ga_ et al. (18, 19), 

donde se registraron porcentajes de identidad muy similares para este gen. El gen TUBJ estará 

sujeto a estudios posteriores, debido al alto polimorfismo presentado en los aislados y/o cepas de 

H. caps11latu111. Además, los bajos porcentajes de mutaciones por inserciones o delecciones en los 

fragmentos genicos secuenciados norevelaron cambios sustanciales ent~e los aislados ~/o 

estudiadas. Los más altos porcentajes de identidad reportados en la. tabla 7 para la cepa 

referencia G-2178 se debieron ·.·a.·q~.e 'ésia constituye la. fuente origin.~ria·· de·los ..• fragl11ente.s. 

génicos analizados y .depo~ifad~;·e~%1'.s!lndo de :aenes.·.~on·est~ 1l1~t@o ade1nás,'.;fü~,)Jó~ibl~. <·· 

;~::;:~;· .:b:·;::·1:nd:::"~:~1~tJ''1t~:Ji°';:f1~,~~;,~~l~Ifa%~~r;~~¡;¡;~~~{~~~t~ 
aislados•no coniparten .el origen. geográfico; si •·c:ampáiteri;·üna•característiéá•clínica.·éOmún, .·la 

¡ ', _' ' : • • · ., . - -,-- - '--;/~ •• -;\,, .·!;"_.:;_.· .• -,~-t~:t~:?/~:::i«~ -~~i·;¿, ~,','.';-'....- .. ~;;:;}· ,:l~"!';'.>o·~.·>'.,_~- l.~,/ . · "--

forma mucocutáiiea d.e la hist.oplasmósis;<! . • . ~ .•. y .•.. ) '.'./~; ~fi:.•. '·· /'!: .'.·: · .• ' ; ··~~.;:.?• x< ; .. 
En .. ta.·actualid<ld, ··se- l~an .des~rro,ll~d·~,c~h_ntirig~f;·;~ér~~r~~l~.~.~1e_;}~~r·{~A~~~¡J'ip_f)1~~§1~re; .. _ 

para estudiar . aspectos epidel11iológico's y .de• divers:idád genéti~a-· ~~;·~~·· capsullitilm. Esto.s 

marcad·?.~es···•·····. h.+. •."~]~i:~~~f °;.-,~f¡~f ?~-- ••.~e!~~1ff ~~~~t~·,;i;Jci1~V~~f -~~~~\~~:~\1~~}~s.;ti;:r~~~u~·r\te*·~?te_ 
correla.c1on.ani~on el. 0~1gen: geografico ~º1TIº· l().imue~tranJV1n·c~nt'et,al:·. (8)/.~p1tzer; et al.,(9); y 

Keath. ~~-·-.ªD.c 1~?,)~jliR~~~~~j~~~~~;~:;~~.~~f.ii~Es~/~;iffe,~.·f?BR".§aÍ~H;~j:•f,f},~\{1;ii;-~~'.,~~l'.;r~§J-~.tfar~~· 
tres marcadores 'mu ltialéHéó~-.qlle ;tieneñ•• la; cáfacterístic~:'de>'ser;~hipef\lári~bles ;y,jpor lo_·: tanto. 

::~~~:;t~~~~~tt~~~~f J~1f l81:s:;Ic~2~;~J~~~~l:~1~~~:::.! 
tipificar y, det~rminar:ni~elés•de variación genética• de' ais.tad?s ideLhor1go, provenientes de. 

=~~:::.:.rtr~;~~~º~t~.6*~'~'~d;;Z:1~!.:1i:::"~.:·.:~!UJ!~~t:~~;~!~::,::::. :; ... 
• •• • •, ,, • .-·,.•·-•,f~L;:~•·• 0·''"•"''·'· • - • :';";'•, '•· ;:\,, :,;~~,.>> ·~.:->r,_·,.,_.:;.•·, ":,\;;'i 

características·muype~üliare~ (SS):C · ·,. .·· ... ·• ... · ·. ... ·' . , ..• ·.··.. . ·:· •· .. .. ·; ;; . 

~::~·:E~~r~:ir~§1:~~~~~11u~1t~~~~~~~rti~~:t~¡~~~;~~r;~~l!f~t····· 
patrones de'secl.leñ'C:iasJ~~i~ria<l6'~ H;~6'iiáos0A (con 3 represeniaéiones'A'- l/A~2;;:A..:.3), B lia~ta ; 
H. Doce aislados de I~dianá~,olisse~l~sificaron enc~atro tipos diferentes(A~l, A-iA:3, F), cl~s 
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de Nueva York en.ertipo a, trescledistintas~iÜdád~~}Ie EÚ.:\ erieltip~;F;y los réstÓrites·se 

ttbicaron .. en .tipos .. diforentes .... En ... este'é~tudio;taCep~;.·~c)\~ns_:[cl.ase···l:;de.'~¡rident-et···.ª'····(8)] .·se 

agrupó. con dos .. aisl.~dos •. tipo·.F'.u:n•?.~~~;:~2ffi:~2á~~l~.s.:~,?~~~.Y~t~%~BfJ:,~51.;;~~>lt.-~~;c·~.nt eta/. 

(8)], poi· lo é¡ue los autores'sugieren qúé~•ésfo<rnétódo de' tipificación ~rellbicáfaislados de otras . . . . . . , , :·.é:i~.·'t(. ·;,·· ·.,,. : ·' //:' \;.'''· ,, ;;,;:,y ;:•r. .·,. 

poi imórficos para los ~i~trid~~ ést~diados de diferentes país~s,>~or estii r~iónf é~~~~ friJrcádores 

fueron utilizados, para c~~acterizar los aislados y/o cepas del presente e~tudio. ' 
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CONCLUSIONES 

Las características fenotípicas ·. de . los aislados .. y/o cepas estudiados, como la 

termosensibilidad )y. el tiempc>de 'genera~ió11, son ';evento~ .. fisiológicos aparentemen,te· no 

rel•cio•;:~;:~~;~~:l~r,':.~,~~:¡;:;~2['~~}~ ~;~~~~~:;4;~;.:::[~~,:~f ;,::;:~1;~"' 
1nmunocornprornet1dos;·co1110· es el. cas~ de; laccepa~.Down~; (m111unod~pres1~n'n? ·a~ociadaa 

patología i;1fe~~i¿s~) y ·de·. los aisl~dos,;}~}dÚ~])'~i;~6i~N;.~r~~~d~~~e~·(~d/~~.ci~;tes' ~·bn 
histoplasÚ1bsis asociada a SIDA. ;::.. ~:'.';:; ~';' \.:. .'¡c{;'.f;; .. ':;:<;',;; :,.};:}'; ;:',: i . '; 

El polimorfismo genético revelaoó por.RAPb~h::Ri)í el sÜJ,·~~~Ü~J~Janáti'sis''Ú!~·imÜitúd 

:::~~~~ne~:::::::.:, ::~:~~:",:f ~i~;;j)~~~~~~:::¡:~'¡§~~¡~~~f 1if~:!~.1i,~ ;:u 
La secuenciación pari::ial ··de .geries'cónoCidos perrí1itió;cofroborar lá: alta· identidad; entre 

los aislados y/o cepas estt1~·¡~~~?H~;1~h~·~·".¿k~·!iª'¡j{~<\jS'.~~''.B'?t~~·~t\~J,~g'/~~~¡~'qi~$¡~~~~~.i~'.'1os .. ·• 

"ª"m':::::;'::·,;~§ii~i{~lf '~!,~~i~lf t~i~''i~1i~~~~~[~Íl~~~~~!iii~~i~Hi.:~,~·~ · 
del patógeno ·~ara·explica·r;e1.:fropis~o~pe.#'.'caps111aji1í11•.haFiª_p¡~15ymucosas.:<>. s~:prere·renciá 

:::nirg~~]!j1~tt1~I1~Jli~f~Bl~~~~~tf ;:~f l:~~~1r6~WZW1i1!~t1.:: 
aislados de f\i~~·ritfriri qüe ¿oriiparteií ~na ~~r~dte~Í~ti~~ clí~ica comÓri, la rC>~rriam~C:~bi'.itá¡,ea de 

la histopla~rnC>sis.c 
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TABLA l. Relación de los aislados y/o cepas de J/. capsulatum de diferentes procedencias y 
fuentes , 

No. REGISTRO 

EH-316* 
EH-317* 
EH-324* 
EH-326* 
EH-359* 
EH-373* 
EH-375* 
H.1.12.96* 
G-2178* 
Downs* 
01/97** 
02/97** 
01/98** 
02/98** 
1-lc993267** 

PROCEDENCIA 

México, Guerrero 
México, Morelos 
México, Distrito Federal 
México, Distrito Federal 
México, Oaxaca 
México, Morelos 
México, Morelos 
Guatemala, Guatemala 
Estados Unidos de América 
Estados Unidos de América 
Argentina 
Argentina 
Argentina 
Argentina 
Argentina 

FUENTE 

Humano SIDA (HD) 
Humano SIDA (HD) 
Humano SIDA (I-ID) 
Humano SIDA (I-ID) 
Humano (HMC) 
Murciélago 
Murciélago 
Humano (HC) 
Humano (HD) 
Humano-Inmunodeprimido (HMC) 
Humano SIDA (HMC) 
Humano SIDA (HMC) 
Humano SIDA (HMC) 
Humano SIDA (HMC) 
Humano SIDA (HMC) 

1-ID- histoplasmosis diseminada; HMC- histopl~smosis mucocutánea; HC- histoplasmosis 
cutánea. Los aislados EH-373 y 375 fueron obtenid,os de pulmón de murciélagos naturalmente 
infectados y capturados al azar. *Laborátorio de Inmunología de Hongos, Departamento de 
Microbiología y Parasitología, Facultad de Medicina, UNAM; **Instituto Nacional de 
Enfermedades Infecciosas, Buenos Aires, Instituto Nacional del Nordeste e Instituto de Medicina 
Regional, Chaco, Argentina. 
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TABLA 2. C:i'rá~tcrística's de 'la fase lev:Íduríforme 
capsu/a/11111 

AISLADO 

EH-316 
EH-317 
El-1-324 
El-1-326 
El-1-359 
El-1-373 
El-1-375 
H.1.12.96 
G-2178 
Downs 
01/97 
02/97 
01/98 
02/98 
He 993267 

X±DS 

CONVERSIÓN 
DIMÓRFICA 
(semanas) 

3 
2 
2 
2 
2 
2 
1 
1 
2 
2 
3 
1 
2 
2 
2 

COLONIA*, 

regular 
regular 
regúlar 
regular 
regular 
regular 
regular 
regular 
regular 
regular 
regular 
regular 
regular 
regular 
regular 
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aislados y/o cepas de H. 

.LEVADURA 
(diámetros en µm) 

. Ls2 ,. ~,~;'.'J,';,55 : 
·. I .98 ·~ ·i:. J:55 •. _ 

· 1~98 i X ' .. ]55,,, 
t.95 .' x -" f:58 < 

·1:55 .;'x '·:: ,,1.35 · 
· 1 : ~i5-. · x ' '.: t'.48 · 

L75 x,~ ,).32 
1.82,'-, X':'' L39 . 

.. 1 .. 72·;.gk t.3s ... 
.· ... 1.65 -' xs:, 1;32 . 

1;72 X ' J\J5 ., 
1 ;75 :, x <; fr35.< 

·· 1'.93 U: x, · ... ¡j5 
1.'88' , x < 1As 
L72 x 1.32· 

:·-' :::'./~\· ... \~' ;:_)· ·,'.-: ~· 

i ¡·_3(Ji:Q:1':3s"){:]A:3 ±0.102 
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T ABLÁ 3. Regisfr~ de lo~ d~t~s del crcci.ndento de' la fase levaduriforme de los aislados y/o 
cepas de l'L capsiilatitm a diferentcsfomperaturns 

·~·~,, "·'' : 

:!26;0·.<' 
AISLADOt 'X±DS 

EH-316 c. 

EH-317 · 
EH-324. 
EH-326 
EH-373 
EH-375 
I-LJ.J2.96 
G-2178. 
Downs 
OJ/97 
02197 
OJ/98 
02/98 
He 993267 

.0.200 ±o 
0.200 ±o 
0.204 ± 0.16 
O. J 84 ± 0.008 
O. J 40 ± 0.006 
0.203 ± 0.006 
O.J87 ± O.OJ J 
0.200 ±o 
0.200 ±o 
0.2 J 8 ± 0.005 
0.209 ± o.o J 3 
0.296 ± o.o J 3 
0.222 ± o.o J 6 
O.J84 ± O.OJ2 

D010 
AISLADO X± DS 

EH-3 J6 
EH-3J7 
EJ-I.:324 
El-1~326 
EH-373. 
EH~375 
H.Ll2.96 
G-2178 
Downs. 
,01/97 
,02/97 
OJ/98 
02/98 " 
He 993267 

0.200 ±o 
0.200 ±o 
O. J 68 ± 0.045 
O.J78 ± O.OJ8 
0.150 ±O.OJO 
0.213 ± 0.015 

'0.194 ± 0.015 
0.200 ±o 
0.200± o 
0.210 ± O.OJ3 
0.194 ±O.OJO 
0.287 ± O.OJ3' 
0.210 ± O.OJ l 

' 0.203 ± 0.021 

···Qºi~' ··••· .... ·· •X±DS 

0.790 ± 0.02 
0.875 ± o.o 14 
0.802 ± 0.039 
0.747 ± 0.045 
0.6J7 ± 0.021 
0.9J9 ± 0.06J 
0.667 ± 0.031 
0.931 ± 0.025 
0.238 ± 0.024 
0.235 ± 0.019' 
0.595 ± 0.035 
0.986 ± 0.066 ' 
0.766 ±,0.014. 
0.721± 0.022' 

·.40,ºC 
0016 
x:l:Ds 

D0124 
X±DS 

' 1.006 ± 0.033 1.063 ± 0.027 
•' 1.020 ± 0.036'• é'. (d.075 ±O.OJ6 

o.19.o±;o.066 ..•. ·.···•· · •. ·o.7s6 ±o.014 
. 0.765 ± .. 0~052'· .···.· O.Sil ::1:0:090 

0.865 :±/0;035 ' ' ' 0.911 ± 0.040 
o.853±: o.o:i& · · o.943 ± 0.035 
0.816±0.047 0.816±0.047 
1.022 :1: 0.042 J .022 ± 0.042 
0.372 ± 0.031 0.495 ± 0.024 
0.230 ± 0.013 0.947 ± 0.037 
0.756 ± 0.035 0.756 ± 0.035 

·, 0.885 ± 0.055 0.898 ± 0.042 
0.916 ± 0.037 0.916 ± 0.037 
0.872 ± 0.025 0.872 ± 0.025 

00112 
X±DS 

00(24' 
.x·±os 

0.200::1:0.012 .o.201·:1:0.006"/~ .·· }l4s1::1:0.059··· 
0.221±0.016 0.211 ±~o.Oil'.:.\ ·.: 0.211±0 .. 011. 
0.662 ± o.o5 J o.64o·±o~o99n··. <:0:114 ±.0.102 
o.696 ::1: o.o4s o.641 ±o.o.so< ·· ;•0.616 ± 0.011 
o.667 ± 0.026 0.156±·0.034 · ,'0.796 ± o.o3s 
0.914 ± 0.052 . o:842J?o.b49 · · o.s9s ± 0.019 

g:~~~ ! g:g; ~. g:~1ff g:g~~ ... g:~~~ ! g:g~~ 
0.216 ± o.oos .·: •• ; h;o22pJo.oo5 0.600 ± 0.020 
0.2J4±0.0I2i .•·. ;0;234±0.010 0.849±0.041 
0.625 ± p.048: '• ':, ''0,804 ± 0.037 0.804 ± 0.037 
0~873 :!: O~Ql.4•; ' 0.581.± 0.043 0.037 ± 0.028 
0.612 ± 0.030,: 0.733 ± 0.032 0.733 ± 0.032 
0.606 ± 0.045 '' 0.684 ± 0.044 0.684 ± 0.044 

' ' 

Se calculÓia media y iaclesviación estándar de las ocho lecturas de DO de cada aislado, en las 
distintas temperaturas y tiempos de incubación probados. 
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TABLA 4. Efceto de Ía t~~oiC>scnsibilidad de la fase levacluriform~ en el crecimienfo de los 
aislados y/o cepas de II ..• cajJs11latú111.·· 

- ,:.;-~- -4c';~,:-___ 

.. 

ORIGEN · %rNHIBICIÓN(%I)A40ºC 
16 112 . 

EH~316 ~--,-.-'"'-'-'--:,·o- Humano SIDA(HD) MX 100 .. 99.9. 
EH-317 Humano SIDA (HD) MX 96.9 98 
EH-324 Humano SIDA (HD) MX 17.4 19.5 
EH-326 Humano SIDA (HD) MX 8 .20.4 
El-1~373 Murciélago MX 8.4 . 16.4 
EH-375. Murciélago MX 2:1 4 
H.1.12.96 Humano (HC) GT 22.1 23.9 
G-2178 Humano (HD) EUA 38.4 46.2 
Downs Humano (HMC) EUA 57.9. 88.4 
01/97 Humano SIDA (HMC) AR 76.5 .O 
02/97 Humano SIDA (HMC) AR o ·º 01/98 Humano SIDA (HMC) AR 15.5 · .. 49.8 
02/98 Humano SIDA (HMC) AR 26.2 24.7 . 
Hc993267 Humano SIDA (HMC) AR 25 30.1 

Los ensayos de termosensibilidad vienen descritos con detalles en materiales y método~. Para el 
cálculo del% 1 se consideró la fórmula:% 1 = 1- (DOiy - DOw a 40 ºC/DOíy -D01ó a 37 ºC) x 
100, siendo "y" cada uno de los tiempos de lectura de DO. HD- histoplasmosis diseminada; 
HMC- histoplasmosis mucocutánea; HC- histoplasmosis cutánea; EUA- Estados Unidos de 
América; MX- México; GT- Guatemala; AR-Argentina. 
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TABLA 5. Tiempocle generación de la fase lcvaduriforme de los aislados y/o cepas de 11. 
capsulatum 

AISLADO 

EH-316 
EH-317 
EH-324 
EH-326 
EH-373 
EH-375 

·H.1,12.96 
G"217B . 
Dówris' 
01/97 ' 
02/97. 

. 01/98 
02/98 
Hc993267 

FUENTE 

Humano SIDA (HD) 
Humano SIDA (HD) 
Humano SIDA (HD) 
Humano SIDA (HD) 
Murciélago 
Murciélago 
Humano (HC) 
Humano (HD) 
Humano (1-IMC) 
Humano SIDA (J-IMC) 
Humano SIDA (HMC) 
Humano SIDA (J-IMC) 
Humano SIDA (HMC) 
Humano SIDA (HMC) . 

ORIGEN 

MX 
MX 
MX 
MX 
MX 
MX 
GT 
EUA 
EUA · 
AR 
AR 

> ·AR 
·.··.•·.AR 

AR 

.,. " . 

PROMEDIO DEL 
TIEMPO DE 
GENERACIÓN (Tg) 

5:07 
5:00 
3:25 
3:00 
5:40 
3:00 
6:15 
5:00 
14:30 
8:50 
6:30 
3:30 
6:25 
5;¡5 

(h) 

El procedimiento y cálculo del Tg vienen descritos con detalles en materiales y métodos. El 
promedio del Tg representa el cálculo de éste considerando dos grupos extrapolados en la 
péndiente de la fase logarítmica mediana de crecimiento, uno sobre el estadio medio y el otro 
sobre el tardío. HD- histoplasmosis diseminada; HMC- histoplasmosis mucocutánea; HC­
histoplasmosis cutánea; EUA- Estados Unidos de América; MX- México; GT- Guatemala; AR­
Argentina. 
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TABLA 6. Matriz de datos de los perfiles de RAPD-PCR obtenidos de los aislados y/o cepas de//. caps11/tlt11111 

Kb 
>1.2 1.2 1.1 0.79 0.64 0.52 0.47 0.41 0.37 0.246 0.15 <0.123 

Rf 
0.296 0.418 0.454 0.545 0.600 0.636 0.672 0.727 0.763 0.854 0.963 1.09 

Migrnción 
.3 2.3 2.S 3.0 3.3 3.5 3.7 40 -1.:? 4.7 5.3 6.0 

Ell-316 1 1 1 o o 1 
Ell-317 1 1 1 o o o 1 
Ell-324 1 1 1 o o o 1 
Ell-326 1 1 1 o o o 1 
Ell-359 1 1 1 o o o 1 
Ell-373 1 1 1 o o o 1 
Ell-375 1 1 1 o o o 1 
11.1.12.96 1 1 1 o o o 1 
G-2170 1 1 1 o o o 1 
Downs o o 1 1 o 1 o 
01/97 o o o o 1 o o 
02191 o o o o 1 o o 
01/98 o o o o 1 o o 
02/98 o o o o 1 o o 
llc993267 o o o o 1 o o 

A partir de los perfiles de los fragmentos de DNA de la figura 6 se calcularon los Rf según la fórmula: Distancia del 
DNA migrado del origen/Distancia del frente de corrimiento. Los valores de Kb se calcularon según Sambrook el al. 
( 45) y se consideró además la ayuda del programa Biolmage por comparación con el marcador molecular 123 bp 
DNA Ladder, graficando en papel semilogarítmico los valores de los estándares (Kb vs. Rf) y extrapolando los Kb de 
cada banda de DNA, según sus respectivos Rf. Se dieron valores arbitrarios de 1-0 para la construcción de la matriz, 
1 indicando la presencia de la banda y el valor O a la ausencia de ésta. 

--'"--~----------~ 
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TABLA 7. Comparación del alineamiento de las sccuenci:ts de los gcncsARF, 11-ANTI, OLE 
y TUBl de una cepa de referencia de EUA, con cada secuencia parcial generada por los 
oligonúclcótidos ·arfl ·y arf2, H-anti3 y H-anti4, ole3 y olc4, y tubl y tub2, de los DNA 
obtenidos de los aislados y/o cepas de 11. caps11/at11111 estudiadas 

GEN ARF (Nº Acceso L25 117) 
DNA ORIGEN IDENTIDAD 

EH-3 16 .. ·~ ;_ürii:liúiirlC> SIDA (HD) MX 
EH-3 17 .. ; ;Humano SIDA (!-ID) MX 
EH-324 < ~Iuriiario SIDA (HD) MX 
EH-326 HÚmano SIDA (HD) MX 
EH-359 · Humano (HMC) MX 
EH-373 Murciélago MX 
EI-1-375 Murciélago MX 
H.1.12.96 Humano (HC) GT 
G-2178 Humano (HD) EUA 
Downs 
01/97 
02/97 
01/98 
02/98 
Hc993267 .. 

Humano (HMC) EUA 
Humano SIDA (I-IMC) AR 
Humano SIDA (HMC) AR . 
Humano SIDA (HMC) AR 
Humano SIDA (HMC) AR 
Humano SIDA (HMC) AR 

447/463 (96 %) 
452/466 (96 %) 
452/466 (96 %) 
451/465 (96 %) 
457/473 (96 %) 
450/467 (96 %) 
450/465 (96 %) 
460/475 (96 %) 
464/465 (99 %) 
NO 
NO 
456/4 73 (96 %) 
455/468 (97 %) 
455/468 (97 %) 
183/191 (95 %) 

GEN H-ANTI (Nº Acceso U20346) 
DNA .. 

EH-316 
EH~317 
EH-324 
EH~326 
El-!~359 · 
EH-373 
EI-1~375 . 

. I-Ll.12.96 
. G-2178. 
-_oowris 

0.1197 
02/97 
01/98 
02/98 
Hc993267 

.FUENTE ORIGEN IDENTIDAD 

Humano SIDA (HD) MX 
Humano SIDA (HD) MX 
Humano SIDA (HD) MX 
Humano SIDA (HD) MX 
Humano (HMC) MX 
Murciélago MX 
Murciélago MX 
Humano (HC) GT 
Humano (HD) EUA 
Humano (HMC) EUA 
Humano SIDA (HMC) AR 
Humano SIDA (HMC) AR 
Humano SIDA (HMC) AR 
Humano SIDA (HMC) AR 
Humano SIDA (HMC) AR 
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390/407 (95 %) 
403/422 (95 %) 
392/41 o (95 %) 
394/412 (95 %) 
392/409 (95 %) 
400/419 (95 %) 
400/418 (95 %) 
398/415 (95 %) 
406/412 (98 %) 
408/411 (99 %) 
399/417 (95 %) 
397/412 (96 %) 
393/409 (96 %) 
392/407 (96 %) 
390/405 (96 %) 

I/D* 

4/463 (O%) 
4/466 (O%) 
4/466 (O%) 
4/465 (O%) 
4/473 (O%) 
5/467 (1 %) 
4/465 (O%) 
4/475 (O%) 
(-) 
ND. 
ND 
3/473 (O%). 
3/468 (O%) 
3/468 (O%) 
4/191 (2 %) 

I/D* 

. . ,. -.' · .. 
3/407.(0 %) .·. 
4/422 (O%) 
4/410JO %) . 
4/412(0%) 
3/409 (O%) 
4/419 (O%) 
3/418 (O%) 
3/415 (O%)· 
l/412 (O%) 
2/411(0 %) 
4/417 (O%) 
3/412 (O%) 
3/409 (O%) 
3/407 (O%) 
3/405 (O%) 
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TABLA 7. Corltinunción 

GEN OLE (Nº Acceso X85962) 
DNA FUENTE ORIGEN IDENTIDAD I/D* 

EH-316 Humano SIDA (HD) MX 424/434 (97 %) (-) 
EH-317 Humano SIDA (HD) MX 416/425 (97 %) (-) 
El-I-324 Humano SIDA (HD) MX 414/424 (97 %) (-) 
EH-326 Humano SIDA (HD) MX 416/425 (97 %) (-) 
EH-359 Humano (HMC) MX 421/436 (96 %) 4/436 (O%) 
EH-373 Murciélago MX 414/424 (97 %) 1/424 (0%) 
EH-375 Murciélago MX 424/434 (97 %) (-) 
H.1.12.96 Humano (HC) GT 426/435 (97 %) (-) 
G-2178 Humano (HD) EUA 415/418 (99 %) (-) 
Downs Humano (HMC) EUA ND ND 
01/97 Humano SIDA (HMC) AR 412/425 (96 %) (-) 
02/97 Humano SIDA (HMC) AR 420/435 (96 %) (-) 
01/98 Humano SIDA (HMC) AR 412/427 (96 %) 1/427 (O%) 
02/98 Humano SIDA (HMC) AR 414/428 (96 %) (-) 
Hc993267 Humano SIDA (HMC) AR 417/430 (96 %) (-) 

GENJUBJ (Nº Acceso M28358) 
DNA FUENTE ORIGEN IDENTIDAD 1/D* 

EH-316 Humano SIDA(HD) MX 250/283 (88 %) 12/283 (4 %) 
EH-317 1-IumanóSIQA (HD) MX 229/253 (90 %) 12/253 (4 %) 
EH-324 Humano.SIDA(l-ID) MX 225/259 (86 %) 18/259 (6 %) 
EH-326 Humanó SIDA(HD) MX 225/260 (86 %) 19/260 (7 %) 
EH-359 Humano (HMC) MX 254/284 (89 %) 13/284 (4 %) 
EH-373 Murciélago MX 233/259 (89 %) 12/259 (4 %) 
EH-375 Murciélago MX 253/285 (88 %) 15/285 (5 %) 
I-1.1.12.96 Humano(HC) GT 259/297 (87 %) 15/297 (5 %) .. 
G-2178 Humano (HD) EUA 276/298 (92 %) 11/298 (3 %) 
Downs Humano (HMC) EUA ND ND 
01/97 Humano SIDA (HMC) AR 2311256 (90 %) 12/256 (4 %) 
02/97 Humano SIDA (HMC) AR 252/285 (88 %) 14/285 (4 %) 
01/98 Humano SIDA (HMC) AR 247/278 (88 %) 13/278 (4%) 
02/98 Humano SIDA (HMC) AR 246/277 (88 %) 13/277.(4 %) 
Hc993267 Humano SIDA (HMC) AR 256/293 (87 %) 14/293 (4 %) 

Se amplificaron fragmentos de cuatro genes de H capsulatum a partir de oligonucleótidos 
referiélos porKasuga et al. (18, 19). Para el gen ARF del factor de ribosilación del ADP, arfl (5'­
agaatatggggcaaaaagga-3') y arf2 (5'-cgcaattcatcttcgttgag-3'); para el gen H-ANTJ del precursor 
del antígeno H, H-anti3 (5'-cgcagtcacctccatactatc-3') y H-anti4 (5'-gcgccgacattaaccc-3'); para el 
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gen OLE de la desaturasa ~-9 de ácido graso, ole3 (5'-tttaaacgaagcccccacgg-3') y ole4 (5'­
caccacctccaacagcagca-3'); y para el gen TUBJ de la a-tubulina, tubl (5'-ggtggccaaatcgcaaactc-
3') y tub2 (5'-ggcagctttccgttcctcagt-3'). La PCR se realizó bajo las mismas condiciones descritas 
por Kasuga et al. ( 18). De los productos de la PCR se generaron secuencias para una sola hebra 
que se editaron, alinearon y compararon, mediante el programa BLAST 2 (46), con la secuencia 
de cada gen estudiado depositada en el Banco de Genes para la cepa de referencia G-2178 
procedente de EUA. HD- histoplasmosis diseminada; HMC- histoplasmosis mucocutánea; HC­
histoplasmosis cutánea; EUA- Estados Unidos de América; MX- México; GT- Guatemala; AR­
Argentina; *l/D = Inserción/Delección; (-)-Ausencia de I/D; NO- No determinado. 
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FIGURA 1 (a-d). Macro y micromoñología de H. capsulatum. Del cultivo en agar­
micobiótico a 28 ºC, se observaron las características de la morfología macroscópica. a) Cepa G-
217B con colonia tipo "A"; b) Aislado EH-324 con colonia tipo "B". La descripción 
microscópica se realizó en microcultivos teñidos con azul de algodón-lactofenol de 'Aroman (ver 
materiales y métodos) bajo la observación en un fotomicroscopio Olympus BXSO. c) Micelio 
delgado septado, macroconidios con proyecciones digitiformes, 800X (aislado EH-324); d) 
Micelio delgado septado, numerosos macroconidios con proyecciones digitiformes y 
macroconidio con conidióforo corto formando un ángulo de 90° con la hifa original (flecha), 
característica propia de la especie, 800X (aislado 02/97). 
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FIGURA 2. Producción de exoantigenos de aislados y/o cepas de H. capsulatum de distintas 
procedencias geográficas. Los exoantígenos (histoplasminas) se obtuvieron por el método 
rápido de Kaufman et al. (41). Los testigos, incluyeron a sueros positivos de paciente con 
histoplasmosis comprobada (H) y de conejo hiperinmune (C), asimismo a un suero negativo de 
voluntario sano (N), además del antígeno específico de la cepa de referencia EH-53. Los testigos 
fueron obtenidos del Banco de Sueros y Antígenos del Laboratorio de Inmunología de Hongos. 
La actividad inmunológica de los exoantígenos se comprobó por el método de doble 
inmunodifusión en gel de Ouchterlony ( 42). 1- Solución salina; 2- EH-53; 3- EH-316; 4-
H.1.12.96; 5- 01/97; 6- G-217B. 
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FIGURA 3. Termosensibilidad de H. capsulatum a 37 °C. Las levaduras cosechadas 
previamente en caldo BHI suplementado con glucosa y cisteína fueron centrifugadas a 800 x g, 
resuspendidas en nuevo medio y diluidas en serie para ajustar los inóculos a 0.2 DO (ver detalles 
en materiales y métodos). Por cada aislado, se llenaron con el inóculo ajustado, ocho pozos de 
microplacas de cultivo que fueron incubadas a 37 ºC (testigo de crecimiento). Se leyeron las 
densidades ópticas a 405 nm tanto del tiempo cero como de los diferentes tiempos de incubación 
de 6, 12 y 24 h. Los resultados se expresaron en gráficas de barra considerando los datos de DO 
de la tabla 3 vs. tiempo de incubación. 
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FIGURA 4. Termosensibilidad de H. capsulatum a 40 ºC. Este ensayo se realizó en las 
mismas condiciones descritas en la figura 3, variando únicamente la temperatura de incubación. 
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FIGURA 5. Curva de crecimiento de los aislados y/o cepas de H. capsulatum. A partir de los 
procedimientos descritos en la figura 3, los resultados se expresaron en gráfica linear 
considerando los datos de DO de la tabla 3 vs. tiempo de incubación, lo que generó las curvas de 
crecimiento necesarias para el cálculo de los tiempos de generación de cada aislado y/o cepa, 
según una modificación del procedimiento descrito por Amaral et al. (43). 
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FIGURA 6. RAPD-PCR de los aislados y/o cepas de H. capsulatum. De los aislados 
estudiados cuatro proceden de pacientes mexicanos con histoplasmosis asociada a SIDA (EH-
316, EH-317, EH-324 y EH-326), uno de paciente mexicano con histoplasmosis mucocutánea no 
asociada a SIDA (EH-359), dos de murciélagos naturalmente infectados (EH-373 y EH-375), uno 
de un caso clínico guatemalteco (H. l.12.96) y cinco de casos clínicos argentinos de 
histoplasmosis mucocutánea asociada a SIDA (01/97, 02/97, 01/98, 02/98, Hc993267). Se 
utilizaron las cepas las cepas de referencia G-2178 y Downs de EUA. La extracción del DNA se 
realizó como se refiere en materiales y métodos. El RAPD-PCR se realizó empleando doble 
iniciador de 10 nucleótidos (44), el 1281 (5'-aacgcgcaac-3') y el 1283 (5'-gcgatcccca-3'). Las 
condiciones de trabajo y el programa de amplificación se especifican en materiales y métodos. 
Los productos de amplificación se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, el cual 
fue teñido con bromuro de etidio. Como estándar de pares de bases (M) se utilizó el 123 bp DNA 
Ladder (GIBCO). La imagen del gel fue capturada con un Fotodocumentador Synoptics 
(Syngene, Cambridge) y se imprimió en una impresora térmica (Sony 650, Tokio). 
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FIGVRA 7. Porcentaje de similitud de los patrones polimórficos de DNA de los aislados y/o 
cepas de IL capsu/atum. Los perfiles de los fragmentos de DNA amplificados por RAPD-PCR, 
se registraron en una matriz elaborada con base en los tamaños de los fragmentos revelados 
(Tabla 6). A través del programa NTSYSPC versión 2.0 (F. James Rohlf), utilizando un 
coeficiente de correlación (r) de Jaccard y un procedimiento de agrupamiento jerárquico a través 
del análisis de grupos desbalanceados con base en promedios aritméticos (UPGMA), los datos de 
la matriz fueron procesados para obtener un dendrograma de similitud. Ver detalles en materiales 
y métodos. 
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