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RESUMEN

El presente trabajo se planted con cl fin de discriminar mediante caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas
la rclacion entre la forma clinica asociada al tropismo del patdégeno a ciertos tejidos del hospedero
infectado v Ia procedencia geografica de aislados de H. capsulatum. Se trabajaron aislados clinicos
procedentes de México, Guatemala, Argentina y Estados Unidos de América (EUA), ademads de aislados
obtenidos de murciélagos infectados. Sc realizaron estudios de las caracteristicas fenotipicas reveladas por
la termosensibilidad a 40 °C y cl tiempo de gencracion de la fase levaduriforme de los aislados, asimismo
de sus caracieristicas genotipicas reveladas por RAPD-PCR y por cl andlisis comparativo de las
sccucncias de fragmentos de DNA obtenidos por PCR, empleando oligonucledtidos clegidos a partir de
cuatro genes de H. capsulatum (ARI, H-ANTI, OLE, TUBI). La ccpa Downs (paciente inmunodeprimido
dc EUA) v los aislados de pacientes mexicanos asociados a SIDA, EH-316 y EH-317, f{ucron
termosensibles a diferencia de los otros 12 aislados estudiados que sc comportaron como termotolerantes.
El cfecto de la termosensibilidad a 40 °C se analizd con basc en los porcentajes de inhibicion del
crecimicnto, obscrvindose que los valores inhibitorios mas altos se asociaron a la cepa Downs (37.9 ¥
88.4 %) v los aislados EH-316 (100 y 99.9 %) y EH-317 (96.9 y 98 %) cn los ticmpos dc 6 y 12 h,
respectivamente. En los aislados termotolerantes los valores de inhibicidn del crecimicnto no alcanzaron
¢l 30 %. Los tiempos de gencracion (Tg) de la mayoria de los aislados estudiados variaron en un intervalo
dec 3 a 6:30 h, a excepeion de la cepa de referencia Downs que presentd un Tg muy largo de 14:30 horas,
Las observaciones de cstas caracteristicas fenotipicas de los aislados y/o cepas estudiadas permiticron
corroborar una diversidad rclacionada a la histoplasmosis asociada a pacientes inmunodeprimidos. Por
otro lado, dos bandas polimérficas de 1.2 y dc aproximadamente 0.123 Kb se destacaron en los patrones
de RAPD-PCR obtenidos de los aislados y/o cepas estudiadas. La banda 0,123 Kb fue comiin a todos los
aislados v cepas, independientemente de su origen geogrifico y forma clinica. Sin embargo, la banda de
1.2 Kb sélo se reveld en los aislados de procedencia de América Central y del Norte, independienlemente
de su fuente dec aislamiento y forma clinica. El patron polimérfico por RAPD-PCR de los aislados
procedentes de México, Guatemala y la cepa de referencia G-217B esta representado por ocho bandas
comunes, mientras quc los aislados procedentes de los casos clinicos argentinos revelaron sélo scis
bandas, lo que marca una diferencia geogrifica entre ambos patrones distribuidos entre América Central y
del Norte con relacion a un patron de Amcérica del Sur. El andlisis de los perfiles polimorficos por
UPGMA expresados cn un dendrograma de similitud permitié reconocer tres grupos. El grupo I integrd a
los aislados dc casos clinicos mexicanos, de murciélagos infectados capturados en Morelos, asi como el
aislado de Guatemala y la cepa G-217B de EUA. El grupo I incluyé a los aislados procedentes de casos
clinicos argentinos. El grupo 111 fue formado cxclusivamente por la ccpa Downs. Los grupos 1 y 1l se
relacionaron entre si en 50 % de similitud, y estos a su vez se relacionaron con ¢l grupo 11l en 42 %. Este
andlisis de similitud sugicre que los grupos polimoérficos obtenidos entre los aislados, estan mis asociados
a patrones geograficos que a formas clinicas de la histoplasmosis. La secucnciacion parcial de genes
reveld en todos los aislados y cepas estudiados una alta homologia genética (identidad), del 95-99 % con
la sccuencia dcl gen ARF, del 95 a 99 % con la secuencia del gen H-ANTY, del 96 a 99 % con la secuencia
del gen OLE, y del 86 a 92 % con la secuencia del gen TUB/!. Los bajos porcentajes de mutaciones por
inscrciones o delecciones en los fragmentos génicos secuenciados no revelaron cambios sustanciales entre
los aislados y/o cepas cstudiadas. El presentec trabajo resalta la importancia del estudio de las
caracteristicas fenotipicas y genémicas de aislados de H. capsulamm entre los que destaca el desarrollo de
posibles marcadores fenotipicos y genotipicos para dilucidar aspcctos epidemiologicos y de diversidad de
este patégeno.
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INTRODUCCION

ubxcacnon de nuevas zonas endemlcas como en el onoclmlemo de 1'1 relaclon aciente fuente de

' mfeccnon L‘studlos en los Estados Umdor ‘de £ merlca (EUA) utlllzando tecmcas moleculares,

permmeron clasxﬁcar y/o subcl'\51ﬁcar alslados de H capsulatum obtemdos de diferentes fuentes

. o TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




y distribucion en el p'us Pma esto, se h'\ thlllLﬂdO 'el '1nal|51s pohmoxﬁsmo en‘la: longxtud de los~ :

fmﬂmentos de 1estuccnon (RI"LP) del. DNA' mtocondnal (mtDNA)’y’nbosomai (rDNA), Y el

pohmorﬁsmo determmado por lnbrldacnon con. sond‘as‘ de mtDNAfy del gen ’PS_) (e presado en

nucnognamos y e\nema purezﬂ para ser dlgerldo por endonucleasas “d

propuesto um modlﬁc'lcxon de 1'1 amphﬁcqcnon del DNA por PCR ut1112'1

.

"erig:

codlfcan para el fa or de-nbosnla i6n d ‘ADP'(ARF), el pvxfec‘uyrspridel_,_antnge\no_,l-”lV (H—4NTI),"fla~ i




lCS’\lUldS'] A 9 de acnclo graso (OLE) y la o- tubulma (TUBI), se} ropone”queinstoplasma“_‘tié‘ne'

Euroasiatica; -poblaCIon Afrncam

capsulatum y duboisii. Aislados de H

filogenéticas distintas: poblacnon' 2. de
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blen, cutaneas, subcutane 0; mxentras que

ent -pulmonares

,f’H capsulalum var. farczmmosum causa lesmnes subcutaneas y ulceratwas en la piel de caballos y

s mulas Sm negar el papel 1mpoxtante del hospedero, las caractenstlcas mherentes al patégeno son
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rclacxonando el

H. capsulalum hongo t'mto con

histoplasmosis que pudwmn estar asocnd'xs con_usos y coslumbres ‘pobla(clo"n hubma_n"_d

- susceptible como con su posible dnstnbucmn geografica.

La caracterizacion. de posibles marcadores del hongo “para ‘deﬁmr formas - clmlcas”

localizadas y la presencia de estos marcadores en dxferentcs areas geoglaﬁcas, seria utll pana
definir zonas de riesgo de adquisicion de ciertas foxmas CIIIllC'\S, '1demas de tlazar un’ map'1 de

dlsmbumon del hongo en la mluraleza
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HIPOTESIS

El tropismo de H. capsulatum hacia piel; mucosas y. pulmon reﬂeja dlferencms

genotlpxcas ylo fenotipicas del patégeno relacionadas con la: forma cl|n|c1 asocnada

El -tropismo - de . -capsulatum hacia - piel, mucosas y pulmon reﬂeja dlferencms
genotipicas y/o fenotipicas del patdgeno relacionadas con la ublcacnon geonraﬁca de los alslados

y/o cepas del hongo. .

OBJETIVO GENERAL

:nte caracterlstlcas fenouplcas y/o genouplcas posnbles diferencias en los

vlos ragmentos de.: DNA obtemdos por PCR a
“UBI) de los axslados de H capsulatum asocnados a

: kdlslmlas formas clinicas y:origenes geograt’cos O
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Comp'n'u y 1elacxona1 los xesultados obtemdos p'ua"lo alslados de dlferentes formas

n ongenes geograﬁcos dlstmtos,' con los de cep'ls de

- clinicas localizadas de: Instoplasmosns y,co

referencia de clasificaciones moleculares‘plewas.
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MATERIALES Y METODOS'

| AlSLADéS FUNGICOS

soc.ad‘a‘ ‘ a‘ SIDA

uno de p

f:._N'lcloml de En fel medades lnfeccxoS'\s de Buenos Alres _del Inst uto:N

‘edllcma Reglonal Chaco, Argentina; ydo ‘cep

o ’Instltuto k,e

j“de'casov cIm cos "disemninados no asociados a SIDA'
k3 Umversxdad de Washmgton, St. Louis, MO, EUA T'

e~mantuv1eronk
Ken fase mlcelml a temperatura ambiente en- agar-mlcoblotlc ecton chkmson de

_ ’Me‘uco D ]‘)

' ‘IDENTIFI‘CACION MORFOLOGICA Y ANTIGENICA DE H. capsulatum

M‘lcnoscopm de la fase micelial. Las caracterlsuca de morfologla colonial de cada
alshdo o cepa estudiada fueron registradas con respecto a 1z :
cual qe constdero la clasificacién siguiente: a) cepas tl )
pardo chro a oscuro) Asnmlsmo, se. considerd la  pigmen

coloma y posxble presencm de plgmento(dlfumbl

con. lmceho aereo (ﬁlamentoso 0 pulverulento) - Se registraron para todos’ los alslados el tlempo 7

de cremmlento (semanas) de esta fase del hongo
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1| lectbr Multlskan MS

'.'b_Se ‘el‘iglé la dilucién con 0.2
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iente de-la fase -

°C por 30 min. Se extrajeron

fenol: cloroformo alcohol

volumen 1gml de " for
cloroformo: alcohol is
obtuvo la malla de DNA

se lavé el boton de DNA on etanol al 70 % Y se dlsolwo en TE Para venﬁcar la presencia y
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k'zrllid"lbd'del DNA, se ‘realizé una electroforesns en gel de agarosa al :
= amortiguador TBE 0.5X (Trls -Base 45 mM, acndo borlco 43 mM EDTA :
bromuro de etidio a una concenlracxon de 10 ng/mL.El ‘gel se como

“a IOO V-hasta que el colonante avanzé a la mitad ys se observo’ en un

o Textension.

Electroforesis. Los productos de amplificacién se sometieron a electroforesis en gel de

agarosa al 1.5 9/ en ‘éin'io‘r{iguador TBE 0.5X (Tris-Base 45 mM, acido béfiéo 45 mM, EDTA 1

16



7mM) Para visualizar. las bandas, los geles fueron “tefiid

-,Tconcentramon de 10 pg/mL EI gel se corrid con

: ‘L‘\ temperatura de almea on fue paulatmamente reducnda en 0 7 °C . para los proximos 1"2"c‘iélo's 7
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0 mclos Los

S ecuencnacxon

ien un apqrato ABI (Applle‘_TVBlosysLems,,Perkm EI ner 'A) Se generaron

'secuencms para una sola hebra, las- cuales se edltaron almearon Y comp»_ aron medlante el
programa BLAST ” (46) n'las secuencnas ‘de c'xda gen estudlado (ARF HANT] OLE y TUBI)

deposnadqs en. el B'mco de Genes
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‘RESULTADOS

IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y ANTIGENICA 'DE LOS AISLADOS
g'}iESTUDIADOS

19.5 : TESIS CON
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promedlo de 1.81' x'1 43 pmen Ias condlclones artnﬁcxales de ClllthO En la tabla2:se muestran*‘"

_los. l‘Cngll‘OS del tlempo de COl'lVClSIOI ‘dnmorﬁca, la morfologla colomal y las dlme|1510nes"de l'\s o

levaduras de Ios alslado y/o cepas estudmdas L,a conﬁrmacxon de l

1mérﬁca se

reahLo por la reve sién de la fase levadurxforme a la mlcella] la cual se’ efectu en medio sélidoa

lado EH-375,
v»“procedente de, murclelago mfectado capturado en: Mé¢ 1e “elique =mejbr crecié a la

temperatura de' 40 : C La comparacnon estadlstlcafde crecnmlento '40 °C de los aislados

TESIS CON
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termosensibles con el crecimiento testigo a'37 °C>"rhu'ésfi'é 'dif;’ér"e‘héiéxs significativas para’la cepa
“Downs (p<0.05) y los alshdos EH 316 (p<0 Ovl) y EH 317 (p<0 01)__,;




murciélago natumlmcnte mfectado, los axslados obtemdos de casos climcos mexncano '\somados

a SIDA, EH-324. y El 1-926"'y’el alslado de Argentma 01/98 mostrar" :

3:00, 3:25, 3:00 y3 30 h,: respecnvamente Nuevamente, Ios datos del alslado de un caso chmco

mexicano (Ell-359) no fueron obtenidos.

p'\c1entes me‘qcanos

bandas tnicas- de

plocveidentes de pacnentes mex ‘ 1C dos,’ as|
' ’H 1L12. 96 de Gu'uemala y 1’ cep G-217B‘de EUA Los 1s}édQs‘~clinicos de Argentina, 01/97,

Sl TESS CON
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a;.hi\s’btic:)plasmcsi‘s y los: :
_i_«:i‘}ll;359)'" y Guatemala




“encontrd - una- relacnon del O % .0. ausencna de_ mutac' [

comparados con los gencs H-ANTI y OLE. I“malmente
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DISCUSION

. levadunforme del. hongo:iLas levaduras de todos‘los alslados y/o cepas estudiadas crecidas en

: condlcxones ho og! neas e CLllthO mantuweron ‘una variacién minima en el diametro de largo

X= 1 81) y de ancho (‘( = 1 43) de las celulas levaduriformes, coincidiendo con las variaciones

25



como es el caso de‘la

pactentes con hlstoplasmOSls sociada SID;‘A'_(S.I) ‘Spitzer etal. (21-) ya réfénan esta’ asdciécién

en pacxentes '1merlcan S on dl OS lpOS de mmunocompromlso. Una carac erlstlca mteresante

asociada a estos alslados esvla varlacnon en su virulencia. Lo anterior es apoyado por eI hecho de

26
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0s porcentajes de identidad entre ellos (Tabla 7) Por otro lado, el

gen TUBI presento mayoﬂ pollmorfsmo en relacion con los tres genes anteriores, aunque de

28



modo similar a ARF, H-ANTI y OLE no permitié déteétér'diferen'cias" ériticas "entré l‘cis‘l aisladoé o

y/o cep'ls relacnonadas Estos resultados coinciden con los reportados por: Kasugq et al (18 19), ;, -

donde se registraron porcentajes de identidad: muy: similares para este gen El gen TUBI estarav_,:t;,r
smeto a cstudlos posterloxcs, debido al alto pollmorﬁsmo presentado en los axslados y/o cepas de
H capsulatum Ademas, los bajos porcenta_;es de mutaciones por msercnones ) deleccmnes en los'
fragmentos: génicos secuenciados_ no rev Iaron cambios sustancmles entr Ios alslados y/o cepas
estudiadas. 'Lo's'm"ls altos' pofcéht‘éje’s d 1dent|dad reportados en la tabla 7 para acepa. de

referencia G 217B se debler n

H Doce axslados de lndlanapohs se cla51ﬁ¢aron eﬁ cuatro tlpos dnferentes (A-l A-2 A,3 F), dos

29




s fueron utllnzados par'l caractenzar los alslados ylo cepas del presente estudno
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CONCLUSIONES

Las‘ caracterlsucas fghqtipicés;}‘d@: 'i,los alslados y/o, cepas vestudl; dos, como ~la

are "emente no

'uslados d Argentma que ‘omparten una caracterlstlca chmc comun, la forma mucocutanea de‘ .

S la hlstoplasmoms.
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TABLA 1. Rehclon de los aislados y/o cepas de H. cnpsulatum de dlfercntes procedenclas y

fuentes

No. REGISTRO

PROCEDENCIA

FUENTE.

EH-316%*
EH-317*
EH-324%*
EH-326%*
EH-359%*
EH-373*
EH-375%*
H.1.12.96*
G-217B*
Downs *
01/97**
02/97**
01/98%*
02/98**
Hc993267**

Meéxico, Guerrero

México, Morelos

México, Distrito Federal
Meéxico, Distrito Federal
Meéxico, Oaxaca

México, Morelos

México, Morelos
Guatemala, Guatemala
Estados Unidos de América
Estados Unidos de América
Argentina -
Argentina

Argentina

Argentina

Argentina

Humano SIDA (HD)

Humano SIDA (HD)

Humano SIDA (HD)

Humano SIDA (HD)

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)

HD- histoplasmosis diseminada;

HMC-.'histbpljzylémosis mucocutdnea; HC- histoplasmosis

cutanea. Los aislados EH-373 y 375 fueron obtenidos de pulmén de murciélagos naturalmente
infectados y capturados al azar. *Laboratorio de’ Inmunologia de Hongos, Departamento de .
Microbiologfa y Parasitologia, Facultad de :Medicina, UNAM; **Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas, Buenos Alres, Instltuto Nacional del Nordeste e Instituto de Medlcma

Regional, Chaco, Argentina. : . ‘
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TABLA 2. Cdrh’c’térisf:‘éaé"de la’ fase lcvddurifonﬁel de-los aislados y/o cepas de H.
capsulatum . g g s

AISLADO CVON’VERSI(')N‘ COLONIA* LEVADURA
~ - DIMORFICA “ vl (didmetros en pm)
(semanas) : :

EH-316 : regular?’

3 182
EH-317 2 regular < 1.98 .
EH-324 2 regular 1,98
EH-326 2 regular © .95
EH-359 2 regular 1.55.:
EH-373 2 regular 1.95°
EH-375 ! regular 1750
H.1.12.96 1 regular 1.82>
G-217B 2 regular 1,72
Downs 2 regular © 165
01/97 3 regular 21,92
02/97 1 regular 1:75%;
01/98 2 regular “1.98
02/98 2 regular - w188
Hc 993267 2. regular 1,72
X £DS 3 T © . 1.81£0.135x1.43£0.102

*Superficie y borde de las cbloﬁiés' de 'lvavfase lev'adi_l‘riform‘é.’ g
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L0197
-.02/97

DOx4q
X+DS

10.200+0°

0.790£0.02 . 1.006 % 0.03

1.063£0.027

10.203 % 0.0_21 .

. EH-317.:  0.200%0 '0.875+0.014 - 75£0.016
"EH-324. 0204 £0.16 0.802 + 0.039 - 786 0.074
EH-326 -~ 0.184 + 0.008 0.747 + 0.045 ‘0.811+0.090
EH-373 0.140 £ 0.006 0.617+0.021 . - - 0.911£0.040
EH-375 0.203  0.006 0.919£0.061 0. g 10.943 £ 0.035°
H.1.12.96  0.1870.011 0.667+0.031 ~ 0.816%0.047 0.816£0.047 -
' G-217B 0.200 £ 0 0.931:£0.025 - 1.022+0.042 1.022 =+ 0.042
Downs 0.200 £ 0 0.238 +0.024 0.372 % 0.031 0.495 + 0.024
01/97 0.218 £ 0.005 0.235+0.019 . 0230+ 0.013 . 0.947 £0.037
02/97 0.209 £ 0.013 0.595+0.035 . '0.756  0.035 0.756 + 0.035
01/98 0.296 + 0.013 0.986 + 0.066 -~ .0.885 = 0.055 0.898 £ 0.042
02/98 0.222+0.016 0.766 £0.014- 0.9160.037 0.916'+ 0.037
Hc 993267  0.184 = 0.012 : . 0.8720.025 0.872 + 0.025
_]2010 e  2ka|2 L , D0124
AISLADO X£DS . XxDS .- +
EH-316 0.200 £ 0 1 0.200+0.012 . ] ;
EH-317  0200%0 =~ - °0.221%0.016 217:&:0011},’
EH-324 " : 0.168 = 0.045 0.662 = 0.051 714 40,102
EH-326 - - 0.178+0.018 0.696 £ 0.048 - '
‘EH- 373;;].1. 0.150+0.010 10.667 £0.026. 6 0.
EH-375 - 0.213%0.015 0.9140.052 '0.898 +0.079
"H:1:12.96°  0.194£0.015 0.568 + 0.021 ~0.673 % 0.050
- G-217B... - '0.200%0 : 0.651 = 0.021 0.622 £ 0.072
‘Downs: 02000 -0.216 + 0.008 - - 0.600  0.020
©40.210£0.013 0.214+0.012 0.849 + 0.041
4 - 0.194£0.010 ~ 0.625£0.048 0.804 + 0.037
01/98 - 0287+0.013 - 0.873% . ) 0.037 £ 0.028
02/98 7. -0210£0.011 0.612+0.03 10,733 + 0.032 0.733 £ 0.032
_I-Ic 993267 o ~o,696¢ o.o45 : 0,684  0.044 0.684 + 0.044

: Se calculo la medla y la desvnacmn estandar de las ocho lecturas de DO de cada aislado, en las

dxstmtas temperaturas y nempos de incubacién probados
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TABLA 4. Efccto de
aislados y/o ccepas d

ON (% D) A40°C

 ORIGEN - % INHIBICI
PSRRI G e i

 AISLADC

-~ EH=316 Humano SIDA (HD) . - e MXe e 10000
EH-3177 "¢ Humano SIDA (FD) L MX L0969 e
EH-324 = Humano SIDA (HD) MX o 174
EH-326 - . Humano SIDA (HD) MX o T g e a4
‘EH:373 i Murciélago MX:© s B4

EH-375.. - Murciélago MX S e 20 e A
- H1012.96 7 Humano (HC) GT - .= = CT22010 239 0
- G-217B.; - Humano (HD) EUA" . : 3844620
Downs: - Humano (HMC) EUA = 57.9. 0 884
01/97 - Humano SIDA (HMC) AR 76,50
02/97 Humano SIDA (HMC) AR 0 a0
01/98 * Humano SIDA (HMC) AR S 155 498

- 02/98 * Humano SIDA (HMC) AR S 262 247

© He993267 - Humano SIDA (HMC) AR L 25 o300 o

Los ensayos de termosensibilidad vienen descritos con detalles en materiales'y métodos. Para el

calculo del % 1 se considerd la formula: % 1="1- ’(DOty —DOypa 40“,’;C/DO{yV—DO‘6Ja,37 °C)x o

100, siendo “y” cada uno de los tiempos de lectura' de DO. HD- histoplasmosis-diseminada;
HMC- histoplasmosis mucocutdnea; HC- histoplasmosis- cutinea; EUA- Estados Unidos de
América; MX- México; GT- Guatemala; AR- Argentina. o ’ s
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7 TABLA 5. Tlempo (lc g,cneracnon de la fase levaduriforme de los aislados y/o cepas de H.
Vcapsulatum i e

AISLA‘DO cer s FUENTE ORIGEN PROMEDIO DEL
) S A TIEMPO DE -
GENERACION (Tg)
(h)
EH-316 - -7 Humano SIDA (HD) MX 5:07
EH-317 . - -~ Humano SIDA (HD) MX : 5:00
~EH-=324 "+ 2. Humano SIDA (HD) MX , . 325
“EH-326-: ¢+ Humano SIDA (HD) MX . . 3:00
LEH-373 i Murciélago MX 5:40
: EH-375 Murciélago MX" ‘ 3:00 :
: Humano (HC) GT: , 6:15..
Humano (HD) -EUA oo 0500
Humano (HMC) ‘ : Coa 14 30
Humano SIDA (HMC) AR 8:50
Humano SIDA (HMC) = “-: AR’ . 6:30
Humano SIDA (HMC) 7. 3330
98 Humano SIDA (HMC) | " 61250
‘ 'Hc99326,7f Humano SIDA (}-IMC) SRR 1 I

' »‘,El procedlmlento y célculo del Tg vienen descrltos con detalles en materlales y metodos El-
-promedio del Tg representa el célculo de éste: conSIderando dos ‘grupos extrapolados en la-

“pendiente de la fase logaritmica mediana de crecimiento, uno sobre el estadio medio y:el otro

sobre el tardfo. HD- histoplasmosis- diseminada; ‘FIMC- histoplasmosis  mucocutinea; HC-
histoplasmosis cutanea; EUA- Estados Unidos de Amerlca MX- Mexnco 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 H. capsulatum

Kb
>1.2 1.2 1.1 0.79 0.64 0.52 Q.47 041 0.37 0.246 0.1s <0.123

RE
0.296 0418 0.454 0.545 0.600 0.636 0.672 0.727 0.763 0.854 0,963 1.09

Migracion
3 s

~
[
8]
w
bt
=Y
w
[
w
B
-
o
4
15
=
~

53 6.0

EH-316 1
EN-317 1
Ell-324 1
EH-326 1
EH-359 1
EH-373 1
EH-375 1
H.1.1296 1
G-217B 1
Downs 0
01/97 0
02/97 0
01/98 0
02/98 0
11c993267 0O

CR-R-N- N~ N X-E-X-N-N-N-)
e D - ———
e - - - - - E-K-K-E-]
—_—_—_——CD0C0CODoO®
N - RN -K-R-R-N-N-N-

t
I
1
1
1
1
I
|
1
1
i
|
1
1
1

[ = — Y — Y g
[ =Y - - I - RS
= D e e -
OO — e m e e —

A partir de los perfiles de los fragmentos de DNA de la figura 6 se calcularon los Rf segiin la férmula: Distancia del
DNA migrado del origen/Distancia del frente de corrimiento. Los valores de Kb se calcularon segtin Sambrook et al.
(45) y se consideré ademads la ayuda del programa Biolmage por comparacion con el marcador molecular 123 bp
DNA Ladder, graficando en papel semilogaritmico los valores de los estindares (Kb vs. Rf) y extrapolando los Kb de
cada banda de DNA, seguin sus respectivos Rf. Se dieron valores arbitrarios de 1-0 para la construccién de la matriz,
1 indicando la presencia de la banda y el valor 0 a la ausencia de ésta.
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L EH=317

- -EH-326

“TABLA 7. Comparacién del alineamiento de las secuencias de los genes ARF, H-ANTI, OLE
y TUBI de una cepa de referencia de EUA, con cada secuencia parcial generada por los
“oligonucledtidos ‘arfl'y arf2, H-anti3 y H-anti4, ole3 y oled, y tubl y tub2, de los DNA
“obtenidos de los aislados y/o cepas de H. capsulatum estudiadas

DNA .

"GEN ARF (N° Acceso L25117)
ORIGEN

IDENTIDAD

I/D*

EH316

EH-32:

. EH-359.

4471463 (96 %)
4521466 (96 %)
452/466 (96 %)
451/465 (96 %)

4/463 (0 %)
4/466 (0 %)
4/466 (0 %)
4/465 (0 %)

. 101/98"
1 02/98°
: ,Hq993‘267;

~++'Humano (HMC) MX 457/473 (96 %) 4/473 (0 %)
EH-373" - Murciélago MX 450/467 (96 %) 5/467 (1 %)

‘EH-375 Murciélago MX 450/465 (96 %) 4/465 (0 %)

H. 1712.96 Humano (HC) GT 460/475 (96 %) 4/475 (0 %) -
G-217B ~ 'Humano (HD) EUA 464/465 (99 %) ()
:Downs Humano (HMC) EUA ND ND o oo
01/97 Humano SIDA (HMC) AR ND ND o e
.02/97 " Humano SIDA (HMC) AR | 456/473 (96 %) 3/473 (0 %) ..

01/98 . Humano SIDA (HMC) AR 4551468 (97 %) 3/468 (0 %) - -
02/98 - Humano SIDA (HMC) AR 455/468 (97 %) 3/468 (0 %)
Hc993267:  Humano SIDA (HMC) AR 183/191 (95 %) 4/191:(2%)
S GEN H-ANTI (N° Acceso U20346)

DNA:~ : ~ FUENTE ORIGEN IDENTIDAD

“ “EH-316  Humano SIDA (HD) MX 390/407 (95 %) »3/407;(0 %) ey
“EH-317 © Humano SIDA (HD) MX 403/422 (95 %) 4/422°(0%) - .-

" EH-324 '~ Humano SIDA (HD) MX 392/410 (95 %) 4/410.(0%) -

" EH-326 ~~ ~ Humano SIDA (HD) MX 394/412 (95 %) 4/412(0%)

" EH-359 ©. " Humano (HMC) MX 392/409 (95 %) 3/409 (0 %)

. EH-373 ~ Murciélago MX 400/419 (95%)  4/419(0%) -
" EH:375  Murciélago MX 400/418 (95 %) 3/418 (0%) =
CHILI2. 96: Humano (HC) GT 398/415 (95 %) 3/415 (0 %)+

=G- 217B Humano (HD) EUA 406/412 (98 %) 1/412 (0 %) .

. f_Downs "~ Humano (HMC) EUA 408/411 (99 %) 2/411:(0 %) .

0197 - .. Humano SIDA (HMC) AR 399/417 (95 %) 4/417 (0 %)

©02/97 ~ Humano SIDA (HMC) AR 397/412 (96 %) 3/412 (0 %)

- Humano SIDA (HMC) AR 393/409 (96 %) 3/409 (0 %)
. 'Humano SIDA (HMC) AR 392/407 (96 %) -.3/407-(0 %)
-.- Humano SIDA (HMC) AR 390/405 (96 %) " 3/405 (0 %)
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TABLA 7. Continuacién

DNA

“GEN OLE (N° Acceso X85962) -

1/D*

L 02/98
"~Hc993267

" ‘Humano SIDA (HMC) AR
-l-luman‘o SIDA (HMC) AR

246/277 (88 %)
256/293 (87 %)

" “FUENTE ORIGEN IDENTIDAD
EH-316  Humano SIDA (HD) MX 424/434 (97 %) )
EH-317 Humano SIDA (HD) MX 416/425 (97 %) O]
EH-324 Humano SIDA (HD) MX - 414/424 (97 %) )
EH-326 Humano SIDA (HD) MX 4167425 (97 %) ) :
EH-359 Humano (HMC) MX 421/436 (96 %) 4/436 (0 %)
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-21783 Humano (HD) EUA 415/418 (99 %) ©)
Downs Humano (HMCQC) 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 (0 %) -
02/98 Humano SIDA (HMC) AR 414/428 (96 %) ) '
Hc993267 Humano SIDA (HMC) AR 417/430 (96 %) )
: GEN TUBI (N° Acceso M28358)
DNA FUBNTE S e ORIGEN IDENTIDAD 1/D*
EH-316 Humano SIDA (HD) MX: 250/283 (88 %) 12/283 (4 %)
EH-317 Humano: SlDA (HD) MX 229/253 (90 %) 12/253 (4 %) .-
EH-324 -~ Humano 'SIDA (HD) MX 225/259 (86 %) 18/259 (6 %) .
EH-326 Humano SIDA (HD) MX 225/260 (86 %) 19/260 (7 %) :
EH-359 Humano (HMC) MX: 254/284 (89 %) 13/284 (4 %)
EH-373 iMurcnelago o MX 233/259 (89 %) 12/259 (4 %)
EH-375 = . Murciélago MX 253/285 (88 %) 15/285 (5 %) -
H.1.12. 96 ~ Humano (HC) ~GT 259/297 (87 %) 15/297(5 %) = -,
G-217B Humano (HD) EUA 276/298 (92 %) 11/298 (3 %); =
Downs - Humano (HMC) EUA ND ND . . ~‘
01/97 Humano SIDA (HMC) AR 231/256 (90 %) 12/256 @%)
+::02/97 -7, Humano SIDA (HMC) AR 252/285 (88 %) 14/285 (4 %) .7 =
. 01/98 . ‘Humano SIDA (HMC) AR 247/278 (88 %) 13/278.(4.%) .

13/277.(4 %)
14/293 (4 %)

'.'v‘Se ampllﬁcaron fragmentos de cuatro genes de H. capsulatum a partir de ohgonucleotldos
. referidos por Kasuga et al. (18, 19). Para el gen ARF del factor de ribosilacién del ADP, arfl (5°-

i ,,agaatatggggcaaaaagga—3 ) y arf2 (5’ -cgcaattcatcttegttgag-3°); para el gen H-ANTI del precursor

‘  : dgl antigeno H, H-anti3 (5’-cgcagtcacctccatactate-3") y H-antid (5°-gegecgacattaacce-3°); para el
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gen OLE de la desaturasa A-9 de acido graso, ole3 (5’-tttaaacgaagcccccacgg-3°) y oled (5°-
caccacctccaacageagea-3’); y para el gen TUB! de la a-tubulina, tubl (5’-ggtggccaaatcgeaaactc-
3’) y tub2 (5’-ggcagetttecgticcteagt-3"). La PCR se realizd 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-217B
procedente de EUA. HD- histoplasmosis diseminada; HMC- histoplasmosis mucocutinea; HC-
histoplasmosis cutanea; EUA- Estados Unidos de América; MX- México; GT- Guatemala; AR-
Argentina; *I/D = Insercidn/Deleccion; (-)- Ausencia de I/D; ND- No determinado.
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FIGURA 1 (a-d). Macro y micromorfologia de H. capsulatum. Del cultivo en agar-
micobidtico a 28 °C, se observaron las caracteristicas de la morfologia macroscépica. a) Cepa G-
217B con colonia tipo “A”; b) Aislado EH-324 con colonia tipo “B”. La descripcion
microscopica se realizé en microcultivos tefiidos con azul de algodén-lactofenol de' Amman (ver
materiales y métodos) bajo la observacion en un fotomicroscopio Olympus BX50. ¢) Micelio
delgado septado, macroconidios con proyecciones digitiformes, 800X (aislado EH-324); d)
Micelio delgado septado, numerosos macroconidios con proyecciones digitiformes y
macroconidio con conidiéforo corto formando un angulo de 90° con la hifa original (flecha),
caracteristica propia de la especie, 800X (aislado 02/97).
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FIGURA 2. Produccién de exoantigenos de aislados y/o cepas de H. capsulatum de distintas
procedencias geogrificas. Los exoantigenos (histoplasminas) se obtuvieron por el método
ripido 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), ademas del antigeno especifico de 1a cepa de referencia EH-53. Los testigos
fueron obtenidos del Banco de Sueros y Antigenos del Laboratorio de Inmunologia de Hongos.
La actividad inmunoldgica de los exoantigenos se comprobé por el método de doble
inmunodifusion en gel de Ouchterlony (42). 1- Solucion 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 cisteina fueron centrifugadas a 800 x g,
resuspendidas en nuevo medio y diluidas en serie para ajustar los inéculos a 0.2 DO (ver detalles
en materiales y métodos). Por cada aislado, se llenaron con el inéculo ajustado, ocho pozos de
microplacas de cultivo que fueron incubadas a 37 °C (testigo de crecimiento). Se leyeron las
densidades opticas a 405 nm tanto del tiempo cero como de los diferentes tiempos de incubaciéon
de 6, 12 y 24 h. Los resultados se expresaron en graficas de barra considerando los datos de DO
de la tabla 3 vs. tiempo de incubacién.
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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 grafica linear
considerando los datos de DO de la tabla 3 vs. tiempo de incubacion, lo que generd las curvas de
crecimiento necesarias para el célculo de los tiempos de generacion de cada aislado y/o cepa,
segun una modificacion 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 mucocutanea no
asociada a SIDA (EH-359), dos de murciélagos naturalmente infectados (EH-373 y EH-375), uno
de un caso clinico guatemalteco (H.1.12.96) y cinco de casos clinicos argentinos de
histoplasmosis mucocutédnea asociada a SIDA (01/97, 02/97, 01/98, 02/98, Hc993267). Se
utilizaron las cepas las cepas de referencia G-217B y Downs de EUA. La extraccion del DNA se
realiz6 como se refiere en materiales y métodos. El RAPD-PCR se realizé empleando doble
iniciador de 10 nucledtidos (44), el 1281 (5’-aacgcgcaac-3’) y el 1283 (5’-gegatcccea-3°). Las
condiciones de trabajo y el programa de amplificacion se especifican en materiales y métodos.
Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, el cual
fue tefiido con bromuro de etidio. Como estandar de pares de bases (M) se utilizé el 123 bp DNA
Ladder (GIBCO). La imagen del gel fue capturada con un Fotodocumentador Synoptics
(Syngene, Cambridge) y se imprimi6 en una impresora térmica (Sony 650, Tokio).
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FIGURA 7. Porcentaje de similitud de los patrones polimérficos de DNA de los aislados y/o
cepas de H. capsulatum. Los perfiles de los fragmentos de DNA amplificados por RAPD-PCR,
se registraron en una matriz elaborada con base en los tamarfios de los fragmentos revelados
(Tabla 6). A través del programa NTSYSPC version 2.0 (F. James Rohlf), utilizando un
coeficiente de correlacion (r) de Jaccard y un procedimiento de agrupamiento jerdrquico a través
del anélisis 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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