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RESUMEN

Histoplasma capsulatum (Hc) es el agente etiolégico de la histoplasmosis. Es un hongo
dimorfico que crece en fase filamentosa multicelular (micelial) en la naturaleza, pero
cuando infecta un huésped susceptible se convierte en levadura unicelular. Aunque Hc ha
sido tipificado por diferentes métodos, su diversidad no ha conducido a una clasificacion
preferencial y la necesidad de conocer las especificaciones geograficas y clinicas de sus
aislamientos sigue vigente. El presente trabajo planteé analizar aspectos fenotipicos como
termosensibilidad a 40 °C y tiempo de generacion (Tg) a 37 °C ademas de los genotipicos
como el polimorfismo genético obtenido por RAPD-PCR y la secuenciacién de cuatro
fragmentos génicos, para determinar similitudes y diversidades entre los aislamientos y
cepas del hongo de cuadros clinicos localizados (pulmonares y mucocutaneos) y
diseminados. Asimismo, se investigé el comportamiento diferencial del hongo asociado a
factores geograficos. Para ello, se utilizaron 37 especimenes clinicos de Hc procedentes de
diferentes regiones de America. Los resultados de las curvas de crecimiento para la fase
levaduriforme del hongo a temperatura de 37 °C mostraron diferencias en la densidad
poblacional de levaduras con respecto a su cinética. La mayoria de los aislamientos, a 37
°C, iniciaron la fase logaritmica de crecimiento a las 3 h, a excepcién del 993444 (AR) y de
la cepa Downs (EUA), que presentaron una latencia de 12 h. Aunque la cinética de
crecimiento a 37 y a 40 °C para el aislamiento 993444 fue similar, la cepa Downs fue
totalmente inhibida a 40 °C, confirmando su termosensibilidad. ElI comportamiento
termosensible o termotolerante de los aislamientos y cepas estudiados a 40 °C fue
confirmado por el calculo del porcentaje de inhibicién (% I) del crecimiento. El 100 % | para
la cepa Downs, enfatiza su termosensibilidad. Los demas aislamientos y cepas estudiados
se comportaron como termotolerantes. El calculo del Tg se realizd en la temperatura
optima de crecimiento de la fase levaduriforme (37 °C). El intervalo de Tg obtenido para los
diferentes aislamientos de Hc vari6 de 4:45 (H.1.02.W) a 12:45 h (MZ2). EI Tg fue > 9:45 h,
en dos aislamientos (EH-359, MX y MZ2, CO) y en la cepa Downs, todos obtenidos de
formas mucocutaneas con datos de inmunosupresiéon no asociada a VIH. Mientras que, un
aislamiento (H.1.02.W, GT) y una cepa de referencia (G-186B, PA), ambas procedentes de
formas localizadas pulmonares no asociadas a VIH, desarrollaron los mas bajos Tg. Con
respecto al estudio genotipico, los resultados de RAPD-PCR generados con el
oligonucledtido 1281, revelaron una banda de 1.2 Kb comun para la mayoria de los
aislamientos de MX, para algunas cepas de referencia, para escasos aislamientos de CO y
ausente en los aislamientos de AR. Los oligonucleétidos (1253, 1281, 1283) y la
combinacion (1281-1283) amplificaron 55 bandas bien definidas en el perfil molecular del
RAPD y repetitivas en los diferentes ensayos de los 37 aislamientos estudiados. Se
obiuvieron tres grupos por UPGMA, entre los aislamientos y/o cepas estudiados. El grupo |
se formé con cinco subgrupos relacionados fundamentalmente con el origen geografico. La
consistencia del dendrograma fue determinada por el coeficiente cofenético de correlacion
(n, el cual alcanzé un valor de 0.94 con una de P = 0.001, demostrando que el analisis
generado representd un fenémeno biolégico real. El analisis de varianza (AMOVA) nos
permitio inferir que la manifestacion clinica de Hc podria estar asociada a un mecanismo
de presion del huésped. Para seguir la genotipificacién, se secuenciaron un total de 148
fragmentos génicos, 37 para cada gen estudiado (arf, H-anti, ole y tub1). Los arboles
generados por maxima parsimonia son en general semejantes a los de distancia
(Neighbor-Joining), destacandose la alta consistencia y estrecha relacion entre los
aislamientos de AR para los cuatro genes estudiados, lo que permite inferir que estos
aislamientos son monomorficos y posiblemente representan una estructura de poblacion
clonal. Los demas aislamientos presentaron mayor variabilidad. En general, se observo
baja diversidad nucleotidica dentro los clados formados, mostrando una alta homogeneidad
en la poblacion de Hc estudiada.
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ABSTRACT

Histoplasma capsulatum (Hc) is the causative agent of histoplasmosis. It is a dimorphic
fungus that grows in filamentous multicellular-phase (mycelia) in nature, in contrast,
when it infects a susceptible host it converts into a unicellular yeast. Although Hc has
been typified through different methods, its diversity has not allowed to establish a
preferential classification; hence the geographical and clinical specifications of Hc
isolates have not been elucidated. The present work was aimed at analyzing some
phenotype aspects related to thermosensitivity at 40 °C and generation time (Gt) at 37
°C, as well as the genotype aspects associated with genetic polymorphisms, revealed
either by RAPD-PCR patterns or by sequencing four Hc genes fragments, to determine
similarity and diversity among the fungal isolates and strains from localized (pulmonary
and mucocutaneous) and disseminated clinical cases. Therefore, a differential behavior
of the fungus associated with geographical factors was also investigated. In the present
study, 37 clinical specimens of Hc from different regions of the American continent were
used. Results from growth curves at 37 °C for the yeast phase showed differences in
the population density of yeasts with respect to their growth kinetics. Most isolates, at
37 °C, initiated their log-phase growth at 3 h, with the exception of the 993444 isolate
(AR) and the Downs strain (USA), which presented a latency of 12 h. Although the
growth kinetics at 37 and 40 °C was similar for the 993444 isolate at both temperatures,
the Downs strain was completely inhibited at 40 °C, confirming its thermosensitive. The
thermosensitive or thermotolerant behavior of the Hc isolates and strains, studied at 40
°C, was confirmed by calculating the percentage of growth inhibition (% I). The 100 % |
data from Downs strain, at 24 and 30 h of incubation, emphasize its thermosensitivity.
All other isolates and strains studied behaved as thermotolerant. The generation time
was calculated at the optimal temperature for the yeast phase growth (37 °C), and it
ranged from 4:45 (H.1.02. W) to 12:45 h (MZ2). The Gt was > 9:45 h in two isolates
(EH-359, MX and MZ2, CO) as well as in the Downs strain, obtained from
mucocutaneous clinical form with data of non HIV-associated immunosuppression;
whereas, one isolate (H.1.02. W, GT) and one reference strain (G-186B, PA), both from
localized pulmonary non HIV-associated forms, developed the lowest Gt. In regard to
the genotype study, the RAPD-PCR pattern with the 1281 primer revealed a common
1.2 Kb band in most isolates from MX, in some reference strains, and in scarce isolates
from CO; this band was absent in isolates from AR. The primers (1253, 1281, 1283) and
the primer combination (1281-1283) amplified 55 well-defined bands in the RAPD-PCR
molecular pattern that were repetitive in the different assays of all 37 studied isolates.
Three groups were obtained by UPGMA. Group | was formed with five subgroups,
mainly related to the geographical origin of the studied isolates and/or strains. The
consistency of the dendrogram was determined by the cophenetic correlation coefficient
(), which reached a value of 0.94 with a P = 0.001, supporting a real biological
phenomenon in the generated analysis. Variance analysis (AMOVA) allowed to infer
that the Hc's clinical manifestation might be associated to a pressure mechanism in the
host. To continue the genotyping, 148 gene fragments, 37 for each studied gene (arf, H-
anti, ole, and tub1), were sequenced. Maximum parsimony trees were similar to those
obtained through the distance method (Neighbor-Joining). Both analyses highlight the
high consistence and the tight relation among the isolates from AR for the four studied
genes, which suggests that these isolates are monomorphic and possibly have a clonal
population structure. The remaining isolates presented a greater variability. In general,
low nucleotide diversity was observed within the formed clades, revealing high
homogeneity in the studied Hc population.
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INTRODUCCION

Histoplasma capsulatum es un hongo dimérfico que crece en fase filamentosa
multicelular en la naturaleza, pero cuando infecta un huésped susceptible se convierte
en levadura unicelular (Kwon-Chung et al., 1992; Taylor et al., 1997a; 1997b; Tewari et
al., 1998). Bajo condiciones de laboratorio, el paso de la fase micelial a la levaduriforme
puede ser reversiblemente inducida por cambios de temperatura. La conversion
dimorfica es de particular interés, ya que es necesaria para la manifestacion de
virulencia del hongo (Retallack & Woods, 1999). La habilidad de crecer con distintas
morfologias implica que el organismo puede adaptarse a diferentes condiciones de vida
por la expresién de genes especificos de fase, cuyos productos son criticos para la
supervivencia y colonizacién de un ambiente dado (Eissenberg & Goldman, 1994;
Retallack & Woods, 1999). La fase filamentosa (micelial) del hongo es saprobia-
geofilica y se encuentra en recintos cerrados como minas, cuevas, pozos, casas u
otras construcciones abandonadas, asi como en espacios abiertos donde existe guano
de murciélago y/o aves, que son ricos en nutrientes necesarios para su crecimiento
(Gonzalez-Ochoa, 1963; Taylor et al., 1996; 1999a; 2000c). La presencia de estos
nutrientes unidos a condiciones del suelo, humedad y temperatura optima, integran un
ambiente favorable para el desarrollo de la fase micelial o infecciosa de H. capsulatum
(Eissenberg & Goldman, 1994; Kwon-Chung & Bennett, 1992; Tewari et al.,, 1998). La
dispersion aérea es de gran importancia en la diseminacién de H. capsulatum a nuevos
ambientes. Se ha establecido claramente que las infecciones ocurren en ambientes
donde el suelo es revuelto por la accion mecanica del hombre o de algunos animales,
lo que provoca la dispersion de aerosoles que contienen los propagulos fungicos
infecciosos y que al ser inhalados (contacto directo) conllevan a la posterior infeccién
(Chick et al., 1981). Entretanto, pajaros y murciélagos pueden contribuir a la
diseminacion de conidias viables (Taylor et al, 2000a-c; 2003a). Algunos
investigadores han demostrado que los murciélagos pueden infectarse en un nicho
ecolégico determinado y transportar los organismos presentes de este nicho a otros
(Taylor et al., 2003a).

Histoplasma capsulatum infecta humanos y otros mamiferos que funcionan
como huéspedes susceptibles (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Taylor ef al., 1994,
Taylor et al, 1997b, Tewari et al, 1998, Vargas-Yanez et al, 1998,

http://www.histoplas-mex.unam.mx). Después de la inhalacién de microconidios Yy
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pequenos fragmentos de hifas (propagulos) y cuando se establece la infeccion
respiratoria, ésta puede manifestarse desde formas clinicas muy leves que se
confunden con catarro comun hasta evolucionar a enfermedad severa que conduce a
una resolucién fatal, dependiendo del inéculo y virulencia del hongo, asi como del
estado inmune del huésped (inmunodeficiencias y/o inmunosupresiones). El 90-95 %
de los individuos adquieren la infeccion, cursandola en forma subclinica o asintomatica
(Kwon-Chung & Bennett, 1992; Tewari et al., 1998). La infeccion, en la mayoria de los
casos, es resuelta por el sistema inmune. Sin embargo, cuando no se limita totalmente
al hongo, éste puede mantenerse en forma latente en ambientes intracelulares, en
particular, en células permisivas de algunos tejidos del huésped susceptible, y activarse
posteriormente (reactivacion endégena), bajo una eventual depresién inmune de
diversos origenes (nutricion deficiente, edad avanzada, transplantes, cancer, SIDA,
etc.) lo que conduciria a una posible enfermedad sistémica (McKinsey et al,, 1997,
Tewari et al., 1998).

La histoplasmosis humana puede ser dividida en dos categorias distintas, una la
histoplasmosis clasica o enfermedad de Darling (enfermedad de las cavernas), antes
denominada también histoplasmosis americana y ahora reconocida como
‘histoplasmosis capsulati” y causada por Histoplasma capsulatum var. capsulatum y
otra la histoplasmosis africana que tiene como agente etiolégico a H. capsulatum var.
duboisii. Existe una tercera forma de histoplasmosis que afecta de preferencia a
equinos y so6lo ha sido reportada en Asia y Africa, cuyo agente etiolégico es H.
capsulatum var. farciminosum. En este estudio H. capsulaum var. capsulatum es el
agente etiolégico de interés, ya que su amplia distribucidén mundial también incluye a
México, donde afecta tanto individuos inmunocompetentes, como aquellos con
depresion inmunolégica.

Hasta hace algun tiempo, la epidemiologia de la enfermedad estaba restringida
a datos de inmunocontacto sensibilizante en sujetos infectados (prueba cutanea con el
antigeno histoplasmina), o bien por obtencién de aislamientos del hongo a partir de
casos clinicos y de escasas fuentes en la naturaleza. Con el advenimiento de las
técnicas moleculares surge la epidemiologia molecular, especialmente con los estudios
desarrollados en los Estados Unidos de América (EUA) que evidenciaron avances
importantes tanto en la ubicacién de nuevas zonas endémicas como en el conocimiento
de la relacion paciente-fuente de infeccion. La aplicacion de las técnicas moleculares

ha posibilitado la identificacién de distintas fuentes de infeccién y la determinacion de
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una relacién genotipica entre aislamientos clinicos de pacientes de diferentes
procedencias, lo que podria contribuir a la implementacion de mapas genotipicos que
ubiquen aislamientos fungicos de ocurrencia mas frecuente en diferentes areas
geograficas. Ademas, estas técnicas aplicadas en H. capsulatum han permitido
identificar y diferenciar una reactivacion endégena de un proceso similar causado por
una reinfeccién exégena (Keath et al., 1992).

Los métodos mas utilizados en la genotipificacion de H. capsulatum y empleados
en la clasificacibn molecular de este patégeno, son hasta el momento: la hibridacién
con sondas especificas; el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
del DNA (restriction fragment length polymorphisms, RFLP); la amplificacion al azar del
DNA polimérfico por la reacciéon en cadena de la polimerasa (polymerase chain
reaction-based random amplified polymorphic DNA method, RAPD-PCR); la utilizacién
de marcadores de microsatélites y regiones espaciadoras internas transcritas (internal
transcribed spacer, ITS),; la determinacion de ciertas secuencias géenicas en particular;
y por ultimo el microarreglo para la secuenciacion del genoma completo del hongo que
esta bajo la direccidén de un grupo de investigadores, con la informacion disponible en
la direccion electronica: http://genome.wustl.edu/proyects/hcapsulatum/index.php.

Vincent et al. (1986) analizaron 21 aislamientos de H. capsulatum por RFLP, 19
procedentes de humanos y dos de animales, los agruparon en tres clases. La clase 1
consistié solamente de la cepa Downs, obtenida de una ulcera vaginal de una paciente
diabética con histoplasmosis diseminada segun Gass & Kobayashi (1969). La clase 2
contenia 14 aislamientos de H. capsulatum var. capsulatum de Norteamérica y dos de
H. capsulatum var. duboisii de Africa. Los cuatro aislamientos restantes, procedentes
de Centro y Sudamérica, formaron la clase 3. Spitzer et al. (1989), ampliaron el estudio
anterior al incluir nueve aislamientos procedentes del suelo de Norteamérica, con el
objeto de determinar si habia diferencia en los perfiles obtenidos por RFLP entre los
aislamientos de suelo y los de origen clinico; las clases 1 y 2 permanecieron sin
variacion y la ultima, incluyé a la mayoria de los aislamientos procedentes de siete
puntos geograficos distintos de EUA y que ademas no se distinguieron de los
aislamientos clinicos previos; sélo un aislamiento del suelo de Florida constituyé una
clase nueva, la clase 4.

Keath et al. (1992), actualizaron la clasificacion molecular de H. capsulatum.
Estos autores utilizaron los perfiles de RFLP del DNA genémico para proceder el
“Southern blot” revelados por dos sondas de H. capsulatum, una del mtDNA y otra de
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un fragmento de 1.85 Kb obtenido por digestion del gen yps-3 con la enzima Hindlll.
Esta clasificacién que prevalece hasta el momento, se fundament6 en el analisis de
cinco aislamientos de pacientes con SIDA residentes en Nueva York (zona no
endémica de histoplasmosis) y procedentes de Puerto Rico (zona endémica), los
cuales eran diferentes de los aislamientos de las clases ya establecidas y, se
agruparon en una clase 5 con las subclases 5a, 5b, 5c y 5d. Ademas, se establecié una
clase 6, a partir de un aislamiento de un paciente panamefo con SIDA.

Paralelamente, el grupo de J. W. Taylor (Kasuga et al., 1999; Kasuga et al.,
2003) ha clasificado a H. capsulatum con base en una relacion filogenética incluyendo
representantes de las variedades capsulatum, duboisii y farciminosum, procedentes de
varios sitios geograficos en el mundo. La relacion filogenetica fue estudiada mediante la
deteccion de secuencias parciales del DNA de cuatro genes (ARF, H-ANTI, OLE,
TUB1T) que codifican para las proteinas: factor de ribosilacion del ADP; precursor del
antigeno H,; desaturasa delta-9 de acido graso; y alfa tubulina, respectivamente. De
acuerdo con los resultados del analisis filogeografico obtenido a la fecha, se sugiere
que Histoplasma tiene ocho especies filogenéticas o clados, en lugar de tres
variedades; a saber: (1) poblacion de la clase 1 de Norteamérica; (2) poblacion de la
clase 2 de Norteameérica; (3) poblacién del grupo A de Latinoamérica; (4) poblacién del
grupo B de Latinoamérica; (5) poblaciéon australiana; (6) poblacion holandesa que
incluye una poblacién de Indonesia; (7) poblacion eurasiatica; (8) poblacion africana
(Kasuga et al., 2003).

Métodos como el RAPD-PCR o sus variantes, aunque podrian servir para una
clasificacion mas general de aislamientos de distintos origenes, han sido mejor
utilizados para discriminar aislamientos afines. Kersulyte et al. (1992) y Woods et al.
(1993) aplicaron el RAPD-PCR a 29 aislamientos clinicos pertenecientes a la clase 2
de Norteamérica, encontrando una mayor diversidad que la demostrada por el método
de RFLP. Poonwan et al. (1998), utilizando el RAPD-PCR con tres oligonucleétidos
independientes, analizaron 12 aislamientos clinicos de H. capsulatum de pacientes de
Tailandia y uno de EUA, los cuales fueron separados de dos a cuatro grupos segun el
oligonucleétido utilizado; los aislamientos procedentes de Tailandia fueron muy
similares entre si y claramente diferentes del aislamiento de EUA. Medeiros-Muniz et
al. (2001), utilizando el RAPD-PCR con cuatro distintos oligonucleotidos y sobre un
total de 48 aislamientos (13 del ambiente, 7 de animales infectados y 28 de pacientes),
encontraron de cuatro a seis grupos bien definidos de genotipos dentro de una area
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geografica comun de Rio de Janeiro, Brasil.

En México, el RAPD-PCR ha sido una herramienta Gtil para obtener informaciéon
epidemiolégica de la histoplasmosis ademas de aportar conocimiento sobre la
distribucion del patrén molecular del microorganismo en diferentes regiones. Lo
anterior, ha permitido relacionar aislamientos procedentes de diferentes fuentes en la
naturaleza como, murciélagos infectados, excretas de ave o de murciélago, y los de
origen clinico asociados o no a SIDA. Inicialmente, se reportaron dos patrones
polimérficos de DNA en ios aislamientos de H. capsulatum recuperados de murciélagos
capturados en Guerrero y Morelos (Chavez-Tapia et al., 1998, Taylor et al., 2000a).
Para definir con mayor precision estos grupos, Taylor et al. (2000a; 2004a) estudiaron
los aislamientos de H. capsulatum procedentes de murciélagos residentes y migratorios
capturados en Guerrero, Morelos, Puebla y Oaxaca, mediante el uso de una
modificacion del RAPD-PCR, la cual emplea dos oligonucledtidos a la vez para
amplificar el DNA genémico. Aunque esta modificacién aumenté el polimorfismo del
DNA de los aislamientos estudiados, se observd en la mayoria de éstos un patréon
comun, por lo que este perfil molecular de RAPD-PCR fue propuesto como marcador
fungico para las areas geograficas estudiadas. Por otro lado, Reyes-Montes et al.
(1998) caracterizaron aislamientos clinicos de H. capsulatum obtenidos de pacientes
mexicanos con histoplasmosis asociada a SIDA cuya residencia fuera bien establecida;
los resultados de la genotipificacién por RAPD-PCR mostraron que la mayoria de los
aislamientos se relacionaron en un 94 %, a diferencia de la fenotipificacion de los
antigenos crudos del hongo (histoplasminas) por perfiles electroforéticos en geles de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) que se relacionaron en un 86 %
con los aislamientos estudiados. Estos mismos autores (Reyes-Montes et al., 1999),
analizaron nuevos aislamientos clinicos de H. capsulatum obtenidos de pacientes
mexicanos y de otras procedencias, Guatemala, Colombia, Panama y EUA, con base
en los mismos métodos de geno- y fenotipificacion. Los resultados del polimorfismo del
DNA obtenido por RAPD-PCR con un oligonucleétido y la diversidad revelada con los
electrotipos de las histoplasminas en SDS-PAGE, permitieron agrupar a los
aislamientos. La mayoria de los aislamientos clinicos de México se concentraron en un
s6lo grupo, sin embargo, el RAPD-PCR discrimin6é diferencias entre algunos
aislamientos que no fueron detectadas por el SDS-PAGE.

Por otro lado Carter et al. (1996), mediante una variante del RAPD conocida

como AP-PCR (arbitrary primer-PCR), analizaron 30 aislamientos clinicos de H.
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capsulatum procedentes de Indianapolis, Indiana, EUA. Los autores desarrollaron
marcadores bialélicos a partir de secuencias de DNA polimérfico amplificadas con
nuclettidos especificos (20 nt) y encontraron que cada aislamiento tenia un genotipo
multilocus Unico, por lo que infirieron que existian recombinaciones frecuentes dentro
de la poblaciéon de H. capsulatum estudiada. Simultaneamente, Carter et al. (1997), al
utilizar 11 marcadores bialélicos para analizar poblaciones de H. capsulatum
procedentes tanto de EUA como de otros paises, observaron que estos marcadores
mostraban polimorfismos sélo para los aislamientos procedentes de EUA. Aunque
estos marcadores fueron considerados como una buena herramienta para analizar los
aislamientos y medir la extension del flujo de genes del hongo dentro de diferentes
regiones de EUA, tienen la desventaja de ser monomoérficos para regiones mas
distantes, por lo que no se pueden usar para investigar la diversidad de aislamientos
procedentes de otros paises. Posteriormente, estos mismos autores encontraron tres
marcadores multialélicos con la caracteristica de ser hipervariables, por tanto altamente
polimoérficos, y de presentar secuencias muy repetitivas ademas de conservadas
(microsatélites) que resultaron adecuados para tipificar y determinar niveles de
variacion genética de aislamientos provenientes tanto de regiones de EUA como de
otros paises. A la fecha, se han reportado cinco loci microsatélites en el genoma de H.
capsulatum con capacidad de discriminar aislamientos con caracteristicas peculiares
(Carter et al., 2000). El estudio de la diferenciacién genética de aislamientos de H.
capsulatum con base en un genotipo multilocus (amplificados de un loci polimoérfico) y
un marcador microsatélite, revelé diferenciacién genética entre poblaciones de
aislamientos de H. capsulatum, separando particularmente poblaciones de la clase 1 en
las areas donde predominaban poblaciones de la clase 2 y asimismo, diferenciando
poblaciones de Norteamérica de las de Sudamérica (representada por una poblacién
de Colombia) (Carter et al., 2001).

Los meétodos moleculares, como hemos visto anteriormente, han permitido
discriminar poblaciones de H. capsulatum de distintas procedencias geograficas, sea
de diferentes continentes o de areas geograficas del mismo pais. En este sentido,
existen varias aportaciones que nos permiten apoyar la gran diversidad de H.
capsulatum en regiones geograficas cercanas o distantes. Jiang et al. (2000), tipificaron
24 aislamientos de H. capsulatum de EUA, a través de variaciones en la secuencia
nucleotidica de regiones ITS y del gen 5.8S rRNA. Encontraron 10 diferentes perfiles
de secuencias, designados de A - H (con tres representaciones para A, a saber: A-1; A-
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2. A-3). Aislamientos procedentes de Indianapolis se clasificaron en cuatro grupos
distintos (A-1, A-2, A-3 y F), dos aislamientos de Nueva York se ubicaron en el grupo
G, tres aislamientos de diferentes ciudades de EUA se colocaron en el grupo F, y los
restantes se distribuyeron en grupos diferentes. La cepa de referencia Downs de EUA
(clase 1), en este estudio, se agrup6 con los aislamientos de tipo F. Los autores
sugieren que este método reubica aislamientos de otras clasificaciones. En otros
paises también se han utilizado métodos moleculares para esclarecer la procedencia
geografica de aislamientos de H. capsulatum, Tamura et al. (2002), con base en el
analisis de la secuencia de la region ITS separaron aislamientos de distintas
procedencias en ocho clados geograficos, proponiendo dos clados mas para un
aislamiento de China y otro de Tailandia.

Aunque en el presente, la mayoria de los investigadores han utilizado métodos
genotipicos para clasificar H. capsulatum, éstos no siempre han logrado discriminar
diferencias sutiles entre aislamientos del hongo, razén por la cual persiste la necesidad
de apoyarse en los métodos fenotipicos, los cuales han favorecido la deteccién de
ciertas caracteristicas particulares del hongo y por ende facilitar el reconocimiento y
agrupacion de aislamientos de H. capsulatum.

Uno de los aspectos fenotipicos mas relevantes de H. capsulatum var.
capsulatum es la caracterizacion de su macro- y micromorfologia, tanto en su estado
saprobio como parasitario. Cuando se encuentra en el suelo o es cultivado a
temperatura ambiente (25-28 °C), este hongo forma colonias filamentosas blancas
algodonosas (tipo colonial A) o colonias pulverulentas pardas claras u oscuras (tipo
colonial B); microscépicamente se observa una trama de filamentos delgados
multicelulares (hifas), hialinos o en algunas ocasiones pigmentados, septados vy
ramificados, que soportan las estructuras de propagacion, esporas o conidios, los
cuales estan presentes tanto lateralmente como en los extremos terminales de las
hifas. Estas esporas se presentan en forma de: macroconidios esféricos o piriformes,
hialinos o pigmentados de 8-16 um de diametro, pared gruesa, con numerosas
proyecciones semejantes a tubérculos o pequefios dedos en toda su superficie, siendo
denominados macroconidios tuberculados o digitiformes (Kwon-Chung & Bennett,
1992; Tewari et al., 1998); y microconidios ovalados de 2 x 5 um de diametro en
promedio, en general con paredes lisas. Los conidios (macro y micro) nacen de cortos
conidiéforos en angulo recto. Cuando se encuentra como parasito en un huésped, en
cultivo a 37 'C o en condiciones de alto potencial de oxidorreduccion, H. capsulatum
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forma pequefias células levaduriformes de 2 x 6 um de diametro en promedio,
unibrotantes y uninucleadas. Las colonias producidas por esta fase morfolégica del
hongo son semejantes a las de otras levaduras pequefas de aspecto compacto,
textura cremosa y coloracién blanca-beige. Auque las caracteristicas descritas definen
el prototipo macro- y micromorfolégico de H. capsulatum, distintos fenotipos han sido
reportados que refieren cambios en el aspecto y forma de los conidios asi como de las
colonias (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

Los estudios fenotipicos de H. capsulatum no sélo se centran en sus
caracteristicas morfolégicas, también se considera el comportamiento fisiolégico del
hongo. Spitzer et al. (1990), con base en el analisis de dos caracteristicas fenotipicas
relacionadas a la cepa de referencia Downs (clase 1), su termosensibilidad a la
temperatura de 40 °C y su avirulencia para ratones, reportaron que los aislamientos
estudiados procedentes de pacientes con histoplasmosis asociada a SIDA del area de
St. Louis MO, EUA, compartian las caracteristicas fenotipicas de la cepa Downs. Esta
asociacion fue corroborada por métodos genotipicos, los cuales revelaron que los
aislamientos de St. Louis presentaron un perfil polimérfico del mtDNA igual al de la
cepa Downs, por lo que fueron incluidos en la clase 1.

Por otro lado, Gaur et al. (1981) encontraron altos niveles de variacién en el
perfil electroforético en gel de almidén de ocho isoenzimas, al estudiar 369 aislamientos
de H. capsulatum obtenidos de suelo de cuatro areas geograficas de EUA. Los autores
registraron de dos a diez diferentes fenotipos enzimaticos, los cuales difirieron 40.5 %
del fenotipo predominante.

Cabe resaltar que la mayoria de los estudios feno- y genotipicos se han
realizado con un numero limitado de aislamientos de H. capsulatum y siempre
utilizando como referencia a las cepas Downs (baja virulencia), G-186B y G-217B (alta
virulencia). La virulencia es uno de los parametros fenotipicos mas importantes del
microorganismo y se puede medir con diferentes tipos de ensayos. Cuando se
relaciona la virulencia con estudios genéticos, los datos obtenidos permiten inferir el
comportamiento de ciertas cepas, por ejemplo, la baja virulencia detectada en la cepa
Downs se asocia posiblemente a la presencia de un mayor numero de cromosomas
(siete), a diferencia de las cepas de alta virulencia G-186B y G-217B las cuales tienen
tres y cuatro cromosomas, respectivamente (Steele et al., 1989; Carr & Sherer, 1998).
De la misma manera, la presencia de cromosomas pequefios se asocia a cepas
virulentas (Romero-Martinez et al, 2004; Canteros et al., 2004). Asimismo, la
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asociacion de termosensibilidad con baja virulencia y la posibilidad de tropismo a piel o
mucosas es otro evento relacionado a los aislamientos denominados tipo Downs.
Aunque estas asociaciones son especulativas, constituyen hallazgos interesantes.

Se consideraba que la cepa Downs estaba restringida geograficamente a los
EUA. Sin embargo, dos genotipos tipo Downs han sido descritos por el analisis de
RFLP del DNA gendémico de 31 aislamientos de H. capsulatum de pacientes mexicanos
con histoplasmosis asociada a SIDA (Salas-Rios et al.,, 1998). Asimismo, un numero
igual de cromosomas al de la cepa Downs ha sido reportado en aislamientos
procedentes de lesiones mucocutaneas de tres pacientes argentinos con
histoplasmosis asociada a SIDA (Cariteros et al., 2004). Ademads, la presencia de
cromosomas pequefos en la cepa virulenta G-186B y en un aislamiento (EH-325)
obtenido de un paciente mexicano fue corroborada por Canteros et al. (2004).

Considerando que la cepa Downs posee baja virulencia, proviene de una lesion
mucocutanea, es termosensible a 40 °C y tiene un genotipo particular que la
caracteriza (clase 1 por analisis de RFLP, siete cromosomas por analisis de
electrocariotipo); considerando ademas que en contraparte existe otro prototipo de
cepa (G-186B) que es virulenta, termotolerante a 40 °C y se destaca por presentar
cromosomas pequenos; el comportamiento feno- y genotipico de estas cepas permitiria
relacionar nuevos aislamientos de H. capsulatum al utilizar marcadores que los
identifiquen como tipo Downs 0 como semejante a la cepa prototipo de virulencia, G-
186B.

Por tal motivo, la tendencia a desarrollar ciertas manifestaciones clinicas, a
compartir caracteristicas fenotipicas (virulencia y termosensibilidad) y genéticas
(numero de cromosomas, tamano genémico, perfil molecular de RAPD-PCR, RFLP,
ademas de secuencias especificas), son parametros a estudiar para ampliar el
conocimiento y discriminar los grupos de aislamientos de H. capsulatum que estan
distribuidos en varias regiones geograficas de América.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar del creciente numero de estudios moleculares realizados a la fecha en hongos
patdégenos, ningun enfoque molecular ha sido abordado para caracterizar aislamientos
procedentes de diferentes formas clinicas en el paciente. Histoplasma capsulatum en
ocasiones tiene predileccién por un sitio determinado en el huésped parasitado, ya que
produce diversos cuadros clinicos localizados como Ios pulmonares,
meningoencefalicos, oculares, cutaneos y mucocutaneos. Sin menospreciar el papel
del huésped, consideramos que ciertas caracteristicas inherentes al patégeno son
relevantes 'y pueden tener una implicacion directa en el comportamiento biolégico de
las cepas, como por ejemplo el facilitar el tropismo a piel. Por tal motivo, en el presente
trabajo se plante6 analizar algunos aspectos feno- y genotipicos para determinar
posibles similitudes y diversidades entre los aislamientos y cepas del hongo que
provienen de distintos cuadros clinicos, localizados o diseminados. Asimismo, resulta
importante identificar si la variabilidad feno- y genotipica del hongo esta asociada a
factores geograficos.

La caracterizacién de posibles marcadores del hongo seria util para definir
formas clinicas y la presencia de éstos en diferentes areas geograficas para delimitar
zonas de riesgo de adquisicion de ciertas formas clinicas, ademas de realizar un
mapeo de la distribucién del hongo en |la naturaleza.

HIPOTESIS

Las diferencias fenotipicas y genotipicas de H. capsulatum se relacionan con la forma

clinica asociada y con la posible ubicacion geografica de los aislamientos y cepas del
hongo.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas feno- y genotipicas de aislamientos de H. capsulatum
provenientes de diferentes formas clinicas y origenes geograficos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si las caracteristicas fenotipicas como sensibilidad o tolerancia a 40 °C y
tiempo de generacién pueden discriminar las diferentes formas clinicas y origenes

geograficos asociados a aislamientos de H. capsulatum.

2. Determinar si las caracteristicas genotipicas reveladas por RAPD-PCR vy el analisis
de las secuencias nucleotidicas parciales de los genes arf, H-anti, ole y tub1 pueden
discriminar las diferentes formas clinicas y origenes geograficos asociados a
aislamientos de H. capsulatum.

3. Comparar los resultados obtenidos de los aislamientos de H. capsulatum estudiados
contra los referidos para las cepas prototipos de otras clasificaciones feno- vy
genotipicas previas.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos Fungicos

Los aislamientos de Histoplasma capsulatum var. capsulatum fueron tomados de Ia
colecciéon del Laboratorio de Inmunologia de Hongos del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM. Se puede acceder a la

informacién sobre los aislamientes en un catalogo (Taylor et al., 1999b) o en la pagina

web: http://www.histoplas-mex.unam.mx. Esta coleccién se encuentra registrada en la
base de datos del Centro Mundial de Datos sobre Microorganismos (World Data Centre
on Microorganisms, WDCM) de la Federacién Mundial para Colecciones de Cultivos
(World Federation for Culture Collections, WFCC) bajo el acrénimo y numero LIH-
UNAM WDCM817. Todos los aislamientos y cepas han sido previamente tipificados
segun las normas de ingreso a la coleccién. Durante el desarrollo del presente estudio
los aislamientos fueron mantenidos a 25-28 °C en agar-BHI (brain heart infusion-agar,
Bioxon, Becton-Dickinson, México DF). Se trabajaron 37 aislamientos de H. capsulatum
procedentes de casos clinicos: 13 mexicanos; ocho argentinos; dos guatemaltecos; 11
colombianos; y tres cepas de referencia, una de Panama y dos de EUA. El origen
clinico y geografico de los aislamientos estudiados se encuentran en la Tabla 1.

Conversion de la Fase Micelial a Levaduriforme

Para la conversion de fase morfolégica de los diferentes aislamientos y cepas de H.
capsulatum estudiados, cada micelio fue inoculado en medio sintético de Tewari y
Kegel (1971) e incubado a 37 °C en bafo Maria con agitacion. Los cultivos fueron
procesados individualmente y resembrados cada 72 h, hasta obtener levaduras. Una
vez obtenida éstas, se cultivaron en caldo-BHI (Bioxén), suplementado de cisteina 0.1
% y glucosa 1 %, durante 24-48 h a 37 °C. Posteriormente, las levaduras fueron
cosechadas por centrifugacion (800 g), se lavaron dos veces con caldo-BHI
suplementado y fueron preservadas en criocongelacion a =80 °C y -196 °C, en
presencia de suero fetal de ternera (GIBCO BRL, Gran Island, Biological Co. N.Y.) y
dimetilsulféxido (9:1), hasta su uso.
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Caracterizacion fenotipica del hongo

Termosensibilidad y Tiempo de Generacion (Tg) de la Fase Levaduriforme de H.
capsulatum

Cada uno de los aislamientos en fase levaduriforme fue descongelado gradualmente y
posteriormente sembrado en caldo-BHI suplementado, seguido de incubacion a 37 °C
durante 24 h, tiempo estimado para alcanzar la fase- logaritmica de crecimiento (fase-
log). Cada aislamiento en fase-log fue transferido a caldo-BHI fresco y se incubé a 37
°C durante 24 h. Se cosecharon las levaduras por centrifugacion a 800 g durante 10
min para realizar los ensayos de termosensibilidad y determinacion de Tg. Para
garantizar ausencia de contaminantes, el sobrenadante fue utilizado para prueba de
exoantigenos por doble inmunodifusién en gel (IDG) en presencia de sueros inmunes
especificos (Ouchterlony & Nilsson, 1978).

Cada paquete de levaduras fue resuspendido en 10 ml de caldo-BHI
suplementado, para su ajuste a la densidad éptica deseada. De cada suspensién, se
preparé una dilucion 1:10 y a partir de ésta se realizaron diluciones seriadas de 1.2
hasta 1:2048, en una microplaca de cultivo de 96 pozos (Nunc, Roskilde, Denmark) con
volumen final de 200 pl por pozo. En la primera columna, los pozos soélo recibieron 200
ul de caldo-BHI suplementado (blanco); a partir de la segunda columna, se realizaron
las diluciones en los pozos. La lectura de densidad optica (DO) de las diferentes
diluciones se realizdé en un lector Multiskan MS Labsystems (Helsinki, Finland) a una
longitud de onda de 405 nm. Se selecciono, para cada aislamiento, la dilucion con DO
cercana o igual a 0.2. Una vez hecha la seleccién, se ajustd cada inéculo a 0.2 DO, se
llenaron ocho pozos por columna de la microplaca con 200 ul del indculo.

Los ensayos se realizaron por triplicado y se incubaron simultaneamente, por
separado, un juego de tres placas a 37 °C (control de crecimiento) y otro a 40 °C
(termosensibilidad). Las lecturas de DO se realizaron a diferentes tiempos 0, 3, 6, 12,
24, y 30 h para ambas temperaturas. Las DO, de cada tiempo a diferentes
temperaturas, fueron promediadas considerando una n = 12 pozos. Los resultados se
expresaron graficamente comparando las DO contra los tiempos de incubacion, en
ambas temperaturas probadas.

Adicionalmente, se calcul6 el porcentaje de inhibicion (% 1) a 40 °C,
considerando la férmula % | = 1- [(DOtx — DOty a 40 °C/DOt, — DOty a 37 °C)] X 100,
siendo t, cada uno de los tiempos de lectura de DO diferentes al tiempo 0.
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Por otro lado, el Tg se calcul6 a 37 °C a partir de una modificacion del protocolo
descrito por Amaral et al. (1967). Para el calculo se consideré dos puntos en la
pendiente de la fase-log mediana de la curva de crecimiento graficadas en papel semi-
logaritmico. Se eligié el segundo punto como el doble de la DO del primer punto
seleccionado. Se extrapolaron estos puntos sobre el eje de las abscisas, donde fueron
graficados los tiempos de incubacion. La diferencia, en tiempos (h), entre los dos
puntos extrapolados se registré como el Tg para cada aislamiento estudiado.

Todos los datos fueron analizados estadisticamente por la prueba t de Student
(Microsoft Excel 2000 for Windows).

Caracterizacion genotipica del hongo

Extraccion del DNA

Para cada aislamiento, se cultivo el micelio de H. capsulatum en medio GYE (glucosa 2
% y extracto de levadura 1 %), a 26 °C con agitaciéon constante, durante 1-2 semanas,
hasta alcanzar la fase-log de crecimiento. Se coseché éste por filtracién en un embudo
Buchner con papel filtro Whatman No. 1. Para comprobar la procedencia del micelio se
realiz6 con el filtrado concentrado de éste la prueba de exoantigenos en IDG
(Ouchterlony & Nilsson, 1978) y sélo los micelios cuyos filtrados desarrollaron reaccién
de precipitacion con el suero testigo positivo, fueron utilizados en la extraccién de DNA.
Cada micelio seleccionado se lavé con amortiguador TE (Tris-HCI pH 8.0, EDTA 1 mM)
y se transfiri6 a un mortero, donde fue triturado con nitrégeno liquido hasta obtener
polvo fino. El polvo fue depositado en tubo Eppendorf estéril de 1.5 ml, donde se
adicionaron 600 pul de amortiguador de extraccion (Tris-HCI 500 mM pH 8.0, EDTA 500
mM, SDS 10 %, 2-mercaptoetanol 10 %), se agité la mezcla 1 h a temperatura
ambiente y se centrifugd a 20000 g, 4 °C, por 15 min. El sobrenadante se transfirié a un
nuevo tubo Eppendorf y se adicioné proteinasa K (a una concentracion final de 200
ug/ml) mezclando fuertemente e incubando a 56 °C por 2 h. A continuacién, se agregé
RNAsa (a una concentracion final de 50 ug/ml) y se incubé toda la noche. Los acidos
nucleicos se extrajeron dos veces con un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), hasta obtener una fase acuosa superior transparente. Se
adicionaron dos volumenes de etanol absoluto frio y 10 ul de acetato de sodio 3 M, y se
incubd la mezcla a =20 °C hasta el dia siguiente. Posteriormente, se centrifugd para
obtener el boton de DNA, el cual se lavd con etanol al 70 % y nuevamente se centrifugo
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por 1 min, eliminando totalmente el alcohol. Finaimente, se disolvié el DNA en agua
grado Milli Q. Se determinaron tanto la pureza como la concentracién del DNA
problema por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % adicionado de bromuro de
etidio. Para lo ultimo, se corrieron 20, 50 y 100 ng del fago A (GIBCO), como indicador
de concentraciones de un DNA estandar. Estas concentraciones se compararon con 2

ul del DNA problema de cada muestra y se registro su respectiva concentracion.

Amplificacion al Azar del DNA Polimérfico por la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(RAPD-PCR)

Se usé el método de RAPD-PCR empleando dos variantes del mismo, con un
oligonucleétido segun Kersulyte et al. (1992) y Woods ef al. (1993) o con doble
oligonucleoétido segun Hu et al. (1995). Se utilizaron tres iniciadores de 10 nt, 1253 (5'-
GTTTCCGCCC-3'), 1281 (5-AACGCGCAAC-3) y 1283 (5-GCGATCCCCA-3)
(Operon Technologies Inc. Alameda, CA) previamente probados con excelentes
resultados para H. capsulatum por Kersulyte et al. (1992). Para la variante de RAPD
con doble oligonucleétido se utilizé la combinacion 1281 y 1283, que ha sido
previamente utilizada por Taylor et al. (2000a). Las condiciones de la reaccion fueron:
volumen final de 25 pl; 10 ng de DNA gendmico; 100 pmol de cada iniciador; 2.5 mM
MgCl;; 200 uM de cada dNTP (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA); 1 U de Taq
DNA polimerasa (Applied Biosystems) y amortiguador TE 10 X. Los reactivos fueron
estandarizados para obtener sus respectivas condiciones 6ptimas de trabajo. Para las
amplificaciones se utilizé un termociclador (Bio-Rad, Hercules, CA) con el siguiente
programa: un ciclo a 94 °C por 7 min (para activar la enzima); seguido por 45 ciclos de
1 min a 92 °C (desnaturalizacién), 1 min a 35 °C (alineacién) y 1 min a 72 °C
(extension). Se llevdo a cabo un ciclo final de 5 min a 72 °C, para asegurar la
amplificacién total de los productos. Los amplicones se sometieron a electroforesis en
gel de agarosa al 1.5 % en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base 45 mM, acido bérico 45
mM, EDTA 1 mM) y fueron tefiidos con bromuro de etidio 10 ug/ml. Se usé como
marcador de peso molecular el 123 bp DNA Ladder (GIBCO). La imagen de los geles
se capturd con un Fotodocumentador Synoptics (GeneCam, Syngene, Cambridge, UK),
se imprimié en una impresora térmica Sony 650 (Sony Electronics Inc.; Park Ridge,
N.J.), y se edité con el programa GeneSnap™ (Syngene) para una éptima resolucion.
El tamafio de los fragmentos se calculé con ayuda del programa Biolmage por
comparacion con el marcador molecular 123 bp DNA Ladder.
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Los perfiles del RAPD-PCR fueron codificados como datos binarios de ausencia
(0) y presencia (1). Se construy6, entre los aislamientos estudiados, una matriz de
similitudes genéticas pareadas, utilizando el coeficiente de apareamiento simple
(simple matching, SM) (Sneath & Sokal,1973). El coeficiente SM se define como, (nw +
nz) / (nw + nx + ny + nz), donde n = numero de posiciones de las bandas; nw 11= el
numero de posiciones donde los aislamientos uno y dos muestran presencia de
bandas; nx 10= el numero de posiciones donde el aislamiento uno muestra banda y el
dos no exhibe banda; ny 01= numero de posiciones donde el aislamiento uno no
muestra banda pero si el aislamiento dos; nz 00 = numero de posiciones donde tanto el
aislamiento uno como el dos no presentan bandas. Se gener6 un dendrograma, a partir
de la matriz de similitudes genéticas pareadas, utilizando el método de agrupacion de
los promedios aritméticos no ponderados (unweighted pair group method analysis,
UPGMA). La confiabilidad estadistica del dendrograma se establecié tanto por medio
del coeficiente de correlacién cofenética (r) estimado por la prueba aleatorizada no
paramétrica de Mantel (Manly, 1997) después de 5000 permutaciones como por la
prueba del mejor punto de corte (Strauss, 1982) y por el método del bootstrap (Efron,
1982). Para los analisis estadisticos multivariados se utilizaron los programas, NTSYS-
PC version 2.0 (Rholf, 1998), TreeView version 16.6
(hitp://taxonomy.zoology.gla.ac.uk./rod/rod/html) y Freetree versién 0.9.1.50 (Pavlieek

et al., 1999). Por ultimo, con el fin de conocer la variacion genética de los aislamientos
y/o cepas estudiados, en funcién de sus origenes geograficos y formas clinicas, se
realizé6 un analisis jerarquico de varianza molecular AMOVA (analysis of molecular
variance) a un nivel, utilizando los programas AMOVA PREP 1.01 y AMOVA (Excoffier
et al, 1992; Nybom & Bartish, 2000). Con los datos de AMOVA se generaron dos
dendrogramas por el método UPGMA y se calcularon los respectivos coeficientes de
correlacion cofenética (r) a partir de las matrices de las Fst pareadas de los
aislamientos y/o cepas, con el objeto de establecer las relaciones geograficas y clinicas
entre ellos.

Amplificacién y Secuencias Parciales del DNA de Cuatro Genes de H. capsulatum

Se obtuvieron las secuencias parciales de cuatro genes de H. capsulatum para los
cuales se disefiaron los oligonucleétidos segun Kasuga et al. (1999), a saber: para el
gen arf, arf1 (5'-agaatatggggcaaaaagga-3') y arf2 (5'-cgcaattcatcttcgttgag-3'); para el
gen H-anti, H-anti3 (5°-cgcagtcacctccatactatc-3') y H-anti4 (5°-gcgccgacattaacce-3));
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para el gen ole, ole3 (5'-tttaaacgaagcccccacgg-3’) y oled (5'-caccacctccaacagcagca-
3), y para el gen tub1, tub1 (5-ggtggccaaatcgcaaactc-3) y tub2 (5'-
ggcagctttcegttectcagt-3') (Operon Technologies). La PCR se llevé a cabo con las
siguientes condiciones: se usaron 10 ng de DNA gendémico en una mezcla de reaccién
de 50 ul, conteniendo 0.2 uM de cada oligonucledtido, 1 U de Tag DNA polimerasa, 2.5
mM MgCl; y 0.2 mM dNTPs, con el siguiente programa: 15sa 94 °C,30sa 65 °Cy 1
min a 72 °C por 32 ciclos, seguido por un ciclo final de 5 min a 72 °C. La temperatura
inicial de alineacién de 65 °C del primer ciclo fue paulatinamente reducida en 0.7 °C por
ciclo, durante los siguientes 12 ciclos. Posteriormente, la PCR continué a una
temperatura de alineacion de 56 °C para los 20 ciclos restantes. Los productos de la
PCR se enviaron al Instituto de Fisiologia Celular, UNAM-México, para ser
secuenciados en un Secuenciador de DNA ABl-automatizado (Applied Biosystems).

Anélisis de Secuencias

Se generaron para los cuatro genes secuencias para una sola hebra, las cuales se
editaron, alinearon y compararon mediante el programa Clustal X version 1. 81 (NCBI)
(Higgins & Sharp, 1988; Thompson et al.,1997). Las secuencias de la cepa G-217B
fueron utilizadas como grupo externo (numeros de acceso en la base de datos del
GenBank: L25117 para el gen ARF, U20346 para el gen H-ANTI, X85962 para el gen
OLE y M28358 para el gen TUBT). Los parametros del mejor alineamiento fueron:
penalizacion por abertura del gap- 15.00; penalizacion por extensiéon del gap- 3.00;
porcentaje de similitud 30 %; peso de transicion del DNA- 0.50; y peso de la matriz de
DNA- IUB; matriz negativa- OFF.

La relacion filogenética entre los aislamientos se establecié tanto por métodos
de distancia como de maxima parsimonia (MP), utilizando el programa PAUP-versién
4.0. El analisis de los genes se llevé a cabo de manera independiente ya que la prueba
de heterogeneidad no parameétrica de Templeton mostré incongruencia entre los cuatro
conjuntos de datos (Templeton, 1983; Farris, 1995). Para definir el modelo de
sustitucion nucleotidica de las regiones génicas estudiadas, se estimé la proporcion de
transiciones y transversiones asi como la frecuencia de las bases nucleotidicas. De
esla manera, para el gen arf se utilizé el modelo HKY85+I" (Hasegawa et al., 1985) y
para las secuencias de los genes H-anti, ole y tub1 el modelo de 2-parametros de
Kimura (Kimura, 1980). Las topologias correspondientes se construyeron usando el
algoritmo “neighbor-joining” (NJ). Para el método de MP se realiz6é un procedimiento de
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busqueda heuristica con adicion de secuencias al azar, 1000 repeticiones y un
intercambio de ramas del arbol por el método de biseccion y reconexién (TBR). La
confiabilidad estadistica de los arboles inferidos a partir de las secuencias fue evaluada
por el método de bootstrap (Efron, 1982) y el indice de Bremer o de decaimiento
(Bremer, 1988; Donoghue et al., 1992). Finalmente, los arboles consenso para cada
uno de los genes analizados por NJ y MP fueron generados mediante el método de la
regla de la mayoria (major rule). Por ultimo, se estimd la diversidad y divergencia
nucleotidica () de las regiones génicas estudiadas de H. capsulatum por el método de
Nei & Li (1979).
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RESULTADOS

Caracterizacion fenotipica

Termosensibilidad a 40 °C de la Fase Levaduriforme de H. capsulatum

Los registros de las lecturas de DO correspondientes al crecimiento de la poblacion de
levaduras en dos distintas temperaturas, a 37 °C (testigo de crecimiento) y a 40 °C
(efecto termosensible), a diferentes tiempos de incubacion, desde 0, 3, 6, 12, 24 hasta
30 h (to t3, ts 112, t2a y t30, respectivamente) se muestran en las tablas 2 y 3. Todos los
datos de DO registrados al t tanto a la temperatura de 37 como de 40 °C, paraunan =
12, se encuentran en el rango de 0.1 a 0.4 DO, considerando que los inéculos fueron
ajustados a 0.2 de DO, la variacion obtenida entre el menor (0.116 + 0.002, tabla 2) y el
mayor promedio de DO (0.366 + 0.008, tabla 3). Aunque las poblaciones de algunos
aislamientos de H. capsulatum presentaron variaciones, éstas fueron ajustadas para
que todos los aislamientos partieran de una poblacién inicial (t) lo mas homogénea
posible. Las desviaciones estandar confirman la minima variacién de lecturas dentro de
la misma poblacién (tablas 2 y 3).

Las curvas de crecimiento de la fase levaduriforme de la mayoria de los
aislamientos de H. capsulatum, tanto a 37 como a 40 °C en los tiempos de incubacién
utilizados, se observan las figuras 1-4. Las curvas en condiciones O6ptimas de
temperatura (37 °C) para la fase levaduriforme del hongo funcionaron como testigos y
permitieron observar diferencias en la cinética de crecimiento de las levaduras con
relacion a sus distintas fases (fase-lag o de latencia, fase-log también llamada de
crecimiento logaritmico o exponencial, fase estacionaria y fase de descenso o muerte).
Algunos aislamientos en las condiciones probadas, alcanzaron rapidamente la fase-log
en un tiempo de incubacion <3 h (EH-319 y 993446) (Figs. 1a y ¢, y 2a,
respectivamente) sin manifestar la fase-lag. La cinética de crecimiento de éstas cepas
a 40 °C fue similar a la temperatura de 37 °C (Figs. 1b y d, y 2b, respectivamente). En
contraste el aislamiento 993444 y la cepa Downs en las mismas condiciones,
alcanzaron tardiamente la fase-log (Figs. 2a y 4a, respectivamente) y presentaron una
latencia de 12 h.

La cinética de crecimiento a 40 °C para el aislamiento 993444 (Fig. 2b) fue
similar a la obtenida a temperatura de 37 °C, mientras que el crecimiento de la cepa
Downs fue totalmente inhibido a 40 °C (Fig. 4b). Todos los demas aislamientos y las
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cepas de referencia, G-186B y G-217B, mostraron una cinética de crecimiento similar
tanto a 37 como a 40 °C (Figs 1-4) acorde con las caracteristicas descritas para H.
capsulatum.

El comportamiento cinético entre el crecimiento de las cepas de referencia G-
217B (prototipo de termotolerancia a 40 °C) y Downs (prototipo de termosensibilidad a
40 °C) revela diferencias significativas (P < 0.001; o = 0.01) tanto a 37 °C en los
tiempos de incubacion ts, tiz, t2¢ ¥ t30 asi como a 40 °C en todos los tiempos de
incubacion. Las comparaciones entre el crecimiento del aislamiento 993444 tanto a 37
como a 40 °C con el de las cepas G-217B y Downs mostraron diferencias significativas
(P<0.001; a = 0.01) en los tiempos de tg, t12, t24 ¥y tag @ 37 °C y de t3, ts, t12, t24 ¥ tzp @ 40
°C con la cepa termotolerante; asimismo en los tiempos de tos y tag @ 37 °C y de t12, tzs,
y t30 @ 40 °C con la cepa termosensible.

El comportamiento termosensible o termotolerante de los aislamientos y cepas
estudiados a 40 °C fue confirmado por el célculo del % | del crecimiento (Tabla 4).
Sobresale el 100 % de inhibicién para la cepa Downs en los tiempos de incubacion
correspondientes a 24 y 30 h, lo que confirma su termosensibilidad. Los demas
aislamientos y cepas estudiados se comportaron como posibles termotolerantes ya que
los porcentajes de inhibicién del crecimiento fueron inferiores a los valores mas altos,
31.9y 28.7 %, obtenidos para el aislamiento EH-359 en tz4 y t3, respectivamente (Tabla
4).

Tg de la Fase Levaduriforme de H. capsulatum

El calculo de cada Tg se realizé con base en los datos de las figuras 1-4, segun el
procedimiento descrito en materiales y métodos. Para cada aislamiento se generd una
curva, como se representa en la figura 5, que permitio extrapolar los valores del Tg
(Tabla 5). El intervalo de Tg obtenido para los diferentes aislamientos de H. capsulatum
vario de 2:30 (EH-319) a 12:45 h (MZ 2). En general, el Tg promedio de los
aislamientos y cepas estudiados oscilé entre 5:30 y 8:30 h. En dos aislamientos (EH-
359, MX; MZ 2, CO) obtenidos de formas mucocutaneas con antecedentes de
inmunosupresion no asociada a VIH, ademas de la cepa Downs, el Tg fue >9:45 h,
mientras que en el aislamiento H.1.02.W procedente de un paciente guatemalteco con
una forma localizada pulmonar bien caracterizada y no asociada a VIH, se detecté uno
de los mas bajos Tg de 4:45 h (Tabla 5). Cabe destacar que el aislamiento 993444
(AR) y la cepa de referencia Downs (EUA), que mostraron una fase-lag muy
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prolongadas, presentaron un Tg dentro de los valores aceptables para este
microorganismo de crecimiento lento.

Caracterizacion molecular

Polimorfismo Genético por RAPD-PCR de H. capsulatum
El polimorfismo genético de los aislamientos y cepas estudiados generado por RAPD-
PCR, con tres oligonucleoétidos y la combinacion de dos de ellos, se revelan, de modo
representativo, en las figuras 6 a, b (1253); 7 a, b (1281); 8 a, b (1283) y 9 (mezcla
1281-1283). Los aislamientos de Argentina (AR), Colombia (CO), Guatemala (GT),
México (MX) y cepas de referencia, difirieron entre si, tanto en el numero como en el
desplazamiento (movilidad) de las bandas. La banda de 1.2 Kb fue comun para la
mayoria de los aislamientos de MX, para algunas cepas de referencia y para escasos
aislamientos de CO, independiente de la forma clinica y no se revel6 en los
aislamientos de AR cuando los marcadores moleculares se generaron con el
oligonucleétido 1281 (Fig. 7a). Los tres iniciadores y la combinacion 1281-1283,
amplificaron 55 bandas de DNA repetitivas y bien definidas en los 37 aislamientos
estudiados (Tabla 6), que sirvieron para el analisis estadistico de los RAPD. El analisis
de la matriz de similitud mostré6 una media general de similitud de 0.659 entre los 37
aislamientos. Ademas, revelé que los aislamientos 993444, 993445 y 92590 de AR
fueron los mas relacionados entre si con un valor de similitud de 1.0, mientras que el
aislamiento GeM de CO fue el menos relacionado con un valor de 0.3636 al compararlo
con los aislamientos EH-326 y EH-359 de MX (datos no mostrados).

En el dendrograma generado por UPGMA se observaron tres grupos grandes
(Fig. 10). El I se subdividié en cinco subgrupos, principalmente relacionados con su
origen geografico. El subgrupo Ia fue conformado por 12 de los 13 aislamientos de MX,
el Ib por todos los aislamientos de AR, el Ic por nueve de los 11 aislamientos de CO, el
Id por los aislamientos de GT y un aislamiento de CO (JG), el Ie por un aislamiento
unico de CO (GeM). El grupo 1I se conformé con un aislamiento unico de MX (EH-319)
y dos cepas de referencia, una de EUA (G-217B) y otra de PA (G-186B). Finalmente, el
grupo III sélo incluyé a la cepa de referencia Downs de EUA. El coeficiente de
correlacion cofenético (r = 0.94, P = 0.001) sugiere que el dendrograma obtenido tiene
una buena representacion de la similitud de los aislamientos. Se determin6 el mejor
punto de corte (0.92) y la consistencia de los grupos de aislamientos revelados en el
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dendrograma, mostré pocos grupos con baja asociacion. El grupo Ib fue el mas
consistente ya que seis (92590, 9993444, 993445, 01558, 993267 y 01739) de un total
de ocho aislamientos procedentes de Argentina se asociaron por arriba de 0.92 (Fig.
10). Al considerar los valores de bootstrap superiores al 50 %, se encontré una
estrecha relacion entre los aislamientos estudiados apoyada no soélo por la agrupacion
inicial obtenida por UPGMA, sino también por los datos de r y del punto de corte, los
cuales revelaron grupos muy definidos de aislamientos, segun el origen geografico.

Al realizar el andlisis comparativo de los perfiles de DNA desarrollados por
RAPD-PCR de los aislamientos y/o cepas estudiados, segun su procedencia
geografica, por el método de AMOVA (Fig. 11), se encontré una variacion genética de
49.7 % entre las poblaciones y dentro de éstas de 50.30 %. La Fst promedio fue de
0.497 y estadisticamente significativa (P < 0.001). La tabla 7 muestra los valores de Fst
pareados para el origen geografico, donde se observé que entre las cepas de EUA y
los aislamientos de GT existe una baja diferenciacion genética (Fst = 0.0652), mientras
que entre la cepa de PA y los aislamientos de AR la diferenciacion genética fue mayor
(Fst = 0.8698). El dendrograma generado para AMOVA mostré que las cepas de EUA Yy
GT forman un grupo al cual se unieron los aislamientos de MX, CO, PA y AR. El
coeficiente cofenético de correlacion (r = 0.852; P = 0.004) indicd que el arbol obtenido
es una buena representacion de la matriz de las Fst pareadas.

Los analisis de AMOVA para la forma clinica asociada (Fig. 12), mostraron una
variacion genética de 14.61 % entre las poblaciones y dentro de las poblaciones de
85.39 %. La Fst promedio fue de 0.146 y estadisticamente significativa (P < 0.0099). La
tabla 8 muestra los valores de Fst pareados para la forma clinica, donde se observo
que entre los aislamientos procedentes de formas clinicas no determinadas y los de
formas pulmonares localizadas no existe diferenciacién genética (Fst = 0.00), mientras
que entre las formas clinicas diseminadas y las mucocutaneas la diferenciacion
geneética fue mayor (Fst = 0.1808). El dendrograma generado para AMOVA mostré que
las formas no determinada y pulmonar localizada integraron un grupo semejante al cual
se unieron las formas diseminadas y las mucocutaneas. El coeficiente cofenético de
correlacion (r = 0.986; P = 0.079) mostré6 que el arbol obtenido es una buena
representacion de la matriz de las Fst pareadas.
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Secuenciacioén Parcial de Genes de los Aislamientos de H. cépsu!arum

Se generaron 148 secuencias parciales de los cuatro genes (arf, H-anti, ole, tub1) para
los 37 aislamientos y/o cepas estudiados, las cuales se alinearon individualmente con
las secuencias homoélogas de la cepa G-217B depositadas en el GenBank, utilizando el
Programa Clustal X. El numero de sitios informativos analizados después de cada
alineamiento fue de 468 para el gen arf (regién 411 a 870), de 383 para el gen H-anti
(region 385 a 790), de 416 para el gen ole (regién 34 a 460) y de 300 para el gen tub1
(region 584 a 874).

Los arboles filogenéticos generados de las secuencias parciales de los cuatro
genes por el método de NJ con sus respectivos valores de bootstraps e indices de
consistencia, de homoplasia y de reescalado de consistencia se muestran en la figura
13.

El arbol generado del fragmento de arf revelé dos grupos, el I representado por
todos los aislamientos de MX, GT, la mayoria de los aislamientos de CO y tres
aislamientos de AR (993267, 01739 y 01558); el II por la mayoria de los aislamientos
de AR, por un aislamiento de CO (JG) y la cepa de referencia Downs. Las cepas de
referencia de PA (G-186B) y de EUA (G-217B) se unieron de manera independiente a
estos dos grupos. Los valores de bootstrap asociados a los nodos de estos grupos
estuvieron por arriba del 50 %.

El arbol de la secuencia parcial del gen H-anti mostré tres grupos. El I
representado por todos los aislamientos de MX, por la mayoria de los de CO y uno de
GT. El grupo II lo conformaron todos los aislamientos de AR y el aislamiento JG de
COQ. El aislamiento de GT (H.1.02.W) mostré un comportamiento independiente (grupo
I11). Las cepas de referencia se ubicaron en la topologia del arbol como independientes
de los grupos anteriores.

El arbol filogenético de las secuencias parciales del gen ole revelé un sélo grupo
integrado por todos los aislamientos, excepto las cepas de referencia. La cepa Downs
se integré dentro de este gran grupo. Todos los aislamientos de AR ademas del
aislamiento JG de CO formaron, dentro de este gran grupo, un subgrupo bien definido.

Finalmente, el arbol generado de la secuencia parcial del gen tub1 mostr6
también un sdélo grupo formado por todos los aislamientos excepto las cepas de
referencia. En este grupo se integraron cuatro subgrupos. El subgrupo 1 representado
por seis aislamientos de CO (Gli, MZ2, LA, WE, LF y DS), cinco de MX (EH-319, EH-
316, EH-355, EH-356 y EH-357) y uno de GT (H.1.12.96). El subgrupo Il con todos los
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aislamientos de AR, uno de MX (EH-323) y uno de CO (JG). El subgrupo III con cuatro
aislamientos de CO (RG, AP, WCh y GeM) y tres de MX (EH-317, EH-359 y EH-328).
Por ultimo, el subgrupo IV se formé con cuatro aislamientos de MX (EH-326, EH-325,
EH-327 y EH-324) y un aislamiento de GT (H.1.02.W). Las cepas de referencia se
unieron de manera independiente. Los valores de bootstrap asociados a los nodos de
los grupos y subgrupos que se describen a partir del analisis de las topologias de estos
cuatro genes estuvieron por arriba del 50 %.

Por otro lado, los analisis individuales de los arboles filogenéticos generados de
las secuencias parciales de los cuatro genes por el método de MP se muestra en la
figura 14, con sus respectivos valores de bootstrap e indices de decaimiento, de
homoplasia y de reescalado de consistencia. Los arboles generados por MP son, en lo
general, semejantes a los arboles de distancia.

El gen arf presentd tres grupos. El grupo | con todos los aislamientos de MX, GT
y de CO, a excepcion del aislamiento JG. El grupo II con dos aislamientos de AR
(01739 y 01558). EI grupo III se dividié en dos subgrupos: el Illa con la mayoria de los
aislamientos de AR y uno de CO (JG), el Illb con un aislamiento de AR (993267) y la
cepa de referencia de EUA (Downs). Las cepas de referencia de PA (G-186B) y de
EUA (G-217B) se unieron de manera independiente. El arbol filogenético generado de
la secuencia parcial del gen H-anti presenté tres grupos. El grupo 1 con cuatro
subgrupos: el Ia con la mayoria de aislamientos de CO, con cinco aislamientos de MX
(EH-316, EH-359, EH-328, EH-317 y EH-319) y uno de GT (H.1.12.96); el Ib y el Ic s6lo
con aislamientos de MX; y por ultimo el 1d con un aislamiento de CO (LF). El grupo II
con todos los aislamientos de AR y uno de CO (JG). El grupo III con un unico
aislamiento de GT (H.1.02.W). Las cepas de referencia de PA (G-186B) y de EUA
(Downs y G-217B) se unieron de manera independiente. Al igual que H-anti, el arbol
flogenético del gen ole presenté un grupo con dos subgrupos y aislamientos con
comportamiento independiente. El subgrupo Ia con todos los aislamientos de MX, la
mayoria de los de CO y uno de GT (H.1.12.96); el Ib con todos los aislamientos de AR
y uno de CO (JG). Un aislamiento de GT (H.1.02.W) y otro de CO (LF) ademas de la
cepa de referencia de EUA (Downs) se comportaron de modo independiente. Las
cepas de referencia de PA (G-186B) y de EUA (G-217B) también se unieron de manera
independiente. De la misma manera que el gen anterior el arbol filogenético generado
de la secuencia parcial de tub1 mostré un grupo con cuatro subgrupos. El subgrupo Ia
con seis aislamientos de CO (LF, MZ2, LA, WE, Gli, DS), cinco de MX (EH-319, EH-
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316, EH-355, EH-356, EH-357) y uno de GT (H.1.12.96); el Ib con todos los
aislamientos de AR, uno de MX (EH-323), uno de CO (JG) y la cepa de referencia de
EUA (Downs); el Ic con tres aislamientos de MX (EH-317, EH-359, EH-328) y cuatro de
CO (RG, AP, WCh, GeM); el Id con cuatro aislamientos de MX (EH-326, EH-325, EH-
327, EH-324) y uno de GT (H.1.02.W), y por ultimo las cepas de referencia de EUA (G-
217B) y de PA (G-186B) se unieron de manera independiente.

Diversidad y divergencia nucleotidica

El analisis de la secuencia de cada gen comparada con su grupo externo mostré una
alta homologia para los genes estudiados tanto por la determinacion del indice de
diversidad nucleotidica (n) como por la divergencia nucleotidica. Se obtuvo un
alineamiento total de 1607 pb de DNA con 120 sitios informativos distribuidos entre los
cuatro genes, como sigue: 35 posiciones para arf, 28 para H-anti, 26 para ole y 31 para
tub1.

Los valores de n para cada gen de H. capsulatum estudiado fueron bajos: n =
0.02794 para el gen arf, n = 0.02143 para el gen H-anfi, n = 0.01618 para el gen ole; y
n = 0.02740 para el gen tub1. La divergencia nucleotidica entre las secuencias de los
aislamientos de H. capsulatum también fue baja: el gen arf mostré 75 sitios
polimérficos de 468; el gen H-anti 39 sitios polimérficos de 383; el gen ole 45 sitios
polimérficos de 416; y el gen tub1 43 sitios polimérficos de 300 sitios analizados.
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DISCUSION

El presente trabajo es el primero en asociar diferentes caracteristicas fenotipicas de H.
capsulatum entre si, como: termosensibilidad; tiempo de generacién; origenes
geograficos y formas clinicas; y complementar esta asociacion con el andlisis de
marcadores genotipicos. Aunque otros investigadores han relacionado el polimorfismo
genético del hongo con la procedencia geografica (Carter et al., 1996; 1997, 2001,
Jiang et al., 2000; Kasuga et al., 1999; 2003; Medeiros-Muniz et al., 2001; Poonwan et
al., 1998, Tamura et al., 2002; Taylor et al., 2004a; Vincent et al., 1986), caracteristicas
de inmunosupresion del huésped (Reyes-Montes et al., 1998; 1999; Salas-Rios et al.,
1998; Spitzer et al,, 1990) y termosensibilidad del aislamiento (Spitzer et al, 1990;
Keath et al., 1989), sus estudios presentan carencias que van desde el empleo de un
numero escaso de aislamientos o cepas hasta el uso de aislamientos circunscritos a
areas geograficas muy localizadas. Tales circunstancias limitan, posiblemente, el
analisis de similitudes feno- y genotipicas intraespecificas, puesto que en ocasiones no
consideran las fuertes presiones del medio que influyen en el patégeno al inducir
comportamientos distintos, segun las condiciones de su entorno ambiental.

Para el desarrollo de este estudio se contemplé la fenotipificacion de los
aislamientos clinicos con la fase levaduriforme del hongo, por ser ésta la forma
virulenta del patdgeno que se encuentra en el huésped parasitado. Ademas, se conoce
que esta morfologia de H. capsulatum estad asociada a genes especificos de fase que
definen caracteres fenotipicos propios de ésta (Keath et al., 1992; 1994; Patel et al.,
1998; Hwang et al., 2003). La determinacién fenotipica sélo se realizé con el 70 % de
los aislamientos procesados en la genotipificacion, debido a la dificultad de algunos
aislamientos para alcanzar la transicion dimérfica, evento reportado con cierta
frecuencia por distintos grupos de investigacién. Aunque existen aislamientos que
logran la transicién de fase con cierta rapidez en condiciones Optimas de cultivo
artificial, este comportamiento biolégico no se puede uniformar, por o que hay algunos
aislamientos que son de rapida y otros de lenta conversién. Ademas, existen posibles
‘mutantes naturales” que a la fecha no han sido convertidas, aun después de varios
intentos.

Aunque no se consiguié la transiciéon dimérfica del 100 % de los aislamientos, el
numero de éstos en fase levaduriforme es relevante y hasta el momento, se cuenta con
los resultados de termosensibilidad y tiempo de generacion de 25 aislamientos y/o
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cepas. Los datos obtenidos a la fecha son fehacientes ya qué expresan el resultado de
dos procedimientos distintos de medicién, uno por el calculo del porcentaje de
inhibicién de crecimiento y el otro por la cinética de la curva de crecimiento a 37 y 40
°C (tabla 4, Figs. 1-4), ademas, muestran que todos los aislamientos fueron
termotolerantes y el unico comportamiento termosensible se asocié con la cepa de
referencia Downs, corroborando su prototipo de termosensibilidad. Un hallazgo
novedoso fue detectado en un aislamiento de un paciente de AR con lesiones
mucocutaneas (993444), el cual presentd un tiempo prolongado de fase-lag, tanto a 37
como a 40 °C, lo que sugiere un probable retardo en el proceso de adaptacion a las
condiciones experimentales utilizadas. El hecho de que el aislamiento 993444 proceda
de una lesién mucocutanea y que comparta a 37 °C una fase-lag prolongada con la
cepa prototipo de termosensibilidad y de baja virulencia Downs, aislada de una lesién
de mucosa vaginal de una paciente inmunocomprometida (Gass & Kobayashi, 1969), lo
destaca entre los demas como un candidato idéneo para investigar con mayores
detalles sus caracteristicas tanto feno- como genotipicas, con el objeto de extrapolar
posibles asociaciones clinicas. La cepa Downs presenta un intervalo de temperatura
para el cambio dimoérfico mas bajo (25-34 °C) que las cepas termotolerantes (25-37 °C)
(Maresca & Carratu, 1992), por lo que aunque el aislamiento 993444 no se comportd
como termosensible a 40 °C seria interesante determinar su conversion dimorfica a 34
°C, para identificar si comparte otros parametros fenotipicos con la cepa Downs.

Los analisis fenotipicos finales asociados al tiempo de generacion de la fase
levaduriforme confirman que H. capsulatum es un microorganismo de crecimiento lento
y que tiene diferentes intervalos de Tg, segun los aislamientos estudiados. Los Tg
variaron de 2:30 h (el mas corto) a 12:45 h (el mas largo), predominando en 15
aislamientos el intervalo de Tg de 5:30-9:45 h, siendo el primer valor de este intervalo
asociado a las cepas de referencia de PA (G-186B) y de EUA (G-217B) y el ultimo valor
a otra cepa de EUA (Downs). Los Tg encontrados para las cepas de referencia y para
la mayoria de los aislamientos estudiados concuerdan con el descrito por Berliner
(1973) en condiciones artificiales de cultivo. Cabe destacar que los Tg mas largos
>9:45 h fueron registrados en la cepa Downs y en dos aislamientos, uno de MX (EH-
359) y otro de CO (MZ 2) obtenidos de formas mucocutaneas con datos de
inmunosupresion no asociada a VIH. Por otro lado, en un aislamiento de GT (H.1.02.W)
y en la cepa de referencia de PA (G-186B), ambos procedentes de formas localizadas
pulmonares no asociadas a VIH se desarrollaron bajos Tg (tabla 5).
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Todos los datos anteriores sugieren una posible asociacion entre los marcadores
fenotipicos de los aislamientos y/o cepas de H. capsulatum estudiados con formas
clinicas y distintos tipos de inmunosupresién, aunque no discrimina la procedencia
geografica de los mismos. Sin embargo, hay que tomar con cierta reserva las
informaciones contenidas en las historias clinicas de los pacientes, al considerar que
existen sesgos involuntarios en el momento de la captura y manejo de la informacion
clinica.

El polimorfismo genético de los aislamientos y cepas de H. capsulatum
estudiados fue determinado tanto por RAPD-PCR como por el analisis de las
secuencias parciales de cuatro genes que codifican proteinas. La seleccién del RAPD
sobre otros métodos de genotipificacion previamente ensayados para H. capsulatum se
debié a la amplia experiencia en este método por nuestro grupo de investigacion,
aunado a las bondades del mismo como, el requerir de pequenas cantidades de DNA
(nanogramos), no necesitar que el DNA sea exageradamente puro y ser de rapido
procesamiento en el laboratorio. Se suman a sus ventajas el hecho de que bajo
condiciones bien estandarizadas es muy reproducible. Los antecedentes favorables de
este método fueron aportados por Kersulyte et al. (1992) quienes probaron 20
oligonucleoétidos diferentes como iniciadores y posteriormente por Woods et al. (1993)
quienes seleccionaron del trabajo anterior aquellos oligonucleétidos que produjeron
suficientes bandas polimoérficas para H. capsulatum, los cuales sirvieron para agrupar
aislamientos del hongo y obtener resultados reproducibles. Por tal motivo, el RAPD-
PCR es en el momento el método molecular de selecciéon para discriminar diferencias
sutiles entre grupos de aislamientos y cepas afines.

Para el desarrollo del RAPD se eligieron algunos oligonucleétidos de los
probados con éxito por Kersulyte et al. (1992) y por Woods et al. (1993). Ademas estos
oligonucledtidos y sus diferentes combinaciones han sido sistematicamente utilizados
en nuestro laboratorio con buenos resultados en la caracterizacion de aislamientos de
distintas procedencias (Reyes-Montes et al., 1999, Taylor ef al., 2000). Los resultados
en diferentes ensayos mostraron la presencia predominante de una banda de 1.2 Kb en
la mayoria de los aislamientos estudiados, con la particularidad de que no se revel6 en
los aislamientos de AR cuando se utilizé el iniciador 1281, lo que la convierte en un
posible marcador regional. El analisis de los resultados de la genotipificacion de los
diferentes aislamientos por RAPD generados por UPGMA (Fig. 10), revelé que los
aislamientos procedentes de MX, AR, CO y GT comparten similitudes genéticas que



Relacién Genética Entre Aislamientos de H. capsulatum 31
Asociados a Diferentes Formas Clinicas y Distribucién Geografica Jorge H. Sahaza

permitieron su ubicacién en una agrupaciéon unica (grupo |) aunque los discrimina
claramente en subgrupos geograficamente definidos. Las cepas de referencia de PA y
EUA forman grupos totalmente aparte. Los escasos aislamientos que no se agrupan de
acuerdo con su origen geografico provienen, posiblemente, de areas geograficas no
identificadas en sus respectivas historias clinicas. La confiabilidad de la agrupacion se
demostré por el valor de r cercano a 1.0, demostrando que el analisis generado no fue
producto del azar, sino un fenémeno biolégico real. La prueba del mejor punto de corte
mostré que seis de los ocho aislamientos de AR, incluidos en el subgrupo Ib,
presentaron una baja variabilidad genética entre ellos.

El andlisis de AMOVA para el origen geografico revel6 que el 50.30 % de los
aislamientos y cepas comparten caracteristicas genéticas independientes de su origen
geografico y que la separacién geografica de los grupos ha facilitado la aparicién de
cambios genéticos dentro de cada grupo o poblacién geografica de aislamientos.
Ademas, reveld que los aislamientos de Centro y Norteamérica (GT, EUA) estan mas
relacionados entre si, y a partir de ellos se relacionan los aislamientos de MX, CO, PAy
AR, los cuales se encuentran mas cercanos y se comportan como subpoblaciones. Por
otro lado, el analisis por AMOVA de las formas clinicas destaca que el 85.39 % de
informacion genética es compartida entre las poblaciones de aislamientos de H.
capsulatum, independiente de su procedencia clinica. Este dato permite inferir que la
manifestacion clinica de H. capsulatum esta mas asociada a un mecanismo de presion
del huésped (factores genéticos y/o adquiridos, entorno ambiental) que a una
caracteristica propia del patégeno.

Se observé entre los genes H-anti y tub1 gran similitud como resultado de sus
respectivos analisis, tanto por NJ como por MP. Asimismo, entre los genes arfy ole se
detectaron pocas diferencias por ambos métodos. Es importante sefialar que a pesar
de que los analisis de NJ y MP presentaron variaciones en la estructura de grupos
dentro de los arboles, destaca la alta consistencia y estrecha relacién entre los
aislamientos de AR con los cuatro genes estudiados. Estos hallazgos son sustentados
ademas por el analisis del punto de corte, lo que permitié inferir que los aislamientos de
AR son monomorficos para los caracteres analizados y posiblemente representan una
estructura de poblacién clonal. Tal planteamiento conduce a sugerir que el grupo de
aislamientos de AR ha surgido recientemente en un pequefio punto evolutivo donde los
alelos se fijaron casi totalmente en todos los loci. Una posible explicacién practica para
la mayor homologia entre los aislamientos procedentes de AR seria una relacién
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distinta del patégeno con su ambiente en esta zona geografica (ambiente mas seco,
climas extremos), posiblemente asociado a areas abiertas en donde se supone se
infectaron la mayoria de los pacientes argentinos. En areas abiertas, H. capsulatum
estaria menos expuesto a presiones ambientales y de huéspedes silvestres, a
diferencia de areas cerradas donde prevalecen las condiciones mas favorables para su
desarrollo y esporulacion. Un hecho bien conocido del estudio de la filogenia de
poblaciones de H. capsulatum procedentes de EUA, es la observacion de que tanto las
cepas de la clase | como las de la clase |l tienen origen clonal, lo que apoya lo antes
referido ya que en los EUA prevalece la histoplasmosis endémica, asociada a
adquisicién en espacios abiertos (parque publicos y bosques).

Sin embargo, una estructura de poblacién recombinante de H. capsulatum seria
mas factible de detectarse en areas cerradas, donde prevalecen ambientes saturados
con el patégeno y éste, estaria ademas bajo presion de una micro- y macrobiota
asociada; factores que podrian favorecer mecanismos de recombinaciéon genética que
conducirian a una mayor diversidad del hongo.

Con base en el analisis de fragmentos de los cuatro genes, los aislamientos de
MX, CO y GT no discriminaron subgrupos geograficos como se observé en la
agrupacion de los perfiles de RAPD-PCR generada por UPGMA. Aunque estos
aislamientos formaron un grupo unico, esta agrupacién unica hay que tomarla con
reserva, al considerar el valor de punto de corte que revel6 gran diversidad entre ellos.

El analisis de las topologias de los cuatro genes estudiados por NJ y MP, reveld
concordancia solo en los aislamientos de AR aunado a uno de CO. Se observé ademas
que la cepa Downs y los aislamientos EH-323, 01739 y 01558, se unieron al grupo de
AR de manera independiente en algunas de sus topologias para los cuatro genes. En
cambio, los aislamientos de MX, CO y GT no presentaron concordancia entre sus
topologias.

El comportamiento independiente de las cepas de referencia apoya el concepto
de que los grupos estudiados se encuentran en clados distintos a estas cepas.

De acuerdo con los bajos valores de diversidad y divergencia nucleotidicas
obtenidos del analisis de los cuatro genes secuenciados, se sugiere que éstos son
conservados, aunque fueron utiles para discriminar diferencias genéticas entre
aislamientos y cepas. Asimismo, los bajos valores de n apoyan la existencia de una
poblacion homogénea de H. capsulatum revelada entre los aislamientos estudiados,
siendo el gen ole el que presenta menor polimorfismo por lo que es el mas conservado,
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y lo apoya como candidato para estudios de distancia evolutiva, mientras que los genes
arf y tub1 asociados a valores mas incrementados de = serian los posibles candidatos
para estudios de microevolucion. La posibilidad de encontrar genes mas polimérficos
deberia ser la opcion recomendable ademas de aquellos que sean especie-especificos,
como el gen H-anti que codifica para un antigeno proteico del hongo asociado a la
infecciéon activa. Recientemente, se esta utilizando para analizar aislamientos de H.
capsulatum la secuencia de una clona de cDNA (Hcp 100) que se expresa por la
adherencia de las levaduras del hongo a macréfagos murinos, con la reserva de que
esta clona esta asociada a una proteina co-activadora de 100 kDa importante para el
desarrollo de mamiferos y del nematodo Caenorhabditis elegans (Colona-Romano et
al., 1998; Taylor et al., 2004b).

El presente estudio ha aportado informacién relevante en el conocimiento de
aislamientos fungicos de distintos origenes geograficos y procedencias clinicas y tiene
el mérito de haber considerado un numero importante de aislamientos. Esperamos que
la secuencia del genoma de H. capsulatum con base en las cepas G-217B y G-186AR
permita avanzar mas en el entendimiento y conocimiento de las diferentes

manifestaciones feno- y genotipicas del patégeno asociadas con su entorno.
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CONCLUSIONES

Todos los aislamientos se comportaron como termotolerantes a excepcion de la cepa
de referencia Downs, lo que confirmé su prototipo de termosensibilidad.

Un aislamiento de AR (993444), presentd una fase-lag prolongada tanto a 37 como a
40 °C, hecho sélo compartido por la cepa Downs a 37 °C. Esta observacion sugiere un
proceso de adaptacion lento para ambos especimenes, en las condiciones
experimentales utilizadas.

Los analisis fenotipicos asociados al tiempo de generacién de la fase levaduriforme,
confirman que H. capsulatum es un microorganismo de crecimiento lento y que tiene

diferentes intervalos de Tg, dependiendo de los aislamientos estudiados.

El iniciador 1281 evidencié una banda particular de 1.2 Kb, en la mayoria de los
aislamientos estudiados con excepcién de los aislamientos de AR, lo que convierte a
esta banda en un posible marcador regional.

Los perfiles de RAPD-PCR de los aislamientos procedentes de MX, AR, CO y GT
analizados por métodos de agrupacion revelaron similitudes genéticas entre ellos al
generar una agrupaciéon unica (grupo I), aunque los separ6 en subgrupos
geograficamente muy definidos. La prueba del mejor punto de corte mestro que seis de
los ocho aislamientos de AR incluidos en el subgrupo Ib presentaron una baja

variabilidad genética entre ellos y que los aislamientos de MX, CO y GT revelaron alta
variabilidad genética.

El analisis por AMOVA del perfil de RAPD-PCR mostré que entre los aislamientos
estudiados no hay una relaciéon entre la forma clinica de la enfermedad por lo que se
sugiere que la manifestacién clinica de H. capsulatum podria estar mas asociada a un
mecanismo de presion del huésped (factores genéticos y/o adquiridos, entorno
ambiental) que a una caracteristica propia del patégeno.

La alta consistencia y estrecha relacién entre los aislamientos de AR con los cuatro
genes estudiados y en los dos analisis realizados (NJ y MP), permitié inferir que estos
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aislamientos son monomoérficos y posiblemente representan una estructura de
poblacién clonal. Por otro lado no existe concordancia en la topologia de los cuatro
genes para los aislamientos de MX, CO y GT.

De acuerdo con los bajos valores de diversidad y divergencia nucleotidicas obtenidos
del analisis de los cuatro genes secuenciados, se sugiere que éstos son bastante
conservados. Asimismo, los bajos valores de n apoyan la existencia de una poblacién

homogénea de H. capsulatum revelada entre los aislamientos estudiados.

PERSPECTIVAS

Con el propésito de optimizar la resolucion entre los resultados se procedera a
combinar los datos para las cuatro secuencias de genes estudiados mediante una
prueba de congruencia, analizando los datos separadamente antes de combinarlos,
con el fin de definir la estructura de poblacion de los aislamientos estudiados.
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Tabla 1

Datos de los aislamientos y cepas de H. capsulatum estudiados

N° Registroenla Acronimo Afode Paisde Forma Inmuno-
coleccion aislamiento origen  clinica compromiso
1 EH-303 H.1.02.W 1995 GT PL
2 EH-316 EH-316 1993 MX D VIH +
3 EH-317 EH-317 1992 MX D VIH +
4 EH-319 EH-319 1991 MX D VIH +
5 EH-323 EH-323 1993 MX D VIH +
6 EH-324 EH-324 1994 MX D VIH +
7 EH-325 EH-325 1996 MX D VIH +
8 EH-326 EH-326 1996 MX D VIH +
9 EH-327 EH-327 1991 MX D VIH +
10 EH-328 EH-328 1991 MX D VIH +
1 EH-331 G-186B 1967 PA PL ND
12 EH-335 G-217B EUA ND
13 EH-336 Downs 1969 EUA MC Diabetes
14 EH-355 EH-355 MX ND VIH +
15 EH-356 EH-356 MX ND VIH +
16 EH-357 EH-357 1996 o antes MX D VIH +
17 EH-359 EH-359 1995 MX MC ND
18 EH-364 H.1.12.96 1996 GT MC ND
19 EH-417 92590 1992 AR MC VIH +
20 EH-419 951814 1999 o antes AR MC VIH +
21 EH-420 993444 1999 o antes AR MC VIH +
22 EH-421 993445 19990 antes AR MC VIH +
23 EH-422 993446 1999 o antes AR MC VIH +
24 EH-424 993267 1999 o antes AR MC VIH +
25 EH-536 LA 1996 co D VIH +
26 EH-537 WCh 1997 co MC VIH +
27 EH-538 GLI 1999 co MC VIH +
28 EH-539 DS 1997 co D ND
29 EH-540 AP co D ND
30 EH-541 LF co D ND
31 EH-542 RG co PL VIH +
32 EH-543 WE 1996 (o]0) PL VIH +
33 EH-544 JG Cco MC VIH +
34 EH-547 MZ 2 1995 o antes co MC LES
35 EH-548 01558 2001 AR MC VIH +
36 EH-550 01739 2001 AR MC VIH +
37 EH-551 GeM 2001 o antes CO ND ND

GT = Guatemala; MX = México; PA = Panama; EUA = Estados Unidos de América; AR
= Argentina; CO = Colombia; PL = Pulmonar localizada; D.= Diseminada; MC =
Mucocutanea; ND = No determinado; LES = Lupus eritematoso sistémico.
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Tabla 2

Registro de lecturas de DO a 37 °C para la fase levaduriforme de los aislamientos
de H. capsulatum

Aislamientos X +SDt, X +SDt; X +SDtg X +SDt;; X +SDty X +SDty
EH-316 0.258 + 0.010 0.292 + 0.009 0.546 + 0.011 1.074 + 0.004 1.085+ 0.011 1.079 % 0.006
EH-317 0.218 + 0.004 0.227 + 0.001 0.314 + 0.002 0.710 + 0.007 0.934 + 0.005 0.957 + 0.006
EH-319 0.186 + 0.021 0.611+0.028 1.084 + 0.019 1.142 + 0.014 1.128 + 0.012 1.173 £ 0.021
EH-323 0.207 + 0.009 0.356 + 0.011 0.653 + 0.010 0.878 + 0.006 0.958 + 0.009 0.956 + 0.010
EH-324 0.164 + 0.002 0.169 + 0.002 0.247 + 0.002 0.669 + 0.007 0.932 + 0.005 0.947 + 0.006
EH-325 0.255 + 0.006 0.421 +0.005 0.704 + 0.004 0.893 + 0.003 0.957 + 0.004 0.951 + 0.005
EH-326 0.167 + 0.002 0.413 + 0.005 0.645 + 0.007 0.851 + 0.010 0.966 + 0.006 0.959 + 0.009
EH-328 0.167 £ 0.002 0.170 + 0.002 0.225+ 0.002 0.641 £ 0.003 0.917 + 0.006 0.940 + 0.006
EH-355 0.235+0.003 0.420 + 0.007 0.716 + 0.005 0.925 + 0.003 1.004 + 0.005 0.993 + 0.005
EH-356 0.216 + 0.002 0.223 + 0.005 0.256 + 0.004 0.397 + 0.010 1.027 + 0.007 0.918 + 0.004
EH-359 0.230 + 0.013 0.354 + 0.032 0.525+0.037 0.671+0.125 0.781 % 0.046 0.819 = 0.049
993444 0.212+0.008 0.219 +0.012 0.219£0.015 0.220 £ 0.012 0.927 + 0.028 1.043 £ 0.037
993445 0.225+ 0.019 0.463 +0.032 0.678 + 0.086 0.959 + 0.070 0.976 + 0.080 1.031  0.039
993267 0.220 + 0.012 0.285 + 0.021 0.399 + 0.015 0.783 + 0.049 0.932 + 0.034 1.000 + 0.017
993446 0.224 + 0.016 0.317 + 0.014 0.494 + 0.043 0.814 + 0.094 0.959 + 0.072 1.009 + 0.036
01739 0.286 + 0.001 0.448 + 0.007 0.548 + 0.007 0. 14 + 0.007 0.804 + 0.010 0.804 + 0.012
LA 0.228 + 0.007 0.312 +0.008 0.650+ 0.015 0.924 + 0.017 1.005 + 0.064 1.074 + 0.065
AP 0.176 £ 0.036 0.213 £+ 0.013 0.476+ 0.011 0.866 + 0.024 0.972 + 0.031 0.983 + 0.022
WE 0.252 + 0.007 0.492 + 0.010 0.756 +0.013 0.927 +0.018 1.055 + 0.031 1.038 + 0.016
MZ 2 0.282 + 0.002 0.427 +0.003 0.516 + 0.007 0.705 £ 0.015 0.777 £ 0.007 0.795 + 0.039
GeM 0.200 + 0.002 0.366 + 0.005 0.512+0.009 0.678 +0.011 0.771 +0.011 0.772 + 0.011
H.1.02.W 0.234 + 0.002 0.251 + 0.002 0.436 + 0.004 0.698 + 0.009 0.693 + 0.015 0.805 + 0.010
G-186B 0.236 + 0.007 0.364 + 0.010 0.780 + 0.008 0.872 + 0.008 0.951 + 0.083 0.988 + 0.066
G-217B 0.184 + 0.005 0.249 + 0.015 0.425+ 0.007 0.932 +0.011 1.066 + 0.019 1.079 + 0.015
Downs 0.215+0.015 0.214 £+ 0.016 0.214 + 0.017 0.209 + 0.018 0.683 + 0.038 0.903 + 0.026

X + SD = Promedio de 12 lecturas + desviacion estandar.
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Tabla 3

Registro de lecturas de
de H. capsulatum

DO a 40 °C para la fase levaduriforme de los aislamientos

Aislamiento _ . B _ B

S XiSDto XiSDts Xﬂ:SDte XiSDtu XiSDt24 XiSDt;m
EH-316 0.266 + 0.008 0.292 + 0.006 0.552 + 0.008 0.978 + 0.022 1.046 + 0.028 0.959 + 0.020
EH-317 0.220 + 0.002 0.229 + 0.002 0.361 +0.005 0.777 £ 0.010 0.900 + 0.010 0.913 + 0.017
EH-319 0.207 + 0.005 0.620 + 0.008 0.951 + 0.016 1.054 + 0.027 1.001 + 0.025 0.860 + 0.025
EH-323 0.215+0.003 0.416 + 0.005 0.731 +0.006 0.899 + 0.007 0.946 + 0.011 0.959 + 0.023
EH-324 0.164 + 0.001 0.174 + 0.002 0.299  0.007 0.750 + 0.012 0.887 + 0.022 0.913 + 0.028
EH-325 0.264 + 0.002 0.477 +0.010 0.775+0.009 0.925 +0.012 0.946 + 0.010 0.963 + 0.033
EH-326 0.165 + 0.003 0.539 + 0.006 0.690 + 0.009 0.854 + 0.007 0.913 + 0.012 0.913 + 0.021
EH-328 0.173 £0.001 0.173 + 0.002 0.288 + 0.009 0.741 £ 0.010 0.888 + 0.014 0.939 + 0.023
EH-355 0.234 + 0.002 0.474 + 0.020 0.762 + 0.007 0.922 + 0.005 0.966 + 0.011 0.994 + 0.026
EH-356 0.218 £ 0.002 0.236 + 0.002 0.280 +0.004 0.574 £ 0.016 1.061 + 0.017 1.124 £ 0.019
EH-359 0.255 + 0.008 0.407 + 0.010 0.548 + 0.013 0.634 + 0.013 0.630 + 0.023 0.675 + 0.017
993444 0.210 £ 0.013 0.208 + 0.009 0.209 + 0.012 0.229 + 0.010 0.807 + 0.028 0.803 + 0.041
993445 0.230 + 0.017 0.456 + 0.023 0.701 +0.044 0.775+ 0.037 0.867 + 0.023 0.841 + 0.031
993267 0.277 £ 0.012 0.340 + 0.009 0.434 + 0.021 0.747 + 0.058 0.854 + 0.074 0.933 + 0.081
993446 0.243 +0.010 0.356+ 0.012 0.463 +0.021 0.666 + 0.033 0.766 + 0.058 0.819 + 0.114
01739 0.288 + 0.001 0.487 + 0.009 0.549 + 0.007 0.639 + 0.017 0.675+ 0.011 0.696 ¢ 0.015
LA 0.230 + 0.007 0.370+ 0.012 0.755+0.017 0.851 £ 0.020 0.910 + 0.048 0.880 + 0.041
AP 0.129 + 0.006 0.275+ 0.018 0.680 + 0.020 0.939 + 0.026 0.872 + 0.050 0.918 + 0.036
WE 0.244 + 0.013 0.571 +0.007 0.817 +0.008 0.950 + 0.008 1.027 + 0.009 1.016 + 0.017
MZ 2 0.279 + 0.002 0.461 +0.011 0.526 +0.013 0.627 + 0.012 0.650 + 0.016 0.649 + 0.016
GeM 0.205+ 0.002 0.421+0.009 0.501+0.012 0.602 + 0.018 0.670 +0.014 0.676 + 0.014
H.1.02.w 0.235+0.001 0.280 + 0.004 0.550 + 0.006 0.668 + 0.021 0.637 + 0.020 0.706 + 0.021
G-186B 0.237 £+ 0.006 0.501 + 0.014 0.842 + 0.016 0.837 + 0.037 0.915 + 0.043 0.975 + 0.038
G-217B 0.188 + 0.005 0.285+ 0.007 0.637 +0.027 0.968 + 0.014 0.998 + 0.059 1.036 + 0.037
Downs 0.235+0.012 0.223 + 0.008 0.223 + 0.008 0.213 + 0.007 0.205 + 0.017 0.224 + 0.030

X + SD = Promedio de 12 lecturas + desviacién estandar.
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Tabla 4

Resultado de la Inhibicion del crecimiento de levaduras de los aislamientos de H.
capsulatum a 40 °C

% Inhibicion
Aislamientos y cepas t3 t6 t12 t24 t30
EH-316 23.5 0.7 12.7 5.7 15.6
EH-317 0.0 0.0 414 5.0 6.2
EH-319 2.8 171 11.4 15.7 33.8
EH-323 0.0 0.0 0.0 2.7 0.7
EH-324 0.0 0.0 0.0 5.9 4.3
EH-325 0.0 0.0 0.0 2.8 0.0
EH-326 0.0 0.0 0.0- 6.4 5.6
EH-328 - 0.0 0.0- 4.7 0.9
EH-355 0.0 0.0 0.3 4.8 0.0
EH-356 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
EH-359 0.0 0.7 14.1 31.9 28.7
993444 - - - 16.5 28.6
993445 5.0 - 25.7 15.2 24.2
993267 31 12.3 16.5 19.0 15.9
EH-424 0.0 18.5 28.3 28.8 26.6
01739 0.0 0.4 18.0 25.3 21.2
LA 0.0 0.0 10.8 12.5 23.2
AP 0.0 0.0 0.0 6.7 2.2
WE 0.0 0.0 0.0 2.5 1.8
MZ 2 0.0 0.0 17.7 25.1 27.9
GeM 0.0 51 16.9 18.6 17.7
H.1.02.w 0.0 0.0 6.7 12.4 17.5
G-186B 0.0 0.0 5.7 5:2 1.9
G-217B 0.0 0.0 0.0 8.2 5.3
Downs - - - 100.0 100.0

El % | se calcul6 con base en la férmula descrita en materiales y métodos.
(-) = no se alcanza a expresar el porcentaje de | por ausencia de crecimiento en ambas
temperaturas.
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Tabla 5

Tiempos de generacion (Tg) a 37 °C para la fase levaduriforme de los
aislamientos de H. capsulatum

Aislamientos y cepas Tg (h) Aislamientos y cepas Tg (h)
EH-316 5:00 993445 7:45
EH-317 5:30 993267 6:30
EH-319 2:30 01739 8:00
EH-323 7:00 LA 5:30
EH-324 5:45 AP 5:30
EH-325 8:00 WE 9:30
EH-326 8:30 . MZ2 12:45

10:15 7:45
EH-328 GeM
EH-355 7:30 H.1.02.W 4:45
EH-356 7:30 G-186B 5:30
EH-359 1118 G-217B 5:30
6:45 9:45
993444 Downs

El calculo del Tg se realizé con base en los procedimientos descritos en materiales y
metodos.
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Tabla 7

Matriz de Fst pareadas para el origen geografico

MX Cco PA EUA GT AR
MX 0.0
co 0.4063 0.0
PA 0.4267 0.6034 0.0
EUA 0.2548 0.3277 0.25 0.0
GT 0.3139 0.3196 0.7111 0.0652 0.0
AR 0.5198 0.6502 0.8698 0.6703 0.7463 0.0

MX- México; CO- Colombia; PA- Panama; EUA- Estados Unidos de Ameérica; GT-
Guatemala; AR- Argentina.

Tabla 8

Matriz de Fst pareadas para la forma clinica

D ND MC PL
D 0.0
ND 0.0765 0.0
MC 0.1808 0.1625 0.0
PL 0.1029 0.0 0.1584 0.0

D- diseminada; ND- no determinada; PL- pulmonar localizada, MC- mucocutanea
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Figura 1 (a - d). Curvas de crecimiento de la fase levaduriforme de los aislamientos de H. capsulatum procedentes de México.
Para la obtencién de las curvas de crecimiento se siguieron los procedimientos descritos en materiales y métodos. a y c)
curvas a temperatura de incubacion de 37 °C; b y d) curvas a temperatura de incubacién de 40 °C.
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Figura 2 (a, b). Curvas de crecimiento de la fase levaduriforme de los aislamientos de H. capsulatum procedentes de
Argentina. Para la obtencion de las curvas de crecimiento se siguieron los procedimientos descritos en materiales y métodos.
a) curvas a temperatura de incubacién de 37 °C; b) curvas a temperatura de incubacion de 40 °C.
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Figura 3 (a, b). Curvas de crecimiento de la fase levaduriforme de los aislamientos de H. capsulatum procedentes de
Colombia. Para la obtencion de las curvas de crecimiento se siguieron los procedimientos descritos en materiales y métodos.
a) curvas a temperatura de incubacion de 37 °C; b) curvas a temperatura de incubacién de 40 °C.
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Figura 4 (a, b). Curvas de crecimiento de la fase levaduriforme de los aislamientos de H. capsulatum procedentes de
Guatemala y de las cepas de referencia. Para la obtencion de las curvas de crecimiento se siguieron los procedimientos
descritos en materiales y métodos. a) curvas a temperatura de incubacion de 37 °C; b) curvas a temperatura de incubacién de
40 °C.
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Figura 5. Calculo del Tg a 37 °C. La figura muestra de forma representativa el
procedimiento para el calculo de Tg de la fase levaduriforme de cada aislamiento o cepa
de H. capsulatum estudiados. Se extrapolaron dos puntos en la pendiente de la fase- log
de la curva de crecimiento sobre el eje de las abscisas, donde fueron graficados los
tiempos de incubacién. La diferencia, en tiempos (h), entre los dos puntos extrapolados se
registr6 como el Tg para cada aislamiento estudiado. Ver detalles en materiales y
métodos.



Relacion Genética Entre Aislamientos de H. capsulatum 33
Asociados a Diferentes Formas Clinicas y Distribucion Geografica Jorge H. Sahaza

Figura 6. RAPD-PCR de los aislamientos de H. capsulatum empleando el oligonucleétido
1253. Detalles del procedimiento vienen descritos en materiales y métodos. a)
Aislamientos de México (carriles 2-14), aislamientos de Guatemala (carriles 16 y 17); b)
Aislamientos de Argentina (carriles 2-8), aislamientos de Colombia (carriles 10 y 17). M-
estandar de pares de bases (123 bp DNA Ladder).
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Figura 7. RAPD-PCR de los aislamientos de H. capsulatum empleando el oligonucleétido
1281. Detalles del procedimiento vienen descritos en materiales y métodos. a)
Aislamientos de México (carriles 2-13), cepa de referencia carril 14, aislamientos de
Guatemala (carriles 15 y 16), aislamientos de Argentina (carriles 18-23); b) Aislamientos
de Colombia (carriles 2-9), cepa de referencia Downs carril 10. M-estandar de pares de
bases (123 bp DNA Ladder).



Relacion Genética Entre Aislamientos de H. capsulatum 55
Asociados a Diferentes Formas Clinicas y Distribucion Geografica Jorge H. Sahaza

0.123

1.2

0.369

0.123

Figura 8. RAPD-PCR de los aislamientos de H. capsulatum empleando el oligonucleétido
1283. Detalles del procedimiento vienen descritos en materiales y métodos. a)
Aislamientos de México (carriles 2-11), aislamientos de Argentina (carriles 13-19); b)
Aislamientos de Colombia (carriles 2-11), cepa de referencia carril 12, aislamientos de
Guatemala (carriles 13 y 14). M-estandar de pares de bases (123 bp DNA Ladder).



Relacion Genética Entre Aislamientos de H. capsulatum 56
Asociados a Diferentes Formas Clinicas y Distribucién Geografica Jorge H. Sahaza

Kb

0.123

Figura 9. RAPD-PCR de los aislamientos de H. capsulatum empleando la mezcla de
oligonucledtidos 1281-1283. Detalles del procedimiento vienen descritos en materiales y
métodos. Aislamientos de México (carriles 2-8), aislamientos de Colombia (carriles 10-13),
aislamientos de Argentina (carriles 14-17), cepas de referencia de PA y EUA (carriles 19-
21), testigo negativo carril 22. M-estandar de pares de bases (123 bp DNA Ladder).
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Figura 10. Dendrograma de los aislamientos y cepas de H. capsulatum estudiados. El dendrograma se genero a partir de la matriz
similitud, utilizando el método de UPGMA. El mejor punto de corte se representa por una linea vertical discontinua. Valores de
bootstrap inferiores a 50 % no se muestran. Ver detalles en materiales y métodos.
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Figura 11. Relacion entre los perfiles de bandas del RAPD-PCR con la procedencia geografica de los aislamientos y/o cepas
de H. capsulatum estudiados. Se utilizé un analisis varianza molecular (AMOVA). Los analisis fueron realizados con el
programa NTSYS-PC version 2.0. Ver detalles en materiales y métodos. MX- México; EUA- Estados Unidos de América; GT-
Guatemala; CO- Colombia; PA- Panama; AR- Argentina.
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Figura 12. Relacidon entre los perfiles de bandas del RAPD-PCR con la forma clinica de los aislamientos y/o cepas de H.
capsulatum estudiados. Se utilizé un analisis varianza molecular (AMOVA). Los analisis fueron realizados con el programa
NTSYS-PC versién 2.0. Ver detalles en matenales y meétodos. D- diseminada; ND- no determinada; PL- pulmonar localizada;
MC- mucocutanea. TA TESIS NO 5S¢ SALL
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Figura 13. Arboles consenso por Neighbor-Joining de los aislamientos y/o cepas de H.
capsulatum estudiados. Las secuencias parciales de los genes H-anti, ole y tub1 fueron
analizadas a través del 2-parametro de Kimura, mientras que el gen arf se analizé con el
parametro HKY85. Se utilizaron como grupos externos las secuencias para cada gen, de
la cepa G-217B, depositadas en el GenBank. Los valores de bootstrap mas bajos del 50 %
no se muestran. Para detalles ver materiales y métodos. TL, longitud del arbol; Cl, indice
de consistencia; HI, indice de homoplasia; RC, indice reescalado de consistencia.
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Figura 14. Arboles consenso de Maxima Parsimonia de los aislamientos y/o cepas de H.
capsulatum estudiados. Las secuencias parciales de los genes arf, H-anti, ole y tub1 fueron
analizadas a través de una busqueda heuristica. Se realizaron 1000 réplicas para analizar
la confiabilidad de los arboles a través del método de bootstrap. Se calcul6 el indice de
decaimiento para determinar la confiabilidad de las agrupaciones. Se utilizaron como
grupos externos las secuencias, de cada gen de la cepa G-217B, depositadas en el
GenBank. Los valores de bootstrap mas bajos de 50 % no se muestran. Para detalles ver
materiales y métodos. TL, longitud del arbol; Cl, indice de consistencia; HI, indice de
homoplasia; RC, indice reescalado de consistencia.
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