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RESUMEN

La histoplasmosis (HP), enfermedad de distribución mundial, es producida por Histoplasma capsulatton
(He). Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza de sus áreas endémicas. La
existencia de divers idad intra-especie fue demostrada con anterioridad. Sin embargo, aún se ignora si
determinados feno- y/ o genotipos están asociados a cepas más virulentas para el hombre. El objetivo
general de este estudio fue discernir, a través de análisis feno -genotíp icos, cuáles son los aislamientos que
pueden producir HP en pacien tes con inmunocompromiso severo (lCS) o leve (ICL). Además, esta
investigación trató de: (a) demostrar que la pandemia de SIDA amplió el espectro feno-genotípico de
cepas con capacidad de producir enfermedad; (b) investigar la existencia de infecciones por múltiples
aislamientos en un mismo huésped; (c) determinar si la procedencia geográfica y el tropismo de los
aislamientos por algunos órganos y/ o tejidos de los pacient es están relacion ados con un fcno- y/o
geno tipo particular de He. Para ello, se estudiaron el morfa tipo colonial, la micromorfología, la tasa
específica de crecimiento (¡.L) de la fase micelial y el electrotipo SDS-PAGE (fenotipos), as í como el
polimorfismo genético por RAPD-PCR y por PFGE (genotipos) de 74 aislamientos clínicos de 1/,·.
Cincuenta y siete de éstos provinieron de pacientes de Argentina (AR), 14 de México (J\LX) y tres de
Guatemala (GT). Se incluyeron las cepas de referencia G 186B de Panamá y D owns de Es tados Unidos .
Los aislamientos se clasificaron con base en el origen geográfico (AR y MX/GT), la causa de
inmunocompromiso del paciente [lCS-SIDA, ICS-VIH(-) e ICL], así como según el material clínico de
donde procedía el aislamiento (sangre/ médula ósea, piel, n . '.:osa, tracto respiratorio y otros). Se
incluyeron 20 especímenes fúngicos de och o pacient es con múltiples aislamientos obtenidos durante el
mismo o diferentes episodios clínicos. Lo s pacientes con ICS-SIDA de AR fueron infect ados por casi
todos los morfotipos coloniales y fenotipos SDS-PAGE observados en este estudio. Los aislamiento s con
valores de ¡.L más bajos estuvieron asociados a pacientes con ICS, independient e del origen geográ fico. Los
aislamientos de los pacientes con ICS-SIDA presentaron macroconidios con diámetro s medios cercan os a
la media inferior referida para la especie. Mediante los análisis de correl ación múltipl e se demostraron
relaciones significativas entre el genotipo RAPD-PCR, el fenotipo SDS-PAG E y el origen geográfico.
Asimismo, se observaron asociaciones del genotipo RAPD-PCR o del feno tipo SDS-PAG E con la
condición inmunológica del huésped. Los e1ectrocariotip os (Eks), revelados po r PFG E, mostraron un
importante polimorfismo cromosómico, tanto en los núm eros como en los tamaños de las bandas, mayor
al informado en trabajos previos, debido a que s:. encontraron aislamientos con 3 y ~ bandas
cromosómicas. La mayoría de los aislamientos revelarán 5 bandas y un Ek predominante que estuvo
relacionado a aislamientos de AR. Este es el primer estudio que permitió relacion ar similitudes y
diversidades feno-genotípicas de los aislamientos de He con el origen geográfico, el estad o ICS/I CL del
paciente, y el material clínico de aislamiento. El hecho de que aislamientos con características poco
habituales (morfotipos coloniales aberrantes, macroconidios con diámetros medios inferiores al límite
normal, ¡.L bajas y fenotipos SDS-PAGE menos frecuentes) estl7 :"ron más relacionados a pacientes con
ICS, permite especular que cualquier cepa de He podría infectar y producir HP en pacientes con ICS, en
especial los ICS-SIDA. En algunos múltiples aislamientos de un mismo pacient e, se logró demos trar gue
ésto s eran feno- y genotípicamente distintos. N o se puede atribuir este hecho a la existencia de infección
múltiple en un mismo paciente, ya que los cambios .del Ek en sucesivos cultivos in vitro sugieren que el
genoma de He puede ser inestable, y además no descarta que los reordenamientos cromosómicos puedan
suceder in vivo. No se encontraron relaciones entre el feno- y/ o genotipo con el material clínico de
aislamiento. Es interesante resaltar que aislamientos con morfotipos coloniales y valores de I.l semejantes,
además de idénticos perfiles SDS-PAGE y/ o RAPD-PCR, mostraron notable disimilitud en los Eks, o
viceversa. Esto pone en evidencia que, individualmente, cada una de las técnicas ferio- y genotípicas da
una visión parcial de la biología de He. Dadas la naturaleza eucariótica de este microorganismo y la eno rme
complej idad de su genética, es dificil lograr una caracterización precisa utilizando una metod ologia única.
En contraste, la combinación de estudios sob re las características morfológicas, fisiológicas y genética s
sería muy útil para tener una visión más amp lia de este patógeno y contribuiría a un mejor con ocimiento
de He, especialmente en la relación hué sped-parásito.
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ABSTRACT
Histoplasmosis (HP) is a worldwide disease produced by Histoplasma capsulatto» (Hi). This fungus is widely
distributed in nature of its endemic areas. The intra-species diversiry of He has been dernonstratcd
previously. However, it is still not known whether certain pheno- and/or genot}-pes are associated with
strains that might be more virulent for -hurnans. The reason of this study was to distinguish, through
pheno-genotypic analyses, which are the isolates able to produce HP in severe (SIC) and mild (LIC)
immunocompromised patients. In addition, this research aimed to: (a) demonstrate that the AIDS
pandemia amplified the pheno-genotypic spectra of the strains able to produce the disease; (b) investiga te
the existence of infection by multiple isolates in a single host; (c) determine if the geographic origin and
the He isolates' tropism for sorne organs and/or tissues of patients are related to a particular He phcno
and/or genotype. For this, colonial morphotype, micromorphology, specific growth rate (¡.L) of the
rnicelial-phase, and SDS-PAGE electrotype (phenotypes), as well as the genetic polymorphism by RAPD·
PCR and PFGE (genotypes) were studied from 74 He clinical isolates; of which 57 carne from patients
from Argentina (AR), 14 from Mexico (MX), and 3 from Guatemala (G1). Reference strains, G 186B from
Panama and Downs from the US, were included. The isolates were classified based on their geographic
origin (AR and MX/G1), the immunocompromised condition of each patient [SIC-AIDS, SIC-HIV(-),
and Llc], as well as the clinical sample from which the isolates carne from (blood/bone rnarrow, skin,
mucosa, respiratory tract, and others). Twenty fungal specimens from eight patients, with multiple isolares
obtained during the same or different clinical episodes, were included in the study. The SIC-AIDS patients
from AR were infected by almost all the colonial morphotypes and SDS-PAGE phenotypes observed in
this study. The isolates with lower ¡.L values were associated to SIC patients, aside from their geographic
origin oThe isolates from SIC-AIDS patients showed macroconidia with average diarneters close to the
inferior mean referred for the species. Significant relationships berween RAPD·PCR genor:'pe , SDS
PAGE phenotype, and the geographic origin were dernonstrated by multiple correlation analyses. Besidcs,
associations of RAPD-PCR genotype or SDS-PAGE phenotype with host immunological condition were
observed. The electrokaryotypes (Eks) , revealed by PFGE, showed important chromosome length
polymorphism, either in numbers or in band sizes as previously reported, and 3 and 4 chromosomal bands
were found. Most of the AR isolates revealed 5 chromosomal bar.t,s and a major Ek. This is the first srudy
that has allowed to relate pheno-genotypic similarities and diversities of He isolates with the geographic
origin, the host immunological condition (SIC/LIC), and the source of clinical sample. Isolates with
unusual characteristics (aberrant colonial morphotypes, macroconidia with smaller diarneters than those
accepted as typical for the species, low ¡.L values, and less frequent SDS-PAGE phenorypes) were more
related to SIC patients and allow to suggest that any He strain could infect and produce HP in SIC
patients, mainly those with SIC-AIDS. In sorne multiple isolates from a single patient, pheno-genorypes
differences were demonstrated. Nevertheless, multiple infections cannot be inferred from this finding,
because changes in the He Eks by several in vi/ro subcultures suggest that this fungus' genome could be
unstable and, besides, in vivo chromosomal rearrangements could also occur. No relation of pheno- and/or
genotypes and patient clinical sample was found. It is interesting to ernphasize that isolates with similar
colonial morphotypes and ¡.L values, besides identical SDS-PAGE and/or RAPD-PCR profiles, showed
remarkable Eks dissimilarity or vice versa. This finding stands out because it shows that, individually, cach
pheno- and genotype technique provides only a partial vision of the He biology. Due to the eukaryotic
nature of this microorganism and its high genetic complexity, it is very difficult to achieve a precise
characterization of this fungus by using a single methodology. In contrast, the combination of
morphologic, physiologic, and genetic studies would be very useful to amplify the vision of this pathogen
and would contribute to a better knowledge of He, especially re~ ~. 'ing the host-parasite relationship.
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IntrodÍlcdón

INTRODUCCIÓN

La especie fúngica Histoplasma capsu/otum, agente de la histoplasmosis, es un hongo

termodimórfico. Su forma filamentosa multicelular (fase micelial - M) desarrolla a 25-28 "C en la

naturaleza e in vitro, mientras que su forma unicelular (fase levaduriforme - L) crece a 37°C tanto

in vivo (tejidos del huésped) como in vitro [Kwon-Chung & Bennett, 1992; Rippon, 1992].

Se conocen tres variedades taxonómicas de H. capsu/otum, que difieren en algunas

características fenotípicas, el nicho ecológico y las características de los huéspedes susceptibles.

Histoplasma capsu/otum varo duboisii, endémico de África, produce infección en humanos y más

raramente en animales. Histoplasma capsu/otum varo farciminosum, endémico de Asia y África, es el

agente de la linfangitis equina. Por último, H. varo capsu/otum es el agente de la "histoplasmosis

capsulati", enfermedad endémica en toda América, que también ha causado casos esporádicos

en el hombre y otros mamíferos en el resto del mundo, entre los paralelos 45° Norte y 30° Sur

[Kwon-Chung & Bennett, 1992; Rippon, 1992].

Actualmente; Kasuga et al [1999; 2003], con base en las secuencias parciales del DNA de

cuatro genes, describieron ocho poblaciones genéticas o ciados asociados al origen geográfico del

hongo, siete de los cuales fueron propuestos como especies filogenéticas diferentes. Esta

clasificación incluyó 137 cepas de orígenes geográficos diversos y las tres variedades "taxonómicas

del hongo, destacando seis de la varo duboisii y 13 de la varo farciminosum. Las siete especies

ftlogenéticas reconocidas al momento son: Norte América clase 1 (NAm 1), Norte América clase

2 (NAm 2), Latinoamérica grupo A (LAm A), Latinoamérica grupo B (LAm B), Australia,

Holanda-Indonesia y África.

. In vitro, H. capsu/otum varo capsu/otum Darling 1906, desarrolla a 25-28 oC formando colonias

de crecimiento lento, morfología algodonosa, color blanco o pardo con reverso incoloro, amarillo

o anaranjado parduzco. Al examen microscópico presenta hifas delgadas de 1.2-1.5 ~m, .

ramificadas y tabicadas, numerosos macroconidios de 8-14 ~m de diámetro, esféricos y más

raramente piriformes, de paredes lisas o verrugosas, microconidios de 1-4 x 2-6 ~m redondos o

piriformes, de paredes lisas o equinuladas. Ambos tipos de conidios nacen sobre conidiófor<;>s "

simples [de Hoog et al; 2000; Kwon-Chung & Bennett, 1992; Tewari el al, 1998]. En un estudio

de aislamientos humanos, animales y ambientales de diversos países americanos, Berliner [1968]

clasificó las colonias de la fase saprobia en albinas (A) y pardas (B), a las que atribuyó

macroconidios lisos y verrugosos, respectivamente. Esta antigua clasificación morfológica aún

sigue vigente, sin embargo, desde entonces han sido descritas numerosas variantes morfológicas
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de H. capsulalum, la mayoría de ellas asociadas a enfermedad, e inclusive colonias con pigmento

rojo o rosado [Lacaz elal, 1999; Morris elal, 1986; Rippon, 1992; Staib & Grosse, 1996; Sutton el

al, 1997; Taylor ML, comunicación personal; Zuiani elal, 2005].

El hábitat de este hongo en la naturaleza está relacionado con suelos ricos en materia

orgánica, con alto contenido en nitrógeno, fosfatos e hidratos de carbono. También es

favorecido por la presencia de cationes divalentes como el calcio y el magnesio, los que inhiben

el desarrollo de microorganismos competidores [Goldman & Larch, 1967; Lappe el al., 1998;

Mahvi, 1970; Taylor el al, 1999; 2000c; Ulloa el al 1998]. Estas condiciones se presentan en

cavernas y otras oquedades donde habitan aves y murciélagos, en gallineros, palomares y

construcciones deshabitadas. El hombre y los animales se infectan por la inhalación de

microconidios y pequeños fragmentos de hifas aerosolizados en ese tipo de ambientes [Huhn el

al, 2005, Taylor el al, 1994; 1996; 1997a; 2000b; Tewari el al, 1998; Kwon-Chung & Bennett,

1992].

Los eventos que suceden a la infección en humanos y otros mamíferos dependen de factores

inherentes tanto al huésped como al microorganismo.

FISIOPATOGENIA y FORMAS CLÍNICAS DE LA ENFERMEDAD

Si un individuo inmunocompetente se expone a bajas concentraciones de propágulos

infectivos de H. capsulalum resuelve la infección sin mayores consecuencias. En la mayoría de los

casos esta primoinfeccián pasa inadvertida y menos del 5 % de los individuos expuestos al hongo

desarrolla sintomatología similar a la de un resfriado común [Goodwin el al, 1981; Cano &

Hajjeh, 2001J. En cambio, si el huésped expuesto tiene algún grado de compromiso del sistema

inmune, es más probable que la infección progrese a enfermedad [McKinsey el al, 1997; Negroni

el al, 1991; Retallack & Woods, 1999; Wheat, 1996; Woods, 2002]. Por 10 que la enfermedad

puede estar asociada a distintos grados de inmunocompromiso. Cuando el paciente presenta un

inmunocompromiso severo (lCS), puede ocurrir un cuadro de sepsis que incluye fiebre, pérdida

de masa corporal y hepatoesplenomegalia [Graybill, 1998; Negroni el al, 1991; Wheat, 1996].

Estos pacientes frecuentemente presentan enfermedades o condiciones debilitantes del sistema

inmune, como el SIDA, enfermedades autoinmunes, neoplasias, diabetes, neuropatías,

nefropatías, trasplantes y otras patologías que requieren tratamientos con inmunodepresores. En

otras situaciones la enfermedad puede ser adquirida sin causa aparente de inmunocompromiso o

inmunocompromiso leve (lCL), tales como exposición a inóculos masivos, estrés pSlqWCO,

senilidad, etilismo, tabaquismo, asma, etcétera.
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El espectro de formas clínicas de la enfermedad ha sido sujeto de distintas propuestas de

clasificación. Una de ellas es la propuesta por Negroni y Negroni [Rubinstein & Negroni, 1981].

Cuando los individuos se exponen a concentraciones masivas de elementos infecciosos pueden

desarrollar una infección respiratoria aguda denominada histoplasmosis pulmonar primaria, la

que se presenta con fiebre, tos no productiva y mal estado general. En estos pacientes, una rápida

y exacerbada respuesta inflamatoria es la causa fundamental de la sintomatología pulmonar

[Rubin, 1959]. Esta forma clínica ha ocurrido con frecuencia en brotes epidémicos en Estados

Unidos (EU), México (MX) y Centroamérica [Byrd el al, 1975; Chamany el al, 2004; García

Vásquez, 2005; Huhn el al, 2005; Morgan el al, 2003; Schlech el al, 1983; Stobierski el al , 1996;

Taylor el al, 2005b; Velazco-Castrejón, 1998; Waldman el al, 1983; Wheat el al, 1981]. La misma

puede derivar a formas diseminadas que comprometen seriamente la vida del paciente.

En individuos infectados, el microorganismo puede permanecer en estado de latencia, y la

enfermedad producirse por una reactivación de la infección asociada a una disminución de la

inmunidad [Graybill, 1998~ Porta & Maresca, 2000]. Es por esta causa que, pacientes que alguna

vez habitaron y/o visitaron áreas endémicas de histoplasmosis pueden manifestar la enfermedad

mucho tiempo después de la exposición y en países donde ésta es exótica.

La forma diseminada aguda o subaguda, sea a consecuencia de infección reciente o de

reactivación endógena, se manifiesta comúnmente en pacientes con ICS.

Otra presentación es la histoplasmosis pulmonar crónica, clínicamente indistinguible de la

tuberculosis avanzada del adulto, enfermedad a la que puede asociarse. También puede coexistir

con otras enfermedades respiratorias crónicas [Negroni el al, 1991; Weisburd, 1995].

La forma diseminada crónica es de evolución lenta y se caracteriza por lesiones

granulomatosas localizadas comúnmente en mucosas y parénquima pulmonar, hepático y

esplénico. Si no es tratada a tiempo, puede producir lesiones irreversibles e incluso llevar a la

muerte del individuo [Negroni el al, 1991].

ORlGEN GEOGRÁFICO Y FORMAS CLÍNICAS

En Argentina (AR) la infección está muy difundida, a juzgar por el porcentaje de individuos

reactivos a la histoplasmina, que varía en el intervalo de 5-78 %, según el grupo etario y la región

geográfica [Mangiaterra el al, 1996; Marticorena el al, 1991; Masih el al, 1987; Rodríguez de

Marengo el al, 1979; Rubinstein & Negroni, 1981; van Gelderen de Komaid el al, 1992; 1999]. Se

estima que existen aproximadamente ocho millones de individuos infectados por H. capsulalum en
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todo el país [Negroni R, comunicación personal]. La primera observación de la histoplasmosis

enfermedad en Sudamérica fue publicada en Buenos Aires, en 1941 [Rubinstein & Negroni,

1981]. Hasta la emergencia del SIDA, la forma predominante en la zona del Río de la Plata era la

diseminada crónica, localizada comúnmente en piel y mucosas orofaringolaríngeas, Esta forma

aún se presenta en pacientes mayores de 45 años sin deterioro severo del sistema inmune. En este

tipo de pacientes es la segunda micosis endémica en frecuencia después de la

paracoccidioidomicosis [Canteros el al., 2004; Latini, 1985]. En este país los brotes epidémicos no

son informados con frecuencia y las formas pulmonares agudas son raras [Negroni el al., 1994;

Rubinstein & Negroni, 1981].

A partir del primer caso asociado a SIDA descrito en 1983 [Negroni el al., 1990], la

incidencia de histoplasmosis en pacientes con ICS aumentó drásticamente [Negroni el al., 1994].

El índice de prevalencia de la enfermedad fue estimado entre 0.5-1.0 por cada 1000 personas

infectadas [Bava, 1995]. En pacientes con les el microorganismo actúa como oportunista,

produciendo histoplasmosis diseminada aguda o subaguda. Al igual que en las formas

diseminadas crónicas, las lesiones mucocutáneas son las más frecuentes. En un hospital de la

ciudad de Buenos Aires, Negroni el al: [1994] encontraron este tipo de lesiones en 42 de 53 casos

de histoplasmosis asociada a SIDA, diagnosticados entre 1983 y 1992. Más recientemente, en un

hospital del interior del país, Pietrobon el aL [2004] también describieron lesiones mucocutáneas

en una alta proporción de pacientes con histoplasmosis y SIDA (12:16).

En MX, los niveles de infección también son muy variables. Entre 2 y 87 % de la población,

dependiendo del área geográfica, presenta reactividad cutánea a la histoplasmina. Existen

evidencias sugestivas de que el primer brote de histoplasmosis en el mundo ocurrió en MX a

fines del Siglo XIX, aún antes de la descripción formal de la enfermedad realizada por Samuel

Taylor Darling en 1906, en un individuo de Martinica que trabajaba en la construcción del canal

de Panamá [Kwon-Chung & Bennett, 1992; Rippon, 1992]. Pero no fue sino hasta 1943 que se

documentó el primer caso confirmado de histoplasmosis. El primer brote se registró en una mina

abandonada en Nuevo León, en la década de los 50s. Desde entonces se han producido

numerosos brotes epidémicos en el país por exposición a altas concentraciones de conidios, y la

enfermedad es reconocida como un serio problema de salud y considerada una enfermedad

ocupacional. Entre 1948 y 1955 se registraron 20 brotes, entre 1956 y 1963 se registraron 11, Y

11Oentre 1963 y 1994. La histoplasmosis ocurre tanto en áreas rurales (minas y cavernas) como

en áreas urbanas (casas abandonadas, oquedades naturales o artificiales y gallineros). Dada la alta

frecuencia de brotes epidémicos, la forma clínica predominante en este país es la histoplasmosis

pulmonar primaria o aguda, de .pronóstico sombrío. En los brotes donde se registró la
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letalidad, ésta varió entre 12 % Y100 %. Según datos de la Dirección General de Epidemiología

de MX, entre 1989 y 1991 la incidencia de la enfermedad varió entre 0.1 y 0.18 por 100,000

habitantes, y en 1994 se incrementó a cerca de 0.3 por 100,000 [Vaca-Marín el al, 1998; Velasco

Castrejón, 1998]. En la actualidad, los brotes siguen ocurriendo pero la enfermedad dejó de ser de

notificación obligatoria, razón por la cual no existen datos oficiales en los últimos 11 años. Sin

embargo, el panorama no es alentador y recientemente, en 2001, ocurrió uno de los o;tayores

brotes de histoplasmosis en una zona urbana, con varios episodios, en el puerto de Acapulc o, tan

conocido por su gran atractivo turístico [Margan el al, 2003; Taylor el al, 200Sb]. Las formas

diseminadas también han registrado un incremento concomitante a la pandemia de SIDA [Salas

Ríos el al; 1998; Velasco-Castrej ón, 1998]. En contraste con lo que se observa en AR, las

localizaciones mucocutáneas fueron y siguen siendo infrecuentes [Reyes el aL, 2003].

Entre otros países del continente Americano también se describieron diferencias en las

formas clínicas y la patogenia de la histoplasmosis. En efecto, comparando las manifestaciones de

la enfermedad, Karimi el aL [2002] observaron lesiones cutáneas en 66 % de los pacientes de Sao

Paulo (Sur de Brasil), y sólo 1-7 % de los pacientes de EU. Los autores atribuyen este hecho a

una posible diferencia en la virulencia entre los aislamientos obtenidos al Norte y Sur del

Ecuador, En un modelo murino experimental, el mismo grupo de trabajo demostró una mayor

virulencia de las cepas de pacientes de Brasil comparadas con las de paciente norteamericanos

[Durkin el al; 2004]. Un trabajo retrospectivo realizado sobre población del sur de Brasil, [Unis el

al, 2004] mostró un porcentaje elevado de lesiones cutáneas en pacientes con SIDA e

histoplasmosis, sugiriendo que estas diferencias pueden deberse a diferencias en patogenicidad

entre aislamientos de Norte y Sudamérica.

FENOTIPOS Y VIRULENCIA

Macro- y micromorfología. Desde los primeros estudios de caracterización de aislamientos

de H. copsulolum se intentó establecer una asociación entre morfotipo y' virulencia. Berliner [1968]

fue la primera en postular que los aislamientos primarios son lo más parecido a la verdadera

forma fúngica infectiva y que la diversidad morfológica de los cultivos primarios es generalmente

ignorada en el diseño de estudios de virulencia y respuesta inmune. De hecho, la mayoría de estos

estudios se realizaron con cepas muy subcultivadas en el laboratorio, sin tener en cuenta que tal

vez durante las sucesivas resiembras se pierden factores esenciales a la virulencia y la

antigenicidad.
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El hecho real es que el hongo aislado de diversos cuadros clínicos de la enfermedad muestra

un amplio polimorfismo fenotípico, inclusive con macro- y micromorfologías no características

de la especie. Estas variantes incluyen colonias glabras y verrugosas [Rippon, 1992], colonias

húmedas, cerebriformes y pigmentadas a 25-28 "C, con clamidosporas al examen microscópico

[Lacaz el al, 1999; Sandin el aL, 1993; Sutton el aL, 1997; Taylor el al., 1999]. Muchos de estos

aislamientos atípicos fueron notificados en pacientes tratados con antifúngicos [Kwon-Chung &

Bennett, 1992] y en pacientes con histoplasmosis asociada a SIDA [Staib & Grosse, 1996; Taylor

elal; 1999; Zuiani elal., 2005].

Hasta el momento, los escasos estudios de morfotipo y virulencia se realizaron con la fase L.

Diferentes investigadores demostraron que las levaduras provenientes de cepas pardas (colonias

B en fase M) eran letales para el conejo, y además más virulentas en el modelo murino que las

albinas (colonias A en fase M) [Campbell & Berliner, 1973; Daniels el al., 1968; Tewari &

Berkhout, 1972].

Dimorfismo. El dimorfismo no es sólo un fenómeno morfogénico, es un evento muy

complejo desde el punto de vista fisicoquímico (pH, potencial redox, choque térmico),

bioquímico (vías metabólicas), así como transducional y genético. Se ha comprobado que la

transformación dimórfica es importante en la patogénesis de H. copsulalum en el modelo murino,

puesto que el bloqueo de esta transformación con un inhibidor de grupo sulfhídrico (ácido p
cloromercurifenil-sulfónico) hace que algunas cepas sean incapaces de producir infección y.
enfermedad [Medoff el al; 1987]. También, la mayor rapidez de conversión termodimórfica in

dtro ha sido asociada a mayor virulencia [Kimberlin elal, 1981; Medoff elal, 1986]. Sin embargo,

se .han aislado variantes que producen enfermedad pero . que exhiben cierta incapacidad de

convertir a levadura en las condiciones experimentales probadas in oitm [Lacaz el al, 1999], por lo

que se especula que los mecanismos de agresión de este patógeno son muy complejos [lgnatov &

Keath, 2002]. La obtención de formas levaduriformes de H. capsulalum en el laboratorio no es un

evento fácil. Tal aseveración fue documentada y es compartida por varios especialistas que

trabajan con este hongo [Berliner, 1968; Martínez-Rivera, 1998; Sahaza-Cardona, 2004]. El éxito

en la obtención de levaduras varia con la cepa, el tiempo y el número de subcultivos, y asimismo

con las características del medio de conversión. Para dar un ejemplo, hay cepas que presentan la

primoconversión in vilro en una semana, otras entre dos y tres semanas, y, finalmente, existen

aquellas que no se han podido transformar en levaduras.
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Termotolerancia y cinética de crecimiento. Uno de los aspectos fisiológicos más

interesantes, relacionados a la virulencia, es la tolerancia de algunos aislamientos de H. capsu!alum

a temperatura de 40 oc. Spitzer el al [1990], con base en el análisis de dos características

fenotípicas relacionadas a la cepa de referencia Downs (clase 1), su termosensibilidad a 40 oC y su

avirulencia para ratones, reportaron que los aislamientos estudiados procedentes de pacientes con

histoplasmosis asociada a SIDA del área de Saint Louis, Missouri, EU, compartían las

características fenotípicas de la cepa Downs. Esta asociación fue corroborada por métod os

genotípicos, los cuales revelaron que los aislamientos de Saint Louis presentaron un perfil

polimórfico del mtDNA igual al de la cepa Downs, por lo que fueron incluidos en la clase 1.

Recientes estudios de termotolerancia relacionados a la cinética de crecimiento en fase L

demostraron que de 37 aislamientos estudiados sólo una cepa de AR poseía un período de

latencia similar al de la cepa Downs, (12 h), a las temperaturas probadas; no obstante, la única

termosensible a 40 oC fue la Downs. Asimismo, los estudios fenotípicos asociados al tiempo de

generación (Tg) de la fase L a 37 oC, confirman que H. capsu!alum es un microorganismo de

crecimiento lento y que tiene diferentes intervalos de Tg, dependiendo de los aislamientos

estudiados [Sahaza elal, 2003; Sahaza-Cardona, 2004].

FENOTIPOS E INFECCIÓN MÚLTIPLE

Macro- y micromorfología. Berliner [1968], a partir de la observación de aislamientos

rnorfológicamente diferentes obtenidos de un mismo paciente, infirió la posibilidad de

infecciones múltiples. La infección múltiple fue observada con otras especies fúngicas, cuya

puerta de entrada es el aparato respiratorio [Bertout el al, 2001; Haynes el al, 1995; Menotti elal,

2005; Rodríguez el al, 1999; Sukroongreung el al, 1999; 2001] No es ilógico especular que en un

nicho ecológico de H . capsu!OIum puedan coexistir o cohabitar aislamientos feno- y/ o

genotípicamente distintos.

Polimorfismo isoenzimático. Gaur el al [1981] distinguieron gran variedad de fenotipos

isoenzimáticos entre aislamientos de H. capsu!alum de cuatro áreas geográficas de EU. En los

aislamientos de ratones inoculados con muestras de suelo, estos autores encontraron que un

mismo ratón estaba infectado con distintos aislamientos que presentaban diferentes fenotipos

izoenzimáticos del hongo, postulando también la existencia de infección múltiple.
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GENOTIPOS y ORIGEN GEOGRÁFICO

La creciente aplicación de técnicas moleculares a la investigación de las relaciones biológicas

trajo acompañado importantes avances en la taxonomía, la filogenia, la epidemiología y la

patogenia de una gama de microorganismos, incluidos los hongos. Las características ecológicas,

morfológicas y fisiológicas de H. capsu/otum se analizaron a la luz de los resultados del estudio del

DNA, y de esa manera se comenzaron a dilucidar las relaciones feno- y/o genotípicas entre

aislamientos, su origen geográfico y su interacción con los huéspedes susceptibles.

El polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción del DNA, conocido por sus

siglas en inglés RFLP (restriction fragment length polymorphisms), fue uno de los primeros

métodos moleculares utilizados para clasificar H. capsu/otum. A partir de 1992 surge una

clasificación molecular del hongo, con base en los perfiles de RFLP del DNA genómico

comparados por hibridación con "Southem-blot", utilizando dos sondas de H. capsulatso», una del

mtDNA y otra de un fragmento de 1.85 Kb obtenido por digestión del gen YPS-3 con la enzima

HindIII. Esta metodología estableció seis clases que prevalecen a la fecha, de las cuales cuatro

habían sido descritas previamente [Spitzer el al, 1989; 1990; Vincent et al, 1986] y dos fueron

incorporadas de acuerdo con el análisis de nuevos aislamientos [Keath el al., 1992]. Esta

clasificación permitió establecer una relación entre genotipos y origen geográfico formando seis

clases conocidas: clase. 1 de Norteamérica (incluye la cepa Downs y similares); clase 2 de

Norteamérica que contiene la mayoría de los aislamientos de EU; clase 3 (incluye la cepa de

referencia de Panamá (FA) G186B); clase 4 que se constituyó con el DNA de un aislamiento de

Florida; clase 5 con aislamientos de Centro y Sudarnérica; y clase 6 con un único aislamiento de

un paciente con SIDA de PA. Esta clasificación, hecha mayoritariamente con aislamientos de H.

capsulalum varo capsu/otum, contiene dos representante.s de varo dnboisii que se ubicaron en la clase 2

de Norteamérica.

Posteriormente, Kersulyte el al [1992] y Woods et al: [1993] probaron 20 oligonucleótidos

aleatorios como iniciadores en la reacción de PCR (polymerase chain reaction), método

conocido como RAPD-PCR (randomIy amplified polymorphic DNA). Estos autores

lograron discriminar diferencias sutiles entre aislamientos clínicos de H. capsu/olum que se

agrupaban en la misma clase 2 de Norteamérica [Vincent el al., 1986]. Además de tener una

mayor capacidad de discriminación, el método de RAPD-PCR y sus variantes pueden .realizarse

con pequeñas cantidades de DNA, cuya pureza no necesita ser muy alta. El análisis de los

resultados de diversos autores utilizando distintos iniciadores convergieron en que el RAPD-PCR

permite evidenciar agrupaciones geográficas de los genotipos y abre nuevas posibilidades para
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estudios epidemiológicos de la histoplasmosis [Canteros elal; 200Sa; 200Sb; 200Sc; Chávez-Tapia

el al; 1998; de Medeiros-Muniz el al, 2001; Perrotta el al, 2001; Poonwan el al., 1998; Reyes

Montes elaL, 1998; 1999; Sahaza-Cardona, 2004; Taylor elal., 2000a; 200SaJ.

Kasuga el al: [1999; 2003], obtuvieron una clara agrupación filogeográfica de un número

considerable de cepas de H. capsulalum, que incluyó las variedades taxonómicas duboisii y

farciminosum. Para este estudio utilizaron la secuencia parcial de cuatro genes que codifican las

siguientes proteínas: el factor de ribosilación del ADP (ARF); el precursor del antígeno H (H

Al\TTI); la desaturasa ~-9 de ácido graso (OLE) y; la o-tubulina (TIlB 1). Estos autores

describieron ocho dados asociados al origen geográfico, según lo referido previamente. Esta

técnica, mucho más precisa para establecer relaciones filogenéticas, también corrobora la

asociación entre genotipo y lugar de origen (filogeografia).

GENOTIPOS y VIRULENCIA

Spitzer el al [1990] fueron los pomeros en relacionar características fenotípicas

(termosensibilidad) y genotípicas (restricción de mtDNA / hibridación con YPS-3) de

aislamientos clínicos de tres pacientes con SIDA y cinco pacientes VIH negativos de Missouri,

EU. Los aislamientos de pacientes con SIDA se agruparon genéticamente con la cepa Downs y

fueron termosensibles a 40 oc. Estos autores postularon que los pacientes con SIDA pueden ser

susceptibles a la infección con genotipos 'Downs-like" de H. capsulalum, los cuales no causan

enfermedad en otros grupos de pacientes inmunocomprometidos o no. Sin embargo, esto no

exime a los pacientes con SIDA de infectarse con cepas de alta virulencia.

Carter el al [1996], en un estudio con 30 pacientes de Indiana, EU, no encontraron

asociación entre el genotipo de los aislamientos, el estado inmunológico y/o las formas clínicas

de la enfermedad, al utilizar once marcadores bialélicos en PCR. Sin embargo, en ese estudio, la

enfermedad de base del huésped fue identificada sólo en 11 pacientes. ,

En MX, Reyes-Montes el al [1999] estudiaron aislamientos de H. capsulalum de fuentes

naturales y de pacientes con histoplasmosis asociada al SIDA y, asimismo, de pacientes s~p.

evidencia de infección con VID . Al analizar los perfiles electroforéticos del DNA revelados por

RAPD-PCR (Iniciador 1281) y los perfiles de exoantígenos obtenidos en SnS-PAGE (sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), los autores sugieren la existencia de una

relación entre la condición de infección con VIH y el feno- y/o genotipo de los aislamientos.

Con el mismo método molecular y el mismo iniciador, en AR, Perrotta el al [2001 J también
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encontraron que la mayoría de los aislamientos de H. capsulalum de pacientes con SIDA se

agruparon en "clusters" muy relacionados.

En Brasil, de Medeiros-Muniz el aL [2001], al utilizar RAPD con otros iniciadores,

observaron un marcado polimorfismo genético en 28 aislamientos clínicos de pacientes, tanto

VIH positivos como negativos. Los aislamientos de los pacientes con SIDA no presentaron un

genotipo predominante y tampoco estuvieron relacionados con la cepa Downs. Karimi el al:

[2002], mediante RFLP e hibridación con YPS-3, y además de RAPD-PCR, compararon

aislamientos clínicos de pacientes con SIDA de Brasil y EU; en los brasileños predominaban las

lesiones cutáneas y sus aislamientos pertenecían a los genotipos clases 5 y 6, según Keath el al.

[1992], mientras que las lesiones cutáneas eran raras o no existían en los pacientes de EU y todos

sus aislamientos pertenecían a la clase 2 de Norteamérica. Con base en sus resultados, estos

autores postularon la existencia de una asociación entre genotipo y tropismo tisular.

Hasta el momento, los resultados que respaldan la asociación genotipo y virulencia siguen

siendo poco concluyentes, debido a que no se caracteriza en forma fehaciente y sistemática la

relación entre los aislamientos y los datos clínicos del huésped y a que el número de aislamientos

estudiados es bajo en la mayoría de los estudios.

GENOTIPOS E INFECCIÓN MúLTIPLE

Poonwan el al: [1998] fueron los primeros en comurucar la coexistencia de diferentes

genotipos en aislamientos de H. copsulalum de un mismo paciente (lavado broncoalveaolar y

sangre). Este interesante hallazgo molecular sustenta los hallazgos fenotípicos previos que

sugieren la posible infección múltiple. Sin embargo, de Medeiros-Muniz el al: [2001] y Carter el al

[2001] no pudieron determinar diferencias entre aislamientos de diferentes orígenes clínicos de un

mismo paciente, al utilizar RAPD-PCR y polimorfismo de secuencias microsatélites,

respectivamente.

A la fecha, la infección múltiple no ha sido comprobada categóricamente en la

histoplasmosis por ninguno de los métodos feno- y/o genotípicos.

ELECTROCARIOTIPOS

En el pasado, el estudio del cariotipo fúngico fue relegado porque los métodos de la genética

clásica no permitían la observación de los cromosomas de los hongos debido a su pequeño
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tamaño. Sumado a esto, los métodos citogenéticos son extremadamente laboriosos para ser

aplicados a un gran número de aislamientos fúngicos, A partir del advenimiento de PFGE (pulse

field gel eleetrophoresis) en el estudio del genoma fúngico, los cariotipos eleetroforéticos

(eleetrokaryotypes, Eks) de algunos hongos patógenos de humanos empezaron a ser

estudiados, entre ellos el de H. capsulalum. Este método, con más de una variante, además de

permitir el revelado de cromosomas pequeños, evidencia el polimorfismo crornos ómico (CLP

ehromosome length polyrnorphism) que presentan las especies fúngicas en general [Bcadle el

al, 2003; Fierro & Martín, 1999; Romero-Martínez el al, 2004; Zolan, 1995].

Steele el al [1989] estudiaron por primera vez los Eks de tres cepas de laboratorio de H.

capsulalum, utilizando dos variantes CHEF (eontour-c1umped homogeneous e1eetrie field) y

FIGE (field-inversion gel eleetrophoresis). Estos autores observaron que la cepa Downs de

EU, termosensible y avirulenta en el modelo murino, poseía al menos siete cromosomas,

mientras que las cepas G217B de EU y G186B de PA, consideradas virulentas en el ratón,

poseían tres y cuatro cromosomas, respectivamente. De esta manera, los autores demostraron la

existencia de CLP en H. capsulalum. Posteriormente, Carr y Sherer [1998], usando tres métodos

diferentes, determinaron los tamaños del genoma de las cepas Downs y G186A en 32 y 22 Mbp,

respectivamente. Recientemente, Magrini el al [2004J utilizando un mapeo de restricción, con tres

endonucleasas (BamHI, HindIII y Pst!), combinado con varias técnicas moleculares, calcularon el

tamaño genómico de la cepa G217B por encima de 43.5 Mbp. Estos datos confirman las

diferencias en el tamaño genómico entre aislamientos de este hongo. Parte de los resultados

publicados de esta tesis confirma el CLP en aislamientos clínicos, revelando 15 Eks entre 19

aislamientos de H. capsulalum de pacientes de AR, MX, Guatemala (GT) y la cepa G 186B.

Aunque el CLP quedó ampliamente demostrado, tanto en número como en tamaño de las

bandas, no se encontró relación estrecha entre el Ek, la enfermedad de base y el origen geográfico

[Canteros el al, 2005d]. Hasta el momento no están claros los mecanismos por los cuales estas

variaciones en bandas cromosómicas pueden ocurrir, aunque son varias las hipótesis propuestas.

Las especies fúngicas pueden, durante su ciclo vital, sufrir reordenamiento cromosórnico,

deleciones y/o inserciones de fragmentos de DNA genómico durante los procesos de

recombinación [Fierro & Martín, 1999; Zolan, 1995]. Estos eventos, en otras especies fúngicas

patógenas para el hombre, pudieron relacionarse a cambios fenotípicos y fisiológicos [Magee,

1993; Rustchenko el al 1994], a virulencia y, en general, a procesos adaptativos frente a cambios

ambientales [Zolan, 1995].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La capacidad de H. capsulotum para producir enfermedad está asociado a factores inherentes

tanto al huésped como al patógeno. La infección se puede mantener en forma subclínica mientras

el sistema inmune es competente, y puede progresar a enfermedad sólo cuando existe un cierto

grado de inmunocompromiso y la presencia de factores genéticos que aumentan la

susceptibilidad del huésped. Con respecto a los factores inherentes al patógeno, se ha explorado

la diversidad feno- yIo genotípica de H capsulatu»: en aislamientos clínicos y ambientales

procedentes de diversas áreas endémicas; si bien estos estudios revelaron un vasto polimorfismo

intra-especie, sus resultados son preliminares y todavía contradictorios, particularmente cuando

son asociados con patologías específicas como el SIDA [Carter et al, 1996; de Medeiros-Muniz el

al, 2001; Perrotta et al, 2001; Reyes-Montes el al, 1998; 1999; Spitzer elal , 1990].

Es posible que pacientes con ICS sean susceptibles a la infección por una amplia variedad

de cepas que habitualmente no son causa de enfermedad en otros grupos de pacientes [Spitzer el

al, 1990]. En efecto, en pacientes con ICS el microorganismo se comportaría como un

oportunista, y al no encontrar mayor oposición por parte de la respuesta inmune del huésped,

cualquier cepa estaría en condiciones de producir infecci ón-y posterior enfermedad. En cambio ,

sólo los microorganismos más virulentos estarían en condiciones de producir enfermedad en

pacientes con ICL. Si esto es cierto, las características genéticas de los aislamientos provenientes

de pacientes con ICL podrían ser distintas de las de pacientes con ICS. Asimismo, las cepas que

afectan a pacientes con diferente grado de inmuno,depresión podrían diferir también en sus

características fenotípicas.

Para comprender el alcance real de la relación. huésped-parásito en la histoplasmosis, sería

de mucha utilidad discriminar inmunológicamente la enfermedad de base en cada paciente, antes

de realizar estudios feno- yI o genotípicos de los aislamientos.
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HIPÓTESIS

Cualquier cepa de H. capsulotum varo capsulotum es capaz de infectar y enfermar a pacientes

con lCS. Sin embargo, sólo algunas con características feno- yI o genotípicas particulares son

capaces de producir enfermedad en pacientes con lCL, y estas características podrían ser

independientes del origen geográfico de los aislamientos .
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la similitud y diversidad feno- y/o genotípica de aislamientos de H. capsulatu»:

varo capStllatum procedentes de pacientes con histoplasmosis asociada a los diferentes tipos de

inmunocompromiso y la enfermedad de base, al tipo de material clínico y al origen geográfico de

los pacientes.

OBJETIVOS PARTICUlARES

Determinar diferencias fenotípicas (morfotipo colonial, tasa de crecimiento y producción

de proteínas extracelulares) en la fase infectiva de los aislamientos de H. capsuiatu»: procedentes
•de pacientes con ICS e ICL.

Determinar diferencias genotípicas (Eks y CLP del genoma intacto y polimorfismo del

DNA mediante RAPD-PCR) en los aislamientos de H. capStllatum procedentes de pacientes con

ICS e ter,

Determinar diferencias feno- y/o genotípicas en aislamientos de H. capStllatum procedentes

de distintas áreas geográficas de Latinoamérica.

Determinar diferencias feno- y/o genotípicas en aislamientos de H. capsulauo» provenientes

de distintas localizaciones anatómicas de un mismo paciente.
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MATERIALES Y MÉTODOS

AISLAMIENTOS Y CEPAS DE HISTOPLASMA CAPSUUTUM

Se analizó un total de 74 aislamientos clínicos y dos cepas de referencia internacional, como se

detalla a continuación:

a) De AR se procesaron 56 aislamientos, provenientes de 44 pacientes, puesto que de algunos

pacientes se lograron múltiples aislamientos. La mayoría de los aislamientos de AR fueron

obtenidos durante un estudio de corte transversal realizado, entre 2000 y 2002, por el

Departamento Micología del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLlS,

"Dr. Carlos G. Malbrán", de Buenos Aires. Además, se incluyó un aislamiento clínico del año

1990 que se utiliza como cepa de referencia doméstica del laboratorio (cepa 90455). Todos estos

especímenes fúngicos se mantienen preservados en la Colección de Cultivos del Departamento

Micología.

b) De MX (n =14) YGT (n =3), depositados en la "Colección de Cultivos de Histoplasma

capsulatum del Laboratorio de Inmunología de Hongos, Departamento de Microbiología y

Parasitología, Facultad de Medicina, UNAM" [Taylor et al, 1999].

c) Dos cepas de referencia internacional: Downs de EU y G186B de PA. Ambas donadas por

el Dr. G. S. Kobayashi, de la Universidad de Washington.

Se revisaron las historias clínicas de los pacientes de los cuales provenían los aislamientos y los

datos analizados fueron vertidos en una planilla de Excel versión 2000 para Windows. En la

Tabla 1 se describen las características más importantes: número de registro, procedencia

ge~gráfica, sexo del paciente, material clínico y enfermedad de base concomitante. Los pacientes

con HP y una enfermedad manifiesta del sistema inmune fueron clasificados en el grupo 1CS, y

aquellos sin causa conocida de inmunodepresión fueron clasificados en el grupo ICL.

En este estudio se incluyeron múltiples aislamientos de ocho pacientes distintos, obtenidos

durante el mismo o diferente episodio clínico; éstos están discriminados en la Tabla 2.

Los criterios de inclusión de los aislamientos fúngicos en el presente estudio fueron

principalmente: la macro- y micromorfología y la presencia de exontígenos específicos (H y/o M)

en los sobrenadantes de cultivos de la fase M.

Para los ensayos, todos los cultivos de H. capsulatum fueron mantenidos en fase . M por

siembras sucesivas cada 90 días en agar Sabouraud (glucosa 2 %, peptona 1 % Y agar 1.5 %),

como procedimiento rutinario de laboratorio.
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ESTUDIOS FENOTÍPICOS

MACROMORFOLOGÍA DE LA FASE M

Procedimiento. El agar micobiótico (Bioxón, · México, DF) se preparó según las

especificaciones del fabricante, se esterilizó en autoclave durante 15 min a 120 "C y se vertieron

25 ml de agar por placa de Petri de 10 mm de' diámetro. Las placas fueron colocadas cn

incubación 48 h a 25-28 "C, para controlar su esterilidad .

Un pequeño fragmento de la cepa en estudio fue sembrado en el centro de la superficie del

agar. Los bordes de la placa fueron sellados con cinta adhesiva transparente para evitar la

contaminación y desecación. Cada placa se mantuvo en posición invertida durante el tiempo del

cultivo para evitar que las esporas se dispersaran y al germinar formaran colonias satélites que

pudieran afectar el desarrollo pleno de la colonia central. A los 35 días de crecimiento a 25-28 "C

se documentó fotográficamente el aspecto de cada colonia, pm el anverso y el reverso.

Todos los aislamientos fueron caracterizados por el aspecto colonial típico para la fase M de la

especie H. capsulatum varo capsulatum. Los datos de la macromorfología de las colonias fueron

vertidos en una planilla Excel, realizada ad hoc, para su posterior análisis. Los experimentos fueron

.realizados por quintuplicado y dos observadores independientes registraron, a ciego, las

características de cada aislamiento, según los siguientes criterios de lectura:

• Textura: aterciopelada, pulverulenta, glabra;

• Extensión: limitada, no limitada;

• Superficie: plana, plegada;

• Pigmento pardo: presente, ausente.

'Para sistematizar las observaciones se realizó un análisis de agrupamiento por el mét odo

UPGMA (unweighted pair group method analysis with arithmetic averages), sobre la base

de la matriz de similitud de coeficiente de distancia "taxonómica" entre caracteres. El análisis fue

realizado en NTSYSpc ver 2.02j. Se incluyeron en el análisis las dos cepas de referencia (G 18613 Y

Downs).

Los morfotipos resultantes fueron incorporados a las Tablas 1 y 2.

MICROMORFOLOGÍA DE LA FASE M

Procedimiento. Todo el procedimiento se realizó en condiciones estrictas d'e esterilidad.

Dentro de una placa de Petri de vidrio se colocó un soporte y sobre éste dos portaobjetos
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limpios. Se esterilizó el material mediante calor seco (160 "C, 2 h). Sobre cada uno de los

portaobjetos se distribuyó una gota de agar Sabouraud en forma de óvalo. Un fragmento de

micelio fúngico de 1 a 2 mm fue colocado en cada uno de los extremos del agar. Se invirtió cada

portaobjeto con el inóculo y se agregó agua destilada en el fondo de la placa de Petri para

producir una atmósfera húmeda. La hu~edad se controló periódicamente durante los 35 días de

incubación del ensayo a 25-28 oc. El cultivo se inactivó con vapores de formol 40 %. Los

microcultivos fueron fijados con Colodión por 24 h y observados al microscopio previa

coloración con azul de lactofenal.

Se registró presencia o ausencia de macro- y microconidios. Se midió el tamaño de los

macroconidios con un ocular graduado y con objetivo de 4Ox, en un microscopio óptico Nikon

OPTIPHOT-2 (Nikon,japan). Se midieron, por cada aislamiento, al menos 50 macroconidios en

dos microcultivos y se registraron los valores máximo y mínimo (Tablas 1 y 2). En caso de

ausente o escasa conidiación, se realizó la búsqueda en al menos cuatro microcultivos. Las

medidas de los macroconidios, fueron vertidas en una planilla de cálculo Excel que permitió

determinar el diámetro promedio y su desviación estándar (SD) de los conidios de cada

aislamiento (Tablas 1y 2).

Todos los microcultivos fueron fotodocumentados con un sistema de camara digital

(pIXERA Studio 3.0.1, Pixera Corporation, japan) adaptado a un microscopio triocu1ar Nikon

OPTIPHOT.

TASA ESPEdFICA DE CRECIMIENTO (11) DE LA FASE M

Experimentos preliminares con 11 aislamientos fueron realizados para comparar el

crecimiento en superficie versus el crecimiento sumergido.

Tasa de crecimiento en cultivo sobre superficie. A partir de un inóculo de 7 días,

incubado a 25-28 "C en placas de agar micobiótico, se tomó un fragmento de 1 mm de diámetro,

de cada aislamiento y de las cepas de referencia, y se colocó en el centro de la superficie de la

placa. Los bordes de la placa fueron sellados y la placa fue incubada en posición invertida. A los

7, 14, 21 Y28 días se realizaron lecturas del diámetro mayor y menor de la colonia. Los valores

obtenidos de cada tiempo fueron vertidos en una planilla de Excel donde se calculó el área de la

superficie de la colonia en mm", según la siguiente fórmula: Área = 7t X R x r (R: radio mayor, 1':

radio menor). Se determinó la tasa de crecimiento de los aislamientos y cepas estudiados, por

comparación del área (mm~ obtenida en los diferentes tiempos de lectura. Cada ensayo fue
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realizado por quintuplicado. Los valores del área de desarrollo expresadas en mm' día'! fueron

transformados a II día' como se indica posteriormente en "Análisis de correlación entre el

cultivo sumergido y el de superficie".

Tasa de crecimiento en cultivo sumergido. Cooidios y fragmentos de micelio de un

cultivo de dos semanas en agar Sabouraud a 25-28 "C, fueron suspendidos en 5 mI de solución

fisiológica adicionada con 5 % de Tween-20. La suspensión fue trasvasada a un tubo estéril

conteniendo perlas de vidrio y agitada vigorosamente en un v órtex. Una vez homogeneizada, la

suspensión fue diluida en Sabouraud líquido hasta alcanzar una turbidez equivalente a 2 en la

escala de Mac Farland. Un mililitro de ésta fue agregado a 9 mI del mismo medio de cultivo. Se

sembraron 12 tubos por cada aislamiento estudiado. En el día 7 se tomaron tres tubos, los que se

inactivaron con formol al 40 %. La biomasa de cada tubo fue separada por filtración en un

embudo Büchner, con un filtro Whatman N° 1 previamente tarado, y fue lavada con agua

destilada para eliminar residuos del medio . El filtro fue colocado en una estufa de secado a

80 "C, durante tres días. Luego, fue pesado para determinar el peso seco del. micelio, por

diferencia con el peso previo. Esta operación se repitió para los 14,21 Y28 días. Los valores de

peso seco fueron anotados en una planilla de cálculo Excel, y los promedios de los pesos

calculados y la tasa de crecimiento expresada en g día'! fue transformada a II día'! como se indica

a continuación.

Análisis de correlación entre el cultivo sumergido y el de superficie. Los valores de la

tasa de crecimiento en mm2 día'! y en g día'I, a diferentes tiempos, fueron utilizados para el

cálculo de ll. Se eligió la tasa específica porque es constante en toda la curva de crecimiento del

organismo y está expresada por unidad de biomasa. Para los cultivos en superficie se realizó la

transformación a raíz cuadrada de los datos y se ajustaron al siguiente modelo: raíz cuadrada

(superficie X) =raíz cuadrada (superficie O) x II x t (X.: biomasa al tiempo t, o: inicial, ll: tasa

específica de crecimiento, t: tiempo). Para los cultivos sumergidos se ajustaron los datos al

modelo común de crecimiento exponencial transformado. Se trabajó con los logaritmos naturales

de los datos, según la siguiente fórmula: InX =~ x II x t (X.: biomasa al tiempo t, Xo: biomasa

inicial, ¡L: tasa específica de crecimiento, t: tiempo) .

CONVERSIÓN DIMÓRFICA (FASE M A L)

La fase M de los aislamientos y las dos cepas de H. capsulalum estudiadas fueron cultivadas en

diferentes medios para sy conversión dimórfica: (a) medio sintético de Tewari y Kegel 11 971]; (b)

medio agar MLGema [Fressatti el al, 1992]; (c) agar BHI (Difco Laboratories, Detroit, MI)
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suplementado con cisteína y glucosa [Kwon-Chung & Bennett, 1992]. Los cultivos fueron

incubados a 37 oC con agitación para el medio de Tewari y Kegel, y a 37 "C en atmósfera de 5 %

de COz para los medios con agar. Se realizaron subcultivos individuales cada 72-96 h, hasta lograr

la conversión. Una vez obtenida la fase L completa, la biomasa de levaduras procedente de un

cultivo de 72 h en BH! a 37 oC fue cosechada y preservada a -80 oC hasta su uso. La

criopreservación se realizó en presencia de suero fetal bovino (GIBCO BRL, Gran Island,

Biological Ca. N.Y.) y dimetilsulfóxido (9:1) previamente esterilizado por filtración (Sahaza

Cardona, 2004).

MACROMORFOLOGÍA DE LA FASE L

Procedimiento. Se preparó agar BHI (Difco) suplementado y se distribuyó en placas de Petri

de 50 mm de diámetro, las cuales fueron incubadas 48 h a 25-28 "C para controlar su esterilidad.

Cada aislamiento fue sembrado en el centro de la superficie del agar e incubado a 37°C en

atmósfera de COz. A los 21 días de crecimiento se documentó fotográficamente el aspecto de la

colonia por el anverso. Los parámetros determinados fueron:

• Aspecto: liso o rugoso;

• Borde: liso o irregular;

• Pigmento: presente o ausente.

IDENTIFICACIÓN y SEPARACIÓN DE EXOANTÍGE1-lOS

Inmunodifusión doble (IDD). La presencia de exoantígenos específicos de H. copsulotum (H

y M) se determinó en sobrenadantes de cultivos de la fase M de cada aislamiento, sembrados en

caldo GYE (glucosa 2 % Y extracto de levadura 1 %) Y mantenidos por 3 meses a 25-28 oC en

cultivo estático. Después de la incubación, cada cultivo se inactivó con timerosal 1:5000 y se

separó la biomasa micelial por filtración, El sobrenadante fue filtrado utilizando membranas de

0.22 J.UD Yconcentrado por congelación (Taylor ML, comunicación personal). Brevemente, se

repartió el filtrado en dos tubos de plástico de 50 ml y se almacenó a -20 "C hasta congelamiento.

La capa superior más obscura y densa del congelado (antígeno crudo) se extrajo con una espátula

(aproximadamente entre 2 y 4 ml), se colocó en un tubo y se preservó a 4 oc.

Para identificar la especificidad de cada exoantígeno se utilizó el método de inmunodifusión

doble en gel de agar (IDD) [Ouchterlony & Nilsson, 1978], empleando los reactivos biológicos

del equipo IMMY (IMMUNO-MYCOLOGICS, INC. Norman, OK), tanto el suero anti-H.
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capsulatum como su antígeno homólogo. La identificación inmunológica de los aislamientos se

efectuó con base en la aparición de las bandas de identidad, H y/o M, características de la especie.

Separación electroforética de exoantígenos. Los exoantígenos previamente identificados

por IDD fueron sometidos a SDS-PAGE. Inicialmente, se determinó la concentración de

proteínas totales utilizando el método de Bradford [Bradford, 1976]. Cada exoantígen o, ajustado

a la concentración de trabajo según los mg de proteínas, fue diluido 1:4 en amortiguador de

preparación de muestra (Tris-HCI 0.125 M pH 6.8, conteniendo SDS 2 %, glicerol 10 (Yo, 2

mercaptoetanol S % Yazul de bromofenal 0.025 %) Ytratado a 100°C por 4 mino

La electroforesis se realizó según el método de Laemmli [Laemmli, 1970] en el sistema Mini

Protean II (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) a 200 V por 40 min a 4 "C, usando como

. concentrador un gel al 4 %, Ycomo separador un gel homogéneo al 12 %. Se sembró 1.0-1.2 Ilg

de proteínas por carril. Cada exoantígeno fue sometido a dos corridas electroforéticas, como

mínimo.

Se utilizó un marcador comercial para SDS-PAGE de amplio peso molecular en el intervalo

de 200-6.5 kDa (Bio-Rad), y el antígeno testigo de H. capsulatum producido en el INEI-ANLlS

Dr. Carlos G. Malbrán de AR, previamente validado por IDD y Westero blotting (WB) frente a

antígeno y antisuero estándar.

El gel fue coloreado primeramente con Coomassie blue R-250 (límite de detección 1-10 Ilg de

proteínas por banda) al 0.1 % en metanol al 40 % y-ácido acético glacial al 10 %, durante 1 h.

Enseguida, decolorado con una mezcla de metanol al 40 % Y ácido acético al 10 %, hasta la

visualización de las bandas. Para aumentar la . sensibilidad, los geles fueron revelados

posteriormente con plata (límite de detección 10-100 ng de proteínas por banda), utilizando el

método de Oakley et al [1980]. Brevemente, el gel procedente de la coloración con Coomassie

blue fue lavado con etanol al SO %, pre-tratado por 1 min exacto con tiosulfito de sodio (Nai'zOJ

S H 20 0.2 g t\ lavado tres veces con agua bidestilada por 20 s exactos, impregnado por 20 rnin

con solución de nitrato de plata (AgNOJ 2 g r', formol 0.75 mI tI) Ylavado 2 veces con agua

bidestilada por 20 s. El revelado se realizó con solución de tiosulfito de sodio-carbonato de sodio

(Na2S20 J S H20 4 mg r', N~COJ 60 g r', formol 0.5 mI tI), hasta la aparición de bandas pardas.

La reacción fue detenida con metan01 al SO % Y ácido acético al 12 %. Los geles fueron

documentados en un escáner UMAX Astra 610 P.
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Westem blotting. Para confirmar la presencia de bandas H y M e identificar sus posiciones

en el perfil electroforético, se usó el método de WB [pizzini el al., 1999]. Brevemente, luego de

efectuada la separación de proteínas en SDS-PAGE, los geles fueron electrotransferidos a

membranas de nitrocelulosa durante 1 h a 100V en Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad), en

amortiguador de transferencia (Tris-ClH 25 mM, glicina 19i mM y metanol 20 % v :v, pH 8.3).

Las membranas fueron bloqueadas con albúmina al 5 % Yla presencia de las bandas H y M fue

revelada con un suero hiperinmune de conejo anti-H. capsulalum, diluido 1:100 [perrotta el al.,

1998]. Se utilizó proteína A-peroxidasa de rábano (Sigma Cnemical Co., StoLouis, MO) diluida

1:1000 como reactivo secundario, y el revelado se realizó con 4 cloro-I naftol [Gandhi, 1986].

ESTUDIOS GENOTÍPICOS

AMPLIFICACIÓN DE DNAALAZARPOR REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (RAPD-PCR)

Cultivo del microorganismo. Los aislamientos se mantuvieron en caldo GYE en cultivo

estático a 25-28 "C, durante 3 a 4 semanas. Cada micelio se cosechó individualmente por

filtración en un embudo Büchner con papel filtro Whatman N° 1. El micelio fue lavado con agua

destilada estéril para eliminar el exceso de medio, secado y conservado a -20 "C hasta el momento

de su procesamiento, previa verificación de la identidad de H. capsulauo» mediante IDD en los

sobrenadantes de los cultivos concentrados por congelación. En ausencia de bandas H y/ o M

por IDD frente al suero de referencia, el micelio fue considerado contaminado y por 10 tanto .

descartado.

Extracción del DNA genómico. Una porción de aproximadamente 2 g de cada micelio se

trituró con nitrógeno líquido en un mortero de porcelana hasta obtener polvo fino. El micelio

triturado se repartió en cuatro tubos Ependorff y se adicionaron 600 ¡..tI de amortiguador de

extracción (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 50 mM, SDS 6 %, p-mercaptoetanol 1 %). La

suspensión resultante se agitó manualmente y se dejó reposar 1 h a temperatura ambiente. Luego

se centrifugó a 14000 !pm a 4 "C, por 10 min, Yel sobrenadante (500 foll aproximadamente) se

transfirió a un tubo Ependorff, al cual se adicionaron 10 foll de proteinasa K (Sigma) a una

concentración final de 200 folg mI,l. Después de mezclar e incubar por 2 h a 55 °C,se adicion ó

RNAsa (Qiagen Hilden, Alemania) a una concentración final de 100 ¡.tg foll '! Y se incubó a 37°C

por 2 h. La extracción del DNA se realizó con igual volumen de fenol .cloroformo.alcohol

isoamílico (25:24:1), agitando el tubo suavemente por inversión, hasta obtener una mezcla

lechosa. Enseguida, se centrifugó a 14000 !pm a 4 "C por 15 mino La fase acuosa (superior) fue
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separada y colocada en un nuevo tubo donde se agregaron 10 ¡"tI de acetato de sodio 3 M Y 2

volúmenes de etanol 100 % en frío. Cuando se observó hebra de DNA, ésta fue separada, lavada

con etanol 70 % Yresuspendida en 100 ¡.tI de agua de MilliQ. En ausencia de hebra de DNA, el

tubo se incubó a -20 "C toda la noche. Al día siguiente, se realizó la centrifugación y el botón fue

lavado con etanol al 70 %, secado y resuspendido en 50 ¡.tI de agua de MilliQ.

Para verificar la presencia y calidad del DNA, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al

0.9 %, preparado en amortiguador TBE 0.5X (Tris-Base 45 mM, ácido bórico 45 mM, EDTA 1

mM) adicionado con 1:10000 partes de bromuro de etidio 10 ug ml'. Dos microlitros de cada

muestra .fueron mezclados con igual volumen de amortiguador de muestra (Tris-H'Cl 10 mM pH

7.5, ClNa 50 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol 5 mM, glicerol 20 %, azul de bromofenol 1 mg rnl',

xileno cianol 1 mg ml") y sometido a eleetroforesis (100 V, 40 mio) en el mismo amortiguador en

el que fue preparado el gel. Después, se observó la presencia, integridad y pureza del DNA en un

transiluminador. Las muestras fueron conservadas a -20 oC para su uso posterior. Cuando el

DNA presentó impurezas, se repitió el tratamiento con RNAsa y/o proteinasa K, y extracción

con fenol:c1oroformo:alcohol isoamílico (25:24:1).

Determinación de la concentración de DNA Se realizó una electroforesis de 2 J.1l del

DNA problema y concentraciones crecientes de fago "A. (GIBCO) en agarosa al 0,,8 % con

bromuro de etidio, Se visualizó por UV y se registró la banda de DNA en un fotodocumentador

de geles GeneCam '(Synoptics Ltd, Syn Gene, Cambridge, UK). La estimación semicuantitativa de

cada muestra se realizó por comparación visual de las imágenes documentadas. Los DNAs de

todos los aislamientos fueron diluidos a una concentración de lOng ¡.tl"I"

RAPD-PCR. Se empleó una versión del método probado con anterioridad para H. capsu/alllm

con excelentes resultados [Hu el al, 1995]. Se emplearon dos iniciadores de 10 nucleótidos: 1281

(5'-AACGCGCAAC-3') y 1283 (5'-GCGATCCCCA-3') (Operon Technologies lnc. Alamenda,

CA). Las condiciones de trabajo fueron estandarizadas previamente [Taylor el al., 2000a] con 10

ng de DNA genómico, 30 pmoles de cada iniciador, MgCl2 2.5 mM, dNTPs (lnvitrogen- Tech

Line Life, USA) 0.2 mM, Taq DNA polimerasa (perkin-Elmer Cetus Norwa1k, C1) 1 U Y

amortiguador 10X 2.5 J.1l para un volumen final de reacción de 25 ¡.ti.

En un termociclador (Cycler Ver 2.038, Bio-Rad) se aplicó el siguiente programa de

amplificación: un ciclo de 7 mio a 94 "C, seguido por 45 ciclos de 1 min a 92 "C, 1 min a 35 "C y

1 mio a n "C. Finalmente, se llevó a cabo una extensión de 5 min a n° e.
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Los productos de amplificación fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1.5 ~'o

en amortiguador TBE 0.5X durante 270 mio a 90 V. Se utilizó 123 bp DNA Ladder (Invitrogen)

como estándar de pares de bases. Para visualizar las bandas, los geles fueron coloreados con

bromuro de etidio a una concentración de 10 ug ml-l . La imagen de los geles fue capturada en

un fotodocumentador Gene Snap Synoptics. El tamaño de los fragmentos se calculó por

comparación con el marcador 123 bp DNA Ladder. El RAPD-PCR fue realizado por triplicado,

como mínimo para cada DNA.

CARIOTIPIFICACIÓN POR ELECfROFORESIS EN CAMPO PULSANTE (PFGE)

Preparación de los bloques de agarosa. Las levaduras se cultivaron por 72 h en caldo GYE

a 37 oC y agitación a 120 rpm. Las células fueron cosechadas, centrifugadas y lavadas con agua

destilada. Como paso previo a la preparación de los bloques de agarosa se estimuló la formación

de esferoplastos; para ello se probaron diferentes cantidades de enzima lisante de Tricboderma

ha,;¡janum (Sigma) (entre 300 y 600 J.t.g) Yliticasa (Sigma) (entre 80 y 200 U). La actividad óptima

para 0.1 g de levaduras se logró con una mezcla de 500 Jlg de enzima lisante de T. ha,;¡janum y 84

U de liticasa. Enseguida, las células fueron inmersas en agarosa de bajo punto de fusión (2 %) en

amortiguador EDTA 0.125 M, Y la mezcla fue dispensada en los moldes para formar bloques.

Los bloques formados se incubaron con agitación suave por 8 h a 25-28 oc. Los esferoplastos

fueron lisados con una solución de laurilsarcosina al 1 % en EDTA 500 mM pH 8.0, Yproteinasa

K (0.5 mg ml-1
) con agitación suave a 55 oC por 18 h. Luego, los bloques fueron lavados tres

veces a 50 "C con amortiguador Tris-EDTA (Tris 10 mM y EDTA 1 mM) y finalmente dos

veces con el mismo amortiguador a 25-28 oc. Los bloques fueron conservados a 4 oC en

amortiguador EDTA 50 mM hasta su utilización.

Una porción del cultivo original se incubó en 500 ml de caldo GYE a 25-28 "C hasta el

crecimiento total del hongo en la superficie del medio líquido (30 a 60 días). En el sobrenadante

de este cultivo concentrado por congelación se buscó la presencia de bandas especificas de

precipitación por IDD. En ausencia de banda de precipitación el bloque fue descartado.

Optimización del PFGE para H. capsulatum. La separación electroforética de las bandas

cromosómicas se realizó en un aparato CHEF-DR III (Bio-Rad), La Tabla 3 muestra los

protocolos de corrida eleetroforética sugeridos para tres distintas especies fúngicas con bandas

cromosómicas cuyos tamaños estuvieran en los intervalos de las posibles bandas de H. capsulauo».

Todas las eleetroforesis para H. capsulatum se realizaron en amortiguador TAE 1X (Tris-acetato
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40 mM pH 7.5, EDTA 2 mM pH 8.0) a temperatura constante de 14 "C y con ángulo de 106°.

Los geles fueron revelados con bromuro de etidio, observados en un transilurninador y

documentados fotográficamente.

Se probaron diferentes protocolos de corrida con base en: (a) los protocolos sugeridos en la

Tabla 3; (b) estudios realizados por otros investigadores sobre separación cromosómica de

hongos [Perrotta et al., 2002; Sambrook & Russell, 2001]; (c) el número y tamaño de las bandas

cromosórnicas de H. capsulotum estimado por Steele et al. [1989]. Dada la variabilidad prevista en

el número y tamaño de las bandas crornosómicas de este hongo, en la mayoría de los protocolos

se emplearon diferentes gradientes de tiempos de pulso para evitar áreas de compresión de

bandas en el centro del gel. En la Tabla 4 se presenta una síntesis de las condiciones probadas

antes de elegir el mejor protocolo de corrida.

Preparación de bloques de referencia. En la imposibilidad de contar con un control de las

corridas de PFGE con bandas cromosómicas por encima de los 5.7 Mbp, Yfrente a la necesidad

de este patrón para luego trabajar con el programa de análisis de perfiles, se eligió un aislamiento

para utilizarlo como estándar en todas las corridas de PFGE. Para esto se seleccionó un

aislamiento que poseía el Ek más común entre los aislamientos estudiados. Éste fue denominado

"Control" y correspondió al aislamiento 02923. Los tamaños de sus bandas, fueron calculados

previamente con base en dos estándares, Hansenula wingeii: 3.13-2.7; 2.3-1.7 Y 1.05 Mbp Y

Schizosaccharomyces pombe: 5.7-4.6-3.5 Mbp, (Bio-Rad). Los tamaños de bandas cromosórnicas

calculados para el bloque "Control" fueron: 7.0,5.8,4.5,3.8 Y2.4 Mbp. Varios bloques de la cepa

02923 fueron producidos y conservados a 4 "C para ser utilizados en todos los experimentos, en

conjunto con los marcadores comerciales.

ANÁLISIS DE PERFILES ELECTROFORÉTICOS

Los perfiles fotodocumentados procedentes de los ensayos de SDS-PAGE, RAPD-PCR y

PFGE fueron sometidos al programa computarizado BioNumerics versión 4.0 (Applied Maths,

Kortrijk, Belgium, http://www.applied-maths.com). que realiza el análisis integral de las

relaciones biológicas entre los aislamientos estudiados según los diferentes ensayos. Las imágenes

fueron convertidas a formato tiff en 256 tonos de grises, y al menos 300 dpi de resolución en el

procesador de imágenes Adobe Photoshop, versión 6.0. Para la construcción de la base de datos

de H. capsulotum se crearon tres experimentos de tipo."fingerprinr", uno para SDS-PAGE, otro

para RAPD-PCR, y el último para PFGE. Las imágenes digitalizadas fueron ingresadas a la base

de datos, convertidas y normatizadas, En todos los geles se colocaron patrones de corridas en el
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primer, en el del medio, y en el último carril como estándar externo para la normatización. Esto

permitió realizar comparaciones intergeles, puesto que a partir del primer gel ingresado de cada

experimento se define un sistema de referencia con base en la posición de las bandas de los

estándares respectivos. A partir de la normatización, los siguientes geles fueron comparados al gel

inicial de cada experimento. Se utilizaron los siguientes estándares: para RAPD-PCR el 123 bp

DNA Ladder; para SDS-PAGE el marcador de peso molecular de 200-6.5 kDa; y para PFGE el

bloque del aislamiento denominado "Control" (ver preparación del bloque de referencia).

Además, en todas las corridas electroforéticas de PFGE se incluyeron bloques de H. Wtngeu y

Sch. pombe en los carriles centrales, para evaluar la reproducibilidad del bloque "Control".

Una vez que las imágenes de todos los geles obtenidos de un mismo tipo de experimento se

normatizaron, según este sistema de referencia, éstas se grabaron en la base de datos. La similitud

entre los perfiles electroforéticos de un mismo experimento se analizaron en una matriz

construida con base en la cantidad y posición de las bandas. Para ello se aplicó el coeficiente de

Dice, con tolerancias de 2 % en los experimentos de SDS-PAGE y RAPD-PCR, y de 3 % en el

experimento de PFGE. La tolerancia indica el máximo desplazamiento permitido entre bandas de

dos perfiles idénticos. Para construir el dendrograma, se utilizó en el programa Bionumerics el

método de UPGMA. La confiabilidad de los agrupamientos de cada experimento fue

determinada por el cálculo del valor de correlación cofenética (Bionumerics) mostrados en cada

nodo de los dendrogramas. Este método calcula la correlación entre las similitudes derivadas del

dendrograma y la matriz de similitud, proporcionando una medida de confiabilidad estadística

para cada agrupación. Asimismo, se calculó el valor de corte, que permite definir de manera más

fehaciente los grupos segregados.

Posteriormente, los fenotipos SDS-PAGE y los genotipos RAPD-PCR y PFGE fueron

incorporados a las Tablas 1 y 2 para los análisis estadísticos pertinentes.

ANÁLISIS ESTADíSTICO

Significancia (P). Para determinar este parámetro estadístico entre las variaciones del

diámetro promedio de los macroconidios y de las tasas especificas de crecimiento entre diferentes

aislamientos, se calculó la t de Student utilizando el programa MedCalc (http://www.medcalc.be).

Este programa también fue empleado para analizar algunas de las relaciones entre variables

individuales como el morfotipo, la capacidad de conversión in vilro de la fase M a la L, y el

fenotipo SDS-PAGE versus el origen geográfico, condición ICS/ICL y el material clínico del

aislamiento fúogico utilizando la prueba de Chi cuadrado.
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. Análisis de correlación múltiple (R). Las relaciones entre todas las variables se realizaron

por el análisis de correlación múltiple, usando el paquete estadístico R versión 2.0.1 (R

Development Core Team, 2004, http://www.R-project.org). Para codificar los datos, los

aislamientos se organizaron por filas y las variables en columnas en una tabla de Excel. Las

variables cualitativas binarias se codifi¿aron como O (ausencia) y 1 (presencia), las cualitativas

multinominales con "n" niveles distintos se descompusieron en "n-I" variables independientes

con codificación cero/uno. Las variables numéricas continuas, como tasa específica de

crecimiento y tamaño de macroconidios, no fueron codificadas.

El PFGE sólo pudo ser analizado versus el origen geográfico, condición ICL/ICS, y el

material clínico del aislamiento fúngico por la imposibilidad de obtener la fase L en algunos

casos. Finalmente, se analizó si existía alguna asociación entre los patrones de bandeo SDS

PAGE y RAPD-PCR. Se construyeron tablas de contingencia y se evaluó la hipótesis nula de que

no hubiera asociación entre ellas.
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RESULTADOS

CLASIFICACIÓN CLÍNICA DE LOS AISLAMIENTOS

El 68 % de los pacientes fueron del sexo masculino y el 24 % del femenin o; en dos casos el

sexo del paciente no fue registrado en la historia clínica. Los 57 aislamientos fúngicos de AR, 14

de MX y tres de GT, fueron clasificados según la condición de inmunocompromiso 'de los

pacientes (lCS-SIDA, ICS-HIV(-) e ICL] y el material de origen del cual el hongo fue recuperado

(fablas 1 y 2).

Cabe destacar que los aislamientos de pacientes mexicanos y guatemaltecos se analizaron

conjuntamente por la cercanía geográfica de ambos países.

Los aislamientos de AR fueron, en su mayoría, de pacientes con SIDA (63 %), mientras que el

59 % de los aislamientos de MX/GT fueron de pacientes con ICL. El 36 % de los aislamientos

fueron obtenidos de muestras de sangre y/o médula ósea. Una importante proporción de

aislamientos de AR provinieron de lesiones de piel (32 %) y, la mayoría de éstos, de pacientes con

SIDA (36 %); sin embargo, la relación no fue significativa (P > 0.01). Sólo un aislamiento

procedente de un paciente de GT fue obtenido de piel (EH-364) Yotro de mucosa de un paciente

de MX (EH-359) (fablas 1,2 Y5).

La Tabla 2 agrupa los múltiples aislamientos obtenidos de diferentes materiales clínicos de un

mismo paciente, no referidos en la Tabla 1 En el caso del paciente N° 6, los aislamientos 01751,

01869 Y01870 correspondieron a un mismo episodio, ya que fueron aislados en el lapso de un

mes; el otro aislamiento de este paciente, 01894, fue obtenido cuatro meses después del

tratamiento, y considerado de diferente episodio clínico. En cambio, los aislamientos de los

pacientes N° 2, N° 7 YN° 8, aunque de fechas distintas menores a un mes, pueden considerarse

del mismo episodio. El resto de los aislamientos tuvieron la misma fecha de cultivo. A excepción

del paciente N° 5, los restantes fueron catalogados como ICS.

ESTUDIOS FENOTÍPICOS

MACROMORFOLOGíA DE lA FASE M

Con base en la clasificación propuesta por Berliner [1968], se encontró que de 74 aislamientos

estudiados 66 fueron del tipo colonial pigmentado B (89 %). Sin embargo, visualmente, las

variaciones macromorfológícas fueron más diversas, por lo que se sumaron otras caract erísticas al
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análisis. Al incluir todos los criterios de análisis del aspecto colonial se formaron nueve grupos

que fueron denominados arbitrariamente morfotipos 1 al IX (Figura 1).

La cepa de referencia Downs, con morfocaracterísticas únicas, con colonia glabra, crecimiento

limitado, plegada y albina (colonia A), segregó de forma independiente en el dendrograma, en el

morfotipo VIII (Figura 2 a). La cepa de referencia G186B fue similar en macromorfología a la

Downs, pero con colonia B, y se agrupó en el morfotipo VI (Figura 2 b).

El morfotipo predominante fue el IV que agrupó el 37 % de los aislamientos estudiados

(n = 28). Este morfotipo presentó colonias B de superficie plana, crecimiento no limitado y

textura pulverulenta. Algunos de estos aislamientos mostraron la peculiaridad de crecimiento

sectorizado en forma de diana (Figura 2 e). El morfotipo 1 le siguió en frecuencía al anterior con

27 % (n = 21) de los aislamientos compartiendo la mayoría de las características coloniales, a

excepción de la textura aterciopelada (Figura 2 d).

Representantes de cada uno de los grupos restantes formados en el dendrograma pueden

observarse en las Figuras 2 e-i. Las colonias del morfotipo 11, muy parecidas a las del 1, fueron

albinas (Figura 2 e); el morfotipo 111 fue pardo, con colonias plegadas, crecimiento no limitado y

textura aterciopelada (Figura 2 f); el morfotipo V, se diferenció del anterior sólo por su

crecimiento limitado (Figura 2 g); el morfotipo VII fue formado por colonias A, plegadas, de

crecimiento no limitado y textura aterciopelada (Figura 2 h); y, finalmente, el morfotipo IX

incluyó colonias B, plegadas, de crecimiento limitado y textura pulverulenta (Figura 2 i).

La asociación entre los morfotipos coloniales generados por UPGMA, los orígenes

geográficos y las condiciones inmunológicas del paciente, aparece sintetizada en la Tabla 6, y la

relación con los materiales clínicos de donde procedieron los aislamientos, en la Tabla 7.

Los morfotipos predominantes I y IV se hallan en ambas latitudes del continente americano.

El morfotipo IV fue aislado en 44 % de los pacientes de AR y en 24 % de los pacientes de

MX/GT, estos últimos todos con ICL. El morfotipo 1 fue cultivado de 41 % de los pacientes de

MX/GT y 24 % de los de AR. (fabla 6). Hay que recordar que las diferencias entre estos dos

morfotipos es sólo en la textura (Figuras 2 e y d).

Los aislamientos de los pacientes ICS-SIDA, particularmente de AR, se ubicaron en todos los

morfotipos, excepto el VIII, que correspondió a la cepa Downs. Por otra parte, los aislamientos

de pacientes con ICL de ambas latitudes se distribuyeron en los morfotipos 1, IlI, IV YVII.
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Se encontró un morfotipo aberrante (similar a la cepa G186B) procedente de un paciente ICS 

SIDA de AR (01730); en la Figura 2 j se muestra el reverso de este morfotipo que al igual que su

anverso, fueron idénticos a la G186B. En las Figuras 2 k Y1 se muestran los reversos típicos de

las colonias, una productora de pigmento y otra albina, respectivamente.

Al comparar los materiales clínicos de los que H. capsulatu»: fue aislado, versus el morfotipo

(Tabla 7), se observó que los morfotipos más comunes, 1 y IV, se aislaron de todos los

materiales clínicos. Sin embargo, los demás morfotipos fueron aislados en bajo número y no se

encontró relación entre éstos y el material de origen (P =0.319).

Los aislamientos de diferentes materiales clínicos de un mismo paciente no siempre mostraron

morfologías coloniales idénticas (Tabla 2). Los aislamientos 00205 (sangre) y 00335 (piel);

provenientes del paciente N° 1 presentaron colonias disímiles; mientras que la colonia aislada de

sangre fue parda, aterciopelada, de crecimiento no limitado y superficie plana (mo rfotipo 1); la de

piel se diferenció en su crecimiento limitado y superficie plegada (morfotipo V) (Figura 3 a). L n

fenómeno similar se observó entre fenotipos coloniales de otros tres múltiples aislamientos

procedentes de los pacientes N° 3, N° 4 Y N° 6. De estos, los aislamientos correspondientes al

paciente N° 4 se ilustran en la Figura 3 b, por la notoria dfcrencia en la morfología colonial. En

el paciente N° 6, el cuarto múltiple aislamiento, obtenido pos tratamiento fue

macromorfológicamente diferente (datos no mostrados) (Tabla 2).

MICROMORFOLOGÍA DE LA FASE M

Los macroconidos fueron en general globosos, con proyecciones digitiformes de la pared.

Debido a que lOS microcultivos conservan la integridad de las estructuras fúngicas, se pudo

observar con frecuencia que los macroconidios emergían de conidióforos cortos que formaban

un ángulo de 90° con la hifa que le dio origen, característica distintiva de H. capstdatio» (Figuras 4

a y b). En algunos aislamientos se observaron, además, macroconidios piriformes de pared lisa o

con proyecciones (Figuras 4 e-e), y asimismo macroconidios globosos de pared lisa (Figura 4 f).

Los microconidios fueron globosos o piriformes y de pared lisa (Figura 4 g). Sin embargo, en

algunos aislamientos éstos presentaron particularidades, como tamaño muy pequeño ( == 1 flm) en

el caso del aislamiento 00225, que en ocasiones formaban cadenas de hasta tres conidios, a

diferencia de la morfología clásica ilustrada en el aislamiento 00335 (ver detalles en la Figura 3

a). También presentaron microconidios en cadenas cortas, los aislamientos 01733 (Figura 4 h) Y

01730 (dato no mostrado).
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Las dos cepas de referencia, Downs y G186B, no mostraron estructuras típicas de la especie;

estas cepas no desarrollaron conidios y presentaron micelio septado, con hifas espiraladas y

c1amidosporas terminales e intercalares (Figuras 5 a y b), La ausencia de macroconidios fue

registrada en cuatro aislamientos de pacientes de AR (01730,01731,01746 Y01752) (Tabla 1).

Asimismo, la ausencia de microconidios sólo se notó en un aislamiento (01558) de un paciente de

AR, aunque este aislamiento desarrolló escasos macroconidios de pared lisa (n = 10) Y

c1amidosporas terminales e intercalares en los tres preparados estudiados (Figura 5 e). Después

de la búsqueda exhaustiva en dos a cuatro microcultivos, la mayoría de los aislamientos reveló un

número superior a 25 macroconidios. Sin embargo, en tres aislamientos (01735, 01736 YEH 364)

el número de macroconidios fue inferior a 10, y en cinco (01558, EH-448, 00205, 00335 Y01749)

entre 10 y 25 (fablas 1 y 2).

Los diámetros promedio de los macroconidios oscilaron entre valores de 6.5 y 13.9 Ilm, y el

de los microconidios entre 1 y 4 Ilm. En dos aislamientos (02924 y EH-409) se observaron

algunos macroconidios con tamaños de 20 Ilm (Figura 5 d).

A pesar de que los aislamientos presentaron macroconidios con morfología típica, la mayoría

de éstos fueron de tamaños promedios inferiores a 8 Ilm, y el límite inferior del diámetro de los

macroconidios en 48 aislamientos fue de 6.3 Ilm (Figuras 5 e y f) (Tablas 1 y 2).

La diferencia entre los diámetros promedios de los macroconidios de los aislamientos de

pacientes con ICS versus ICL no fue estadísticamente significativa (lCS: 8.6 ± 1.6, n = 54 vs.

ICL: 9.2 ± 1.7, n = 16; P = 0.1983, t de Student). Sin embargo, los diámetros promedios de los

macroconidios de pacientes ICS-SIDA, independientemente del origen geográfico, fueron los

menores (8.0 y 8.3 Ilm para MX/GT y AR, respectivamente) (Tabla 8). El análisis estadístico

entre los diámetros de los macroconidios de los aislamientos provenientes de pacientes ICS

SIDA en relación con el resto de los aislamientos fue significativo (lCS-SIDA: 8.2 ± 1.3, n =39

vs. ICS-HIV(-) + ICL: 9.5 ± 1.8, n = 31; P < 0.0008, tde Student).

Aunque no hubo diferencias significativas entre los diámetros promedios de los

macroconidios de los aislamientos procedentes de los diversos materiales clínicos (P > 0.05, I de

Student) (Tabla 9), es importante señalar que los aislamientos de origen respiratorio tuvieron el

mayor diámetro promedio, 9.6 ±1.5 Ilm.

Entre aislamientos de diferentes materiales clínicos del mismo paciente también se observó

variación en el diámetro de los macroconidios. En cinco casos (No 3-5, N° 7 Y N° 8) las

. diferencias en el diámetro promedio de los macroconidios fueron estadísticamente significativas
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(P < 0.01, t de Student). Por ejemplo, en el paciente N° 4, se pudo observar una diferencia

significativa (P =0.003) en el tamaño de los macroconidios de los aislamientos 01744 y 01745, de

piel y sangre, respectivamente (Figura 3 b). En el paciente N° 6, el diámetro promedio de los

macroconidios del aislamiento 01894 (pos tratamiento) fue más pequeño que el del 01869 Y01870

(pretratamiento) (P < 0.0001); sin embargo, no se observó diferencia con el diámetro del

aislamiento 01751 (P = 0.0672) (pretratamiento), obtenido de muestra de sangre durante el

primer episodio clínico de este paciente (Tabla 2).

TASA ESPECÍFICA DE CRECIMIENTO

Las tasas específicas de crecimiento, determinadas tanto por cultivo en superficie y sumergido,

expresadas en fl día-! se muestran en la Tabla 10. Se obtuvo una correlación R = 0.66 (R2: 0.44)

entre las tasas obtenidas por ambas metodologías; este valor es aceptable para la relación

propuesta, considerando que los medios en ambos experimentos difirieron en los componentes

antimicrobianos (cic1oheximida y c1oranfenicol) en el medio sólido, y que H. capstdatum crece

mejor en superficie que en cultivos sumergidos. De acuerdo con la correlación positiva entre

ambos métodos, se eligió el crecimiento en superficie para realizar el cálculo de fldel total de

los aislamientos, por la facilidad y reproducibilidad de la 1.:~todología. Los valores de fl de las

cincos lecturas realizadas para cada aislamiento se promediaron, y el promedio y su ± DS fueron

vertidos en las Tablas 1 y 2.

Los valores de fl oscilaron entre 0.61-2.15 día'] (Tablas 1 y 2), lo que quiere decir que la

biomasa del aislamiento de crecimiento más lento aumentó en 0.61, Y del más rápido en 2.15

veces, cada 24 h. La cepa Downs y los aislamientos 01730 y 01753 de pacientes ICS de AR

exhibieron los valores de fl más bajos ~ 0.71 día", y los aislamientos EH-46 y EH-53 de

pacientes ICL de MX los más altos ~ 2.13 día'! (Tabla 1).

Para poder analizar la relación entre el crecimiento de la colonia versus el origen geográfico, el

estado ICS/ICL de los pacientes y el material clínico de origen, los valores de fl fueron separados

en grupos. Considerando que la distribución de las tasas fue de tipo Gauss de ,dos colas, se

asumió como el grupo de tasa intermedia el que poseía una-tasa media ± lDS (1.48 ± 0.34 día').

En este intervalo de tasa se agruparon el 66 % (n = 50) de los aislamientos estudiados. Las

colonias con fl inferiores (n = 11) Ysuperiores (n = 13) al intervalo medio, fueron consideradas

como de baja y alta tasa, respectivamente. De esta manera, quedaron constituidos tres grupos de

aislamientos con tasas: (a) menores a 1.14 día"; (b) entre 1.14-1.82 día': (c) mayores a 1.82 día-l.
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La relación existente entre estas tasas de crecimiento con el origen geográfico y el estado

inmunológico del paciente se sintetiza en la Tabla 11. Diez aislamientos de pacientes con SIDA y

uno de paciente transplantado (lCS), tuvieron ¡J. inferiores a 1.14 día-l. En todos los aislamientos

proveniente de pacientes ICL, los valores de ¡J. fueron superiores a 1.14 día' , independiente del

origen geográfico (fabla 1).

Al comparar los intervalos de ¡J. versus los materiales de donde el hongo fue recuperado

utilizando la prueba de Chi cuadrado, no se encontró ningún tipo de asociación (P = 0.1384)

(fabla 12).

Entre aislamientos de diferentes materiales clínicos del mismo paciente, N° 1, N° 5 YN° 7, se

encontraron diferencias significativas en la ¡J. (P:5 0.001, t de Student) (fabla 2).

La tasa específica de crecimiento de la fase M está directamente relacionada con el morfa tipo

colonial, puesto que todas las colonias de crecimiento no limitado presentaron una ¡J. superior a la

media calculada (datos no mostrados).

CONVERSIÓN DIMÓRFICA.

Durante el desarrollo del protocolo sólo se logró la fase L de 54 aislamientos y de las cepas de

referencia, a pesar de los sucesivos subcultivos en los medios recomendados. Esto representa 76

% de los H. cC/jJsulatum estudiados. En algunos casos, aunque macroscópicamente las colonias

cultivadas a 37 "C en agar BHI-cisteína-glucosa tenían aspecto de cultivo levaduriforme, en el

examen microscópico se observaron hifas septadas (Figura 6 a). Otros aislamientos

permanecieron en un estado intermedio entre las fases L y M (Figuras 6 b Y e). En los

aislamientos que alcanzaron la fase L, el tamaño promedio de las levaduras osciló entre 1-1.5 x 2

4 tLm (Figuras 6 d-f).

Los aislamientos de pacientes de AR convirtieron a fase L en mayor proporción que los de

.MX/GT (P =0.01). Asimismo, se observó que los aislamientos asociados a pacientes con ICS,

independiente del origen geográfico, también convirtieron a fase L en mayor número, aunque

esta relación no fue significativa (P> 0.05) (fabla 13). Por otra parte, la capacidad de conversión

dimórfica no mostró ninguna relación con respecto el material clínico de donde el hongo fue

recuperado (P = 0.141, Chi cuadrado) (fabla 14).

Todos los aislamientos de diferentes materiales clínicos del mismo paciente, pudieron ser

convertidos a su fase L (fabla 2).
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MACROMORFOLÓGICA DE lA FASE L

Todos los aislamientos convertidos a la fase L presentaron un aspecto colonial rugoso, de

bordes irregulares y sin pigmentación. Adicionalmente, se observó una característica distintiva en

el aislamiento 01730 que estuvo asociada a la menor superficie observada entre las colonias. Esta

característica fue compartida por las dos cepas de referencia (Figura 7). Este dato no fue

analizado con relación al estado inmunológico del paciente, origen geográfico y material clínico,

por ser una variable única.

IDENTIFICACIÓN DE EXOANTÍGENOS

La IDD reveló la presencia de banda H en todos los aislamientos y en much os la banda M.

Estas bandas fueron mejor observadas en los perfiles proteicos revelados por SDS-PAGE

(Figuras 8 a y b) y, en general, la banda M fue más intensa que la H.

SEPARACIÓN ELECfROFORÉTICA DE LOS EXOANTÍGENOS

Los eleetrotipos observados en SDS-PAGE, se muestran de modo representativo en las

Figuras 8 a y b. Los aislamientos de AR, MX/GT y las cepas de referencia, difirieron entre sí,

tanto en el número como en el desplazamiento (movilidad) de las bandas . Todos los aislamientos

y las dos cepas de referencia presentaron dos bandas con pesos moleculares de == 116 Y 97-94

kDa, sugestivas de los antígenos H y M de H. copsulolllm, según estudios previos [pizzini el aL,

1999; Zancopé-Oliveira elal, 1994; 1999].

La identidad de las bandas H y M fue confirmada en todos los aislamientos por WB,

independientemente de que éstas aparecieran poco nítidas en SDS-PAGE. Sin embargo, el WB

no reveló todas las bandas de exoantígenos identificadas en los perfiles de SDS-PAGE, como es

el caso de la banda == 15 kDa del aislamiento 00225 que fue aparentemente no reconocida por el

suero hiperinmune de conejo (anti-H.capsulolllm), utilizado para identificar los perfiles antigénicos

con subsiguiente revelado enzimático (Figuras 9 a y b).

Los perfiles proteicos de los exoantígenos fueron procesados en el Bionumerics ver 4.0, como

se indica en Materiales y Métodos. En la Figura 10 se discriminan el dendrograma, los geles

normatizados y la expresión gráfica de los perfiles de bandas de todos los aislamientos analizados.
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Las relaciones entre todos los aislamientos estudiados fue de 70.9 %. El mejor valor de corte

para establecer las relaciones entre aislamientos fue calculado por el programa en 76 %. Con base

en el dendrograma, considerando el valor de corte de 76 %~ se formaron seis grupos principales

de aislamientos, los que se encuentran indicados con números romanos (I-VI)~ a la derecha de la

figura. Los valores de correlación cofenética señalados en cada nodo del árbol fueron aceptables

(c 2: 56) Yconfirmaron la confiabilidad de los agrupamientos.

El grupo 1, con similitud 2: 76.9 %, se formó con un aislamiento de AR, cuatro de MX y dos

de GT. El n, con similitud 2: 77 %, comprendió cuatro aislamientos de AR~ uno de GT, nueve

de .MX y la cepa de referencia Downs de EU . El III, con similitud 2: 76 %, contuvo 46

aislamientos de AR y solamente uno de .MX. El IV sólo tuvo dos representantes, un aislamiento

de AR y la cepa de referencia G186B, con 80 % de similitud entre ellos. Finalmente, los grupos V

y VI se formaron sólo con aislamientos de pacientes argentinos; el V con cuatro aislamientos de

los cuales tres pertenecían al mismo paciente (similitud 2: 88 %); Y el VI tuvo un único

representante (Figura 10).

Para relacionar los fenotipos SDS-PAGE con el origen geográfico, el estado ICS/ICL de los

pacientes y el material clínico de origen, los datos obtenidos fueron vertidos en las Tablas 15y 16

para facilitar las comparaciones. Con respecto al origen geográfico, el fenotipo SDS-PAGE III

fue el más frecuente para aislamientos de AR, e incluyó el 81 % de éstos, independientemente de

su condición inmunológica. Los aislamientos de los pacientes de .MX/GT segregaron en los

fenotipos I y n, con 6 y 10 aislamientos, respectivamente. Las asociaciones entre el origen

geográfico y la condición inmunológica con los fenotipos SDS-PAGEl-III fueron significativa

(P < 0.001). Los fenotipos IV-VI no se incluyeron en este análisis por la limitante de que sólo se

presentaron en pacientes ICS-SIDA de AR, aunque fueron incluidos posteriormente en los

análisis de correlación múltiple.

Con base en el estado inmunológico, el fenotipo II se distribuyó entre los pacientes de

.MX/GT en proporciones cercanas con respecto a la condición ICS e ICL (6 y 4,

respectivamente), mientras que en el fenotipo I predominaron los pacientes ICL (5:6). El análisis

estadístico de estos datos se dificultó por el número bajo de aislamie:ntos. Un resultado que debe

ser resaltado fue el relacionado a la condición inmunológica del paciente, donde se observó que

los aislamientos de pacientes ICS-SIDA de AR se distribuyeron en todos los fenotip os SDS

PAGE, hecho que no fue observado en los aislamientos de pacientes ICS-HIV(-) y en los ICL

tanto de .MX/GT como de AR (fabla 15).
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No se pudo establecer asociación entre los fenotipos SDS-PAGE y el material clínico de

origen de cada aislamiento (P = 0.08, Chi cuadrado) (fabla 16).

Con respecto a los múltiples aislamientos, el 01735 (líquido articular) y el 01736 (piel)

provenientes del paciente N° 2 tuvieron diferentes perfiles SDS-PAGE, con 9 y 14 bandas

proteicas, respectivamente (fabla 2, Figura 10). En general, el resto de los múltiples aislan:ientos

de un mismo pacientes se agruparon en el mismo fenotipo, ,aunque no ' presentaron 100 % de

similitud en sus perfiles de exoantígenos por SDS-PAGE (Figura 10).

ESTUDIOS GENOTÍPICOS

POUMORFISMO DEL DNA GENÓMICO POR RAPD-PCR

El perfil genético de algunos aislamientos estudiados se muestra, de mod o representativo, en

las Figuras 11 a y b. A la primera observación de los geles de la Figura 11 b, sobresale el perfil

homogéneo de los aislamientos de los pacientes de AR, a diferencia de los aislamientos de otros

orígenes geográficos (Figura 11 a). Las bandas de 0.135 y 1.23 Kb son muy notables en la

mayoría de los aislamientos de :MX y en las cepas de referencia, mientras que estas bandas sólo

fueron observadas con baja intensidad, en todos (0.135 Kb) o en más de la mitad n.23 Kb), de

los aislamientos de AR (Figuras 11y 12).

El análisis de los perfiles de RAPD-PCR se realizó por UPGMA utilizando el coeficiente de

Dice (ver Materiales y Métodos). La observación de la imagen reveló entre 5 y 15 bandas

polimórficas entre los 74 aislamientos y las dos cepas de referencia, las cuales difirieron en

número y movilidad. En la Figura 12 se discriminan el dendrograma, los geles normatizados y la

expresión gráfica de los perfiles de RAPD-PCR de todos los aislamientos estudiados.

EL porcentaje de similitud entre todos los aislamientos analizados fue de 56.6 % para una

toleranciade 2.0 % Yoptimización de 10.0 %. El mejor valor de corte calculado por el programa

consistió en 79.4 % Ygeneró 9 grupos principales numerados desde I-IX.

El grupo I estuvo conformado por ocho aislamientos de:MX y uno de GT. Los grupos n, III

y IV se formaron por un solo representante, cepas G186B de PA, Downs de EU y el aislamiento

EH-303 de GT, respectivamente. El grupo V se formó con un aislamiento de AR y uno de MX;

el VI con dos de :MX, y el vn con tres de :MX y uno de GT. El grupo VIII contuvo un único

aislamiento de AR. Finalmente, el IX agrupó 55 aislamientos de AR, con una similitud> 81.5%.

Dentro de este grupo se segregaron 5 subgrupos con 100 % de similitud, dos de ellos con 21 y 14
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aislamientos (fabla 17, Figura 12). Los valores de correlación cofenética (c 2: 68) sostuvieron la

confiabilidad de los agrupamientos.

Es evidente la asociación de los genotipos RAPD-PCR con el origen geográfico (P < 0.001).

Los datos de la Tabla 17 destacan la asociación de los aislamientos del genotipo IX (todos de

AR) con el estado de ICS del huésped, más notoria en los pacientes con ICS-SIDA; asimismo,

sobresale la asociación del genotipo I de MX/GT con el estado de ICL del huésped (P < 0.0001).

Sin embargo, no se observó relación entre estos genotipos RAPD-PCR y los distintos materiales

clínicos del huésped (P= 0.298, Chi cuadrado) (fabla 18).

Entre los aislamientos de diferentes materiales clínicos del mismo paciente, aunque todos

incluidos en el grupo IX, se observaron mínimas diferencias entre sus perftles electroforéticos

revelados por RAPD-PCR (ver representación esquemática de la Figura 12 de los aislamientos

señalados en color anaranjado, 01738 y 01739, 02938, en celeste, 01748, 01749 Y 01750 Y en

verde 02936, 02937). Estas diferencias fueron en la posición de una o dos bandas entre los

aislamientos de los pacientes N° 3, N° 5 YN° 8. El resto de los aislamientos obtenidos de los

diferentes materiales clínicos de un mismo paciente fueron 100 % idénticos entre sí (Figura 12).

CARIOTIPOS ELECI'ROFORÉTICOS

De los protocolos probados (fabla 4), en el 1 y 2 (agarosa 0.8 %) las bandas fueron poco

definidas y no se separaron bien entre ellas. Para corregir estas deformaciones, se aumentó la

concentración de agarosa a 1.0 %, variando tiempo y voltaje (protocolos 3-5). De éstos, el

protocolo 3 presentó una mejor separación de las bandas cromosómicas, aunque éstas no fueron

bien definidas (Figura 13). Para optimizar la definición en cada uno de los probables de tamaño

de bandas, se evaluaron diferentes gradientes de tiempos de pulso (protocolos 6 y 7). El

protocolo 7 mostró mejor resolución en todo el gel, incluso para las bandas de menor tamaño

(Figura 13). Una vez obtenida una mejor resolución, se bajó la concentración de agarosa a 0.7 %

para facilitar la penetración y movilización de las bandas cromosómicas en los protocolos 8 y 10

(Figura 13). Finalmente, el protocolo 10 fue seleccionado para comparar los Eks entre los

diferentes aislamientos del estudio. Cuando se sospechó la presencia de bandas cromosómicas

que comigraban, se utilizó el protocolo 7 (agarosa 1.0 %), para obtener una mejor separación de

las bandas más pequeñas.

Los Eks generados por PFGE se muestran de modo representativo en las Figuras 14 a-d.

Sólo se obtuvieron los perfiles de bandas cromosómicas de 54 aislamientos y de las cepas de
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referencia, debido a que no se pudo obtener la fase L de 20 aislamientos. Resalta en la

observación de los geles un importante CLP entre los aislamientos procesados.

El número de bandas cromosómicas reveladas por PFGE varió entre 3 y 7 con tamaño de

bandas cromosómicas entre 1.1 y 10.0 Mbp. La mayoría de los aislamientos tuvieron 5 bandas (n

=28), al igual que las dos cepas de referencia. Le siguieron los aislamientos con 4 (n = 12) Y6 (n

= 12) bandas. Sólo en dos aislamientos se observaron 3 y 7 bandas cromosórnicas (Tabla 1,

Figura 15).

Para facilitar comparaciones y relacionar el número de bandas cromosómicas con el origen

geográfico, el estado ICS/ICL de los pacientes y el material clínico, los datos obtenidos fueron

vertidos en las Tablas 19 y 20. Las pruebas estadísticas no arrojaron diferencias significativas

entre los aislamientos que presentaron los valores más frecuentes de bandas cromosómicas (4-6)

con el origen geográfico, el estado ICS/ICL de los pacientes y el material clínico de procedencia

de los aislamientos (P> 0.05, Chi cuadrado).

Los perfiles electroforéticos fueron analizados como se refiere en Materiales y Métodos,

usando el coeficiente de Dice y UPGMA. Como las bandas cromosómicas debido a su tamaño

son gruesas (como manchas), para la comparación se aplicó una tolerancia de 3.0 %. Estos

valores fueron los que se cotejaron mejor con el análisis visual. Se formaron diez grupos

indicados con números romanos (I-X) en el dendrograma generado (Figura 15). El valor de

correlación cofenética calculado fue e > 60, confirmando la confiabilidad de las agrupaciones. El

mejor valor de corte fue de 75 %.

De los 10 grupos de Eks formados llama la atención el grupo VI, integrado por 36

aislamientos tuvo 75.4 % de similitud. Este grupo contuvo varios subgrupos con 100 % de

similitud; entre ellos se destaca uno con 12 aislamientos (de AR) con 5 bandas. En el grupo VII,

sobresalen cinco aislamientos de AR (tres de un mismo paciente) con 4 bandas cromosómicas e

idéntico Ek (100 % de similitud) (Figura 15).

Los aislamientos de los pacientes ICS, se ubicaron en todos los Eks excepto el X, exclusivo de

la cepa G186B, mientras que los aislamientos de pacientes ICL de ambas latitudes se

distribuyeron en los Eks V-VII YIX .(P < O.OS) (Tabla 21). Sin embargo, no se observó relación

entre los Eks y el material clínico de donde H. capsulatum fue aislado (P > O.OS) (Tabla 22).

Ambas cepas de referencia, Downs y G186B, presentaron 5 bandas crornosórnicas según la

metodologia usada.
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Es importante destacar que aunque vanos aislamientos mostraron el mismo número de

bandas cromosómicas (algunas idénticas), no significa que estos aislamientos tuvieran el mismo

Ek ,(fablas 1 y 2, Figura 15).

Los aislamientos pertenecientes a diferentes materiales clínicos del mismo paciente

presentaron, en tres casos (No 1, N° 3 YN° 1), Ek VI con 5 bandas cromosómicas y 100 % de

similitud. Mientras que en el paciente N° 8 los Eks de dos de sus aislamientos, 02936 y 02937,

con 5 bandas, tuvieron 91 % de similitud y el aislamiento restante, 02938, con 6 bandas, presentó

86 % de similitud (fabla 2, Figura 15). En el paciente N° 5 sus múltiples aislamientos

presentaron 4 bandas cromosómicas y 100 % de similitud (Ek VII); asimismo, en el paciente N°

2 sus aislamientos tuvieron también 4 bandas cromosómicas pero con Eks distintos ry y VI) Y

con 71 % similitud (fabla 2, Figura 15). Los aislamientos del paciente N° 4 (01744 Y 01745),

aunque tuvieron el mismo Ek (IV), difirieron en el número de bandas, 6 y 5 respectivamente. Los

aislamientos 01751, 1869, 01870 Y 01894, pertenecientes al paciente N° 6 mostraron tres Eks

diferentes (III, VI YIX), con 5 y 6 bandas cromosómicas (fabl~ 2, Figura 15).

La comparación entre el Ek, el RAPD-PCR y el fenotipo SDS-PAGE de algunos múltiples

aislamientos procedentes de un mismo paciente, permitió observar ciertas discrepancias entre los

parámetros feno-genotípicos. Por ejemplo, en el paciente N° 1, mientras sus dos múltiples

aislamientos permanecieron con sus genotipos RAPD-PCR y Eks idénticos entre sí, su fenotipo

SDS-PAGE presentó variaciones en el número y tamaño de bandas proteicas (Figura 16 a). Otro

ejemplo se ilustra en el cariotipo de los cuatro aislamientos (01751, 01869, 01870 Y 01894)

pertenecientes al paciente N° 6, donde sus Eks mostraron diferencias marcadas en el número y

tamaño de las bandas cromosómicas, aunque sus genotipos RAPD-PCR fueron idénticos y su

perfil SDS-PAGE no varió substancialmente (Figura 16 b).

Un hallazgo adicional registrado en ensayos de PFGE, durante los tres años en que los

aislamientos estuvieron sometidos a subcultivos, fue la inestabilidad en el cariotipo. Este hecho se

observó en los EKs de los aislamientos 01869 y 01870 del paciente N° 6 que mostraron, después

de muchas resiembras y reversiones de fase M a L in vi/ro, un cambio notorio en el número y

tamaño de las bandas cromosómicas (Figura 17).
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ANÁLISIS DE CORRELACIÓN MÚLTIPLE

Debido al gran número de correlaciones calculadas, es posible que algunas de ellas presenten

valores altos sólo por azar, razón por la.que se dio especial importancia a las correlacion es más

altas o aquéllas entre grupos de variables.

Entre las correlaciones significativas, era de esperarse la encontrada entre los valores de t"

versus el morfotipo colonial de extensión no limitada y de superficie plana, con valores de

correlación de Pearson de 0.664 y 0.586, respectivamente (P < 0.001).

Las correlaciones más interesantes se encontraron entre los perfiles de SDS-P..\ G E o de

RAPD-PCR y el origen geográfico de los pacientes de donde procedían los aislamientos. La

relación entre el fenotipo SDS-PAGE y el origen geogr áfico result ó estadísticamente significativa

(P < 0.00001) , así cómo la relación entre el genotipo RAPD-PCR y el origen geográfico (P <

0.008). Estos dos datos se analizaron posteriormente en mayor detalle y los aislamien tos se

agruparon tanto por su fenotipo SDS-PAGE como por su genotipo RAPD-PCR, y se calcularon

los valores medios de las variables consideradas anteriormente, sobresaliendo la correlación entre

SDS-PAGE y RAPD-PCR con el origen geográfico.

Asimismo, el análisis de los resultados agregados sugería que podría existir una correlación

entre el fenotipo SDS-PAGE o el genotipo RAPD-PCR de los aislamientos con la condici ón

inmunológica del paciente. Se observaron relaciones estadísticamente significatins entre: (a) los

aislamientos agrupados en el fenotipo SDS-PAGE I y la condición de ICL (P = 0.0006) , ademá s

entre el fenotipo III y la condición de ICS-VIH(-) de los pacientes (P = 0.041); (b) los

aislamientos agrupados en el genotipo RAPD-PCR I y la condición ICL (P =0.000004), adem ás

entre el genotipo IX y la condición de ICS-SIDA de los pacientes (P =0.00002).

Finalmente, se analizó si existía alguna asociación entre los perfiles SDS-PAGE y RAPD-PCR.

Se construyeron tablas de contingencia y se probó la hipótesis nula de que no hubiera asociación

entre ellos, es decir, que un aislamiento con un determinado perfil de SDS-PAG E podría tener

cualquier perfil RAPD-PCR. Esta hipótesis fue descartada por el valor extremadamente bajo de P

(P = 4.132 x 10-\ lo que sugiere que a pesar de que numerosas celdas de la matriz original

contenían valores igual a cero, la asociación entre SDS-PAGE y RAPD-PCR puede considerarse

real.
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No obstante que existen trabajos dirigidos a comparar diferencias morfológicas, fisiológicas y

genéticas entre aislamientos de H. capsulalum varo capsulalum obtenidos de pacientes lCS con

histoplasmosis asociada, sobre todo a SIDA, éste es el primer estudio donde se confrontan las

características antes mencionadas en conjunto, y en un número elevado de aislamientos de tres

paises latinoamericanos (AR, MX YGl). En estos paises, la histoplasmosis es endémica y debería

ser considerada un problema de Salud Pública. En MX/GT, con frecuencia, la forma epidémica

es la predominante y está relacionada con el mayor riesgo de desarrollar enfermedad leve a grave

en residentes de zonas urbanas y rurales, debido a ciertas actividades ocupacionales, así como las

relacionadas al ecoturismo y la espeleología [García-Vázquez el al, 2004; Morgan el al., 2003;

Taylor el al, 1996; 1997a; 1997b; 2000b; 2000c; 2005b]. En AR, los brotes epidémico!' son raros,

aunque recientemente se ha descrito uno inusual en un área no endémica de histoplasmosis y con

características geográficas no compatibles con el hábitat de H. capsulalum [Canteros el al., 200Sa].

Sin embargo, la frecuencia de casos asociados a SIDA parece ser mayor que en MX/GT, a pesar

del gran sesgo en la información referente a esta patología en los registros epidemiológicos

originados en los Organismos Estatales de Salud de estos paises.

Independientemente del origen geográfico, en el actual estudio, la mayoría de los aislamientos

provinieron de sangre y/o MO, probablemente debido al elevado número de aislamientos

obtenidos de pacientes con ICS, donde el hongo actúa como oportunista y produce formas

diseminadas agudas. En pacientes con histoplasmosis asociada a SIDA, diagnosticados en AR, se

obtuvieron un importante número de aislamientos provenientes de lesiones cutáneas. Esta

manifestación clínica de la histoplasmosis es común en todo el Cono Sur de América, donde las

formas cutáneas oscilan entre valores de 45-75 % en pacientes infectados con el virus del VIH

[Kari.mi el al, 2002; Negroni el al, 1994; Pietrobom el al, 2004; Unis el al, 2004]. A diferencia de

lo informado por Karimi el al [2002], no se encontró en el presente estudio una correlación

significativa entre el origen geográfico y la lesión en piel de los pacientes. La explicación para este

hallazgo se debe probablemente a una mayor dispersión en el tipo de material clínico de origen de

los aislamientos en los pacientes de AR. Interesantemente, aun comparando las proporciones de

aislamientos de piel en ambas regiones geográficas (AR vs. MX/Gl), la relación no arroja un

valor significativo (P = 0.067). La discrepancia con los resultados de Karimi el al [2002]

posiblemente se deba a que, en este último estudio, el diagnóstico de histoplasmosis muestra un

sesgo muy grande, puesto que compararon pacientes de EU diagnosticados por métodos
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inmunológicos y/o microbiológicos contra los de Brasil, que solamente fueron diagnosticados

por cultivo. En el grupo clasificado como MX/GT sólo un aislamiento fue recuperad o de piel y

otro de mucosa, confirmando la baja frecuencia de estas lesiones en los países del hemisferio

norte del continente americano [Reyes el ai, 2003; Wheat, 1996]. Aunque recientemente se han

informado porcentajes de lesiones de piel entre 10 y 17 % en pacientes con histoplasrnosis

asociada a SIDA en MX [Reyes el al; 2003], estos valores siguen siendo muy bajos comparados

con los del Cono Sur.

En este estudio se incluyeron deliberadamente múltiples aislamientos de un mismo paciente

para obtener información de posibles infecciones con un único o múltiples feno-genotipos de J-J.

capsulalum, y conocer eventuales relaciones con el material clínico de origen del aislamiento. Esta

decisión fue adecuada, ya que se pudieron develar resultados inéditos que serán motivo de

discusión en los párrafos posteriores.

Es oportuno señalar que en este trabajo no se pretendió realizar un estudio de relaciones

filogenéticas, sino obtener agrupaciones de aislamientos con base en sus similitudes feno- o

genotípicas para luego poder relacionar estas características con el origen geográfico, el estado

inmunológico del paciente y el material clínico que le dio origen al aislamiento.

FENOTIPOS

El polimorfismo fenotípico observado en H. capsulalum llamó la atención de algunos

investigadores desde los primeros trabajos que desafiaron el gran vacío de información sobre la

macro- y la micromorfología de la fase M, geofilica-saprobia e infectiva, de este hongo. Berliner

[1968], además de describir los morfotipos coloniales A y B, observó otros tipos intermedios a

los que arbitrariamente denominó C y D, sin hacer mayor referencia o descripción de ellos.

Desde entonces, y hasta la fecha, los investigadores no se dedicaron con el debido interés a la

observación sistematizada de las características de los primoaislamientos de la fase M. La falta de

registro de los fenotipos macro- y microscópicos de los aislamientos recién obtenidos ha llevado

a concepciones erróneas y contrapuestas entre los diferentes grupos de investigadores. Uno de

los problemas derivados de la ausencia de esta información es que la mayoría de los aislamientos

y/ o cepas después de sucesivos pasajes in utro sufren un cambio, algunas veces unidireccional ,

mal denominado "pleomorfismo", lo que se traduce en un micelio algodonoso, pérdida de la

pigmentación y de la conidiación [Kwon-Chung & Bennett, 1992]. En este estudio, se trabajó con

aislamientos con un bajo número de subcultivos, por lo que la mayoría tuvieron características
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macro- y micromorfológicas que definen la especie H. capsulatum varo capsulatto». Sin embargo,

algunos aislamientos mostraron diferencias en el morfotipo colonial, así como en la

micromorfología, hecho que ratifica la existencia de morfotipos diferentes en la naturaleza.

La capacidad de H. capsulalum de modificar su apariencia no sólo depende de la

"domesticación en el laboratorio", puesto que en este estudio se tuvo un aislamiento proveniente

de un paciente con SIDA de AR (01730) que, en su primocultivo, semejaba a la cepa de

referencia G186B, con medio siglo de existencia. La presencia de morfologías poco sugestivas

para la especie H. capsulalum varo capsulalltm entorpece, a veces, el diagnóstico. Esto puede surgir a

consecuencia de la existencia de colonias del patógeno con morfologías aberrantes que

rememoran un hongo de micelio hialino (contaminantes ambientales) y que puede estar

ocurriendo en laboratorios de análisis microbiológicos [Lacaz el aL, 1999; Sandin el aL, 1993;

Sutton el aL, 1997; Zuiani el al; 2005]. La existencia de colonias con pigmento rojo aisladas de

fuentes naturales y de pacientes con histoplasmosis asociada a SIDA [Morris elaL, 1986; Taylor el

aL, 1999], aunado a la deficiencia de algunas cepas para formar estructuras de reproducción

asexual típicas, críticas en la identificación del patógeno, lleva a especular que H. capsulalum puede

pasar, en ocasiones, inadvertido incluso para expertos. Por tal motivo, la identificación de las

cepas que difieren en mayor o menor grado del carácter común fundamental de H. capsulalum,

debe ser confirmada por la presencia de bandas de precipitación H y M en IDD y/o WB,

conversión dimórfica, inoculación experimental y más recientemente, por la caracterización

molecular [Kwon-Chung & Bennett, 1992; Sandin el aL, 1993; Standard & Kaufman, 1976].

. Algunos de estos procedimientos fueron estrictamente respetados en el presente estudio; ejemplo

de ello es que el aislamiento más aberrante (01730) en su aspecto macro- y micromorfológico fue

incluido en el trabajo con base en su capacidad de producir exoantígenos y de convertir a fase L.

El insistir en este aspecto parece importante debido a que estos aislamientos merecen en el futuro

más atención de los expertos y ameritan estudios dirigidos para definir su frecuencia y su posible

asociación con el ambiente tanto natural como del huésped.

Dos morfotipos predominaron en la mayoría de los aislamientos, el 1, distribuido

homogéneamente en AR y MX/GT, y el IV, dominante en el Cono Sur de América y menos

frecuente en países del hemisferio norte.

Todos los morfotipos descritos estuvieron presentes en los aislamientos provenientes de

pacientes ICS-SIDA de AR. El hecho de que los morfotipos menos frecuentes (JI, V, VI YIX),

fueron encontrados únicamente en pacientes ICS-SIDA, puede deberse a que: (a) estos pacientes
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estuvieron sometidos a múltiples tratamientos que podrían alterar la morfología del hongo; y (b)

los pacientes con ICS-SIDA sean más susceptibles a aislamientos que no producen infección en

pacientes con ICL. Refuerza la primera observación la presencia de un importante número de

aislamientos con macroconidios de diámetro inferior a la media referida para la especie (8-15 ¡.Lm)

en pacientes ICS-SIDA (Tablas 1 y 2); esta particularidad fue referida por Kwong-Chung y

Bennett [1992] y relacionada a los tratamientos antifúngicos. Apoya la segunda observaci ón que

un estado de ICS en el huésped aumenta el riesgo de adquirir infeccion es por microorganismos

que normalmente son considerados de baja o nula virulencia [ponton el al., 2000; Walsh & Groll,

1999]. Aunque estos cambios fenotípicos pudieran estar relacionados a posibles selecciones o

presiones del huésped, no se puede descartar la existencia en la naturaleza de una mayor

variabilidad fenotípica de H. copsulalum que la descrita hasta el momento.

A diferencia de lo previamente observado por Berliner [1968], tanto las colonias de los

aislamientos tipo A como B desarrollaron hifas delgadas y produjeron ambos tipos de conidios.

Observaciones realizadas en otros laboratorios confirman 10 anterior [Taylor .ML, comunicación

personal] . Lo que es indudable es el hecho de que de un mismo paciente se pueden aislar

morfotipos coloniales diferentes, coincidiendo con una temprana observación de Berliner [1968] .

Los macroconidios mayoritariamente exhibieron prolongaciones digitiformes y sólo en pocos

aislamientos fueron lisos. Además, llama la atención las diferencias significativas en el tamaño de

los macroconidios y la presencia de diferentes morfotipos coloniales derivados de un mismo

paciente (Tabla 2). Las características fenotípicas observadas en aislamientos procedentes de un

mismo paciente pueden estar asociadas a presiones del microambiente del huésped o a

infecciones simultáneas con más de un fenotipo.

No existen evidencias ni estudios que relacionen la tasa de crecimiento de la fase M de H.

copsulalum con la capacidad de infectar y enfermar a pacientes con diferentes tipos de

inmunocomprorniso. Sin embargo, el hallazgo de que 11 aislamientos, todos pertenecientes a

pacientes ICS, con !1 inferiores a la media (0.61-1.10 día·1) es muy llamativo. En el presente

trabajo, se sugiere que los aislamientos con valores bajos de !1 podrían ser considerados de baja

virulencia, hecho que explicaría su asociación con pacientes con ICS. Tal propuesta se apoya en

los resultados encontrados en el grupo con baja !1> donde se ubicó la cepa Downs Ú1 = 0.69 ±
0.02 día'!) que es considerada prototipo de baja virulencia [Spitzer el al., 1990], y el aislamiento

EH-317 Ú1 = 1.04 ± 0.12 día'!), también de baja virulencia para el modelo murino [Martínez

Rivera, 1998]. En el otro extremo se encontraron seis aislamientos pertenecientes a pacientes
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clasificados como ICL, con ¡J. > 1.82 día' (Tabla 11). Dos de ellos, EH-46 y EH-53, con valores

de ¡J. =2.13 ± 0.05 y 2.15 ± 0.06 día', respectivamente, fueron aislados de pacientes mexicanos

relacionados a brotes epidémicos de la enfermedad y referidos como virulentos [Martínez-Rivera,

1998].

Las diferencias estadísticas observadas entre las ¡J. de algunos aislamientos obtenidos de un

mismo paciente apoyan una vez más la idea vertida de que un mismo individuo puede estar

infectado con más de un aislamiento o que éstos sufran cambios feno- y/o genotípicos por

presión del huésped [Eissenberg & Goldman, 1991; 1994].

Aunque los valores bajos de ¡J. no pudieron ser asociados estadísticamente con la condición

ICS de los pacientes, los datos encontrados son sugestivos de que tal asociación podría darse con

un mayor muestreo, aunado a un estudio colateral de determinación de virulencia de los

aislamientos involucrados. Por tal motivo, estudiar sistemáticamente la relación de ¡J. versus

estados ICS/ICL de los pacientes y/o virulencia de los aislamientos respondería en un futuro esta

interrogante.

Se cree que los brotes epidémicos están relacionados a inhalaciones masivas de conidios en

lugares cerrados, aunque estos también ocurren en espacios abiertos [Byrd el al, 1975; Chamany
, .

el al, 2004; García-Vásquez, 2005; Morgan el al, 2003; Schlech el al, 1993; Stobierski el al, 1996;

Taylor el aL, 2005b; Walkman el al, 1983; Wheat el al; 1981]. Actualmente, algunos investigadores

han asociado genotipos del parásito con la virulencia y las formas epidémicas de la histoplasmosis

[Durkin el al., 2004; Karimi el al, 2002]. Sin embargo, no se pueden olvidar los factores inherentes

al paciente que son muy importantes en el balance de la relación huésped-parásito fPedroza-Seres

el al, 1994; Taylor el al, 1997a; 2000b]. Estudios _sistemáticos de la asociación del feno- y

genotipos con la virulencia de los aislamientos, sumados a las características del huésped,

permitirían esclarecer si el espectro clínico de la histoplasmosis es originado por un complejo

multifactorial representado por cepas de diferentes virulencias, por inhalaciones masivas de

propágulos y las características intrínsecas del huésped.

Una observación previa que refuerza la opinión de disJtas virulencias entre las cepas de los

hemisferios norte y sur de América, fue la alta efectividad de las sulfamidas y la combinación de

sulfimetoxazol con trimetropin en el tratamiento de la histoplasmosis en el Río de La Plata

[Rubinstein & Negroni, 1981]. En contraste, estas drogas no resultaron eficaces en el tratamiento

de la enfermedad en otros países [Torres-Rodríguez, 1987]. Actualmente, desde el advenimiento

de drogas antifúngicas, como los azoles y la anfotericina B, las sulfamidas cayeron en desuso. Tal
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vez, en un futuro, las pruebas de sensibilidad in oitro a sulfamidas permitan revelar diferencias de

virulencia entre los aislamientos del Cono Sur versus los del resto de América.

La obtención de la fase L in titro en H. capsulatum es dificil y es una preocupación compartida

por muchos grupos de investigación que trabajan este modelo fúngico. Berliner [1968] , quién

dedicó muchos años a estudiar los morfotipos de este hongo, refiere en un estudio que sólo. pud o

obtener esta fase en 39 % (14:36) de los aislamientos. Con el conocimiento de los requerimientos

nutricionales y los avances realizados sobre la fisiología del hongo, estos porcentajes de

conversión aumentaron, aunque no llegan a cifras totales. En este estudio se pudo convertir

completamente el 74 % de los aislamientos procesados. Estos datos coinciden con los referidos

en estudios minuciosos de tipo fisiológico, donde se alcanzó el 64 % (25:39) de transición de fase

M aL [Sahaza-Cardona, 2004].

En algunos casos ocurre una transición dimórfica incompleta, con desarroll o simultáneo de

hifas y levaduras. Cuando es imprescindible realizar la conversión, lo recomendado es la

inoculación experimental; sin embargo, en este estudio no se recurrió a esta estrategia porque se

sometería el aislamiento a la presión selectiva de un nuevo huésped, hecho que podría alterar las

características de los primoaislamientos procedentes del huésped pnmano y tergiversar los

resultados.

En el presente estudio no se encontró una explicación aislada entre la habilidad de conversión

dimórfica y el origen geográfico de los aislamientos, aunque los datos estadísticos lo sugieren; sin

embargo, se podría proponer que esta asociación estaría dada por las características genéticas de

los aislamientos, las que se ven plasmadas a posteriori en los estudios de genotipificación . Los

datos estadísticos reflejan que no hay una relación entre la transición de fase M a L in titro y el

material clínico de origen. Sin embargo, esto no quiere decir que in tilJO el tejido, las células y

moléculas particulares del huésped, puedan tener un papel crítico en el dimorfismo de H.

capsulatum, como sugieren resultados recientes de Suárez-Alvarez etal. [2005].

Con referencia a la morfología colonial de la fase L, la literatura describe dos morfotipos, liso

y rugoso, que han sido asociados a cepas de baja y alta virulencia, respectivamente [Campbell &

Berliner, 1973]. Se conoce que el morfotipo rugoso está asociado a la presencia de cx-1,3 glucana

en la pared celular de la levadura, mientras que el liso a la ausencia de este carbohidrato

[Eissenberg & Goldman, 1991; Klimpel & Goldman 1987]. En este estudio, las colonias en fase

L fueron todas rugosas, incluyendo las cepas de referencia (Downs y G 186B), sin embargo, no se

realizaron pruebas de virulencia para el morfotipo colonial rugoso de los aislamientos estudiados.
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Aunque actualmente está demostrada la asociación de la cx-1,3 glucana con la virulencia de H.

capsulatum [Rappleye et al, 2004; Woods, 2005], es oportuno recordar que la virulencia en los

patógenos fúngicos, así como en otros microorganismos, es un complejo multifactorial

[Casadevall & Pirofski, 1999; 2001; Magee etal, 2003; Rooney & KIOO, 2002].

Los estudios realizados utilizando SDS-PAGE complementan el estudio del polimo~fismo

fenotípico de H. capsulatum, inicialmente caracterizado por la macro- y micromorfología, además

de otros aspectos estudiados, como la tasa específica. Esta técnica mostró una asociación entre

los fenotipos SDS-PAGE con el origen geográfico y la enfermedad de base del paciente, en

coincidencia con los hallazgos de Reyes-Montes [1999]. Sin embargo, no se encontró relación con

el material clínico de origen. Se debe prestar atención a que, al igual que lo observado en el

morfotipo colonial, los aislamientos de pacientes ICS-SIDA de AR tuvieron todos los fenotip os

SDS-PAGE, reafirmando que los huéspedes con ICS-SIDA pueden adquirir la enfermedad por

casi cualquier fenotipo SDS-PAGE o que estos pacientes estuvieron sometidos a múltiples

tratamientos que podrían alterar la morfología del hongo [Kwong-Chung & Bennett, 1992;

Pontón etal, 2000; Walsh & Groll, 1999].

En los casos de algunos múltiples aislamientos del mismo paciente, se observaron perfiles

SDS-PAGE distintos, reafirmando una vez más lo dicho anteriormente, de que . un mismo

paciente puede estar infectado con dos cepas diferentes, o bien, que éstas pueden sufrir cambios

feno- y/o genotípicos por presión del huésped [Eissenberg & Goldman, 1991].

Es importante señalar que todos los aislamientos mostraron bandas H y M, identificadas tanto

en el perfil SDS-PAGE como por el revelado en WB, lo que corrobora que estas moléculas son

excelentes marcadores para la identificación de H. capsulatum, en ausencia de otras características

típicas de la especie [pizzini et al, 1999; Zancopé-Oliveira et al, 1994; 1999]. El hecho de que

algunas bandas nítidas de los exoantígenos, observadas en los perfiles de SDS-PAGE, no

reaccionaran con suero hiperinmune anti-H. capsulatum de conejo, puede deberse a que estos

antígenos no fueran inmunogénicos para el conejo, o bien que estuvieran ausentes en la cepa de

origen utilizada para inmunizar el animal.

GENOTIPOS

El método de RAPD-PCR demostró que los aislamientos de pacientes de AR presentaron un

genotipo con alto porcentaje de similitud (IX) y ningún aislamiento de pacientes de MX/GT
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segregó en este grupo. En cambio, los genotipos revelados por RAPD-PCR de los aislamientos

de pacientes MX/GT fueron más polirnórficos. Estos resultados ratifican los hallazgos de otros

investigadores que utilizaron la misma combinación de iniciadores, relacionando estrechamente el

perfil obtenido con el origen geográfico de las cepas [Canteros el aL, 200Sc; Chávez-Tapia el al.,

200S; Sahaza-Cardona, 2004; Taylor el al; 2000a; 200Sa].

La gran similitud observada entre aislamientos de pacientes argentinos confirmó la

homogeneidad genética de los aislamientos del Cono Sur de América en un amplio número de

especímenes fúngicos, reforzando lo referido por Kasuga el al; [2003], quienes propusieron la

clonalidad de las cepas de origen clínico estudiadas de AR, al utilizar la secuencia de fragmentos

de cuatro genes que codifican para proteínas de H. capsulatur». Sahaza-Cardona [2004], encontró

resultados similares con otro grupo de cepas de AR, al utilizar las mismas secuencias génicas que

Kasuga el al [2003], además de RAPD-PCR con doble iniciador. Los resultados del presente

trabajo también destacan la homogeneidad genética de los aislamiento de AR, tanto en RAPD

PCR con doble iniciador (donde el perfil IX presentó varios subgrupos monomórficos muy

relacionados), como en PFGE donde el perfil VI, que encierra la mayoría de los aislamientos de

AR, también presentó subgrupos con Eks idénticos.

Aunque hay un comportamiento homogéneo de los aislamientos del Cono Sur en los

diferentes análisis genotípicos realizados, no hay que olvidar que las cepas aisladas a partir de

humanos llevan algunas veces interpretaciones erróneas, por el sesgo de información que tienen

algunas historias clínicas. Prueba de ello, es el caso de dos aislamientos de pacientes de AR que

agruparon fuera del genotipo RAPD-PCR IX, y tuvieron un perfil más relacionado a aislamientos

de MX/GT. La explicación para este hallazgo, aunque especulativa, podría deberse a que estos

aislamientos procedieron de pacientes que contrajeron la infección en otras regiones fuera del

territorio argentino (hecho no registrado en sus historias clínicas). Además, la ausencia de lesiones

cutáneas y la evolución fulminante de la enfermedad, características de las formas clínicas de

histoplasmosis del hemisferio norte, podrían apoyar esta explicación [Karim.i el aL, 2002; Negroni

elal., 1994; Wheat, 1996].

En pacientes con múltiples aislamientos, no se pudo evidenciar diferencias notables en los

perfiles genéticos revelados por RAPD-PCR, sin embargo, en tres de ellos, los aislamientos no

presentaron perfil polirnórfico idéntico. Es probable que éste no sea el mejor método para

evidenciar la existencia de infección múltiple por H. capsulatum. Pocos fueron los estudios

tendientes a detectar infección por más de un genotipo [Carter el aL 1996; de Medeiros-Muniz el
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al., 2001; Poonwan el al ; 1998]. Hasta el momento, sólo Poonwan el al. [1998] informaron, por

RAPD-PCR con tres iniciadores, diferencias entre aislamientos de distintos materiales clínicos en

un mismo paciente, sin embargo, sus resultados son cuestionables.

Los estudios del cariotipo electroforético revelaron un importante CLP entre aislamientos de

H. Capsulalum; 10 que fue referido en publicaciones previas [Canteros el al, 2005d; Romero

Martínez el al; 2004], confirmando 10 previamente notificado por Steele el al. [1986] . Estos

últimos autores, utilizando una metodología similar a la empleada en este trabajo, determinaron el

número de bandas cromosómicas de tres cepas de laboratorio, Downs con 6 bandas

cromosómicas, G186B con 4 y G217B con 3. Sin embargo, en el presente estudio, a diferencia de

lo informado por Steele el al. [1989], tanto la cepa Downs como G186B presentaron 5 bandas

cromosómicas. Es probable que las diferencias en la visualización de bandas se deban a

divergencias metodológicas sutiles y/o a la utilización de aparatos con características más

avanzadas que aumentan la sensibilidad del ensayo. Inclusive, Steele el al. [1989], ya habían

observado diferencias en el número de bandas de una misma cepa al utilizar dos métodos de

PFGE (CHEF y FIGE). Otra posibilidad es que la discrepancia en el número de bandas

observadas entre los diferentes estudios se deba a eventos de ce-migraci ón de las bandas

cromosómicas, acontecimiento que puede ocurrir algunas veces. De cualquier manera, para

corroborar el número real de cromosomas suelen realizarse pruebas de hibridación: ensayo que

no se efectuó en este trabajo puesto que el objetivo del mismo fue comparar perfiles de Ek entre

aislamientos. No obstante, resulta sumamente interesante el haber encontrado sólo un

aislamiento con 3 y otro con 7 bandas, hecho que tal vez indique que estos números de bandas

cromosómicas sean reales y menos frecuentes. Es conveniente recordar que el aislamiento 01730,

con 7 bandas cromosómicas corresponde a un paciente de AR, con morfotipo colonial idéntico a

la cepa de referencia G186B, sin macroconidios y con una ¡L = 0.61 ± 0.03; asimismo, el

aislamiento 01752, con 3 bandas cromosómicas, tuvo un morfotipo poco común, no presentó

macroconidios y fue uno de los aislamientos que no segregó en el genotipo IX RAPD-PCR,

característico de los aislamientos de AR. Sin duda alguna, en un futuro estos dos aislamientos

serán estudiados con más detalles por sus peculiaridades.

A pesar de que no se encontró relación estadística entre el número de bandas cromosómicas

versus el origen geográfico, el estado ICS/ICL de los pacientes y el material clínico de origen, el

hecho de que un grupo (genotipo VI) con Eks de 100 % de similitud fuera de aislamientos de

pacientes argentinos (Figura 15), es una evidencia más de que los aislamientos de AR presentan

alta homogeneidad genética en sus Eks. Aunque el cariotipo no agrupó los aislamientos con
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respecto a su origen geográfico, a diferencia del RAPD-PCR y la secuenciación de genes

[Canteros el al., 20ü5b; Carter el al, 2001, de Medeiros-Muniz el al., 2001; Kasuga el al., 1999;

2003; Perrona el al., 2001; Poonwan el al, 1998; Reyes-Montes el al , 1998; 1999; Sahaza-Cardona,

2004; Taylor el al; 2000a; 2005a] permitió tener una idea más concreta sobre la compleja

organización del genoma de este importante patógeno eucariótico.

De la comparación de los genotipos RAPD-PCR y PFGE (Eks), y el fenotipo SDS-PAGE

(Figura 16), se puede inferir que aunque los genotípicos entre múltiples aislamientos de un

mismo paciente sean idénticos se presentan variabilidades en la expresión fenotípica, hecho

explicable por mecanismos de regulación génica (Figura 16 a). Sin el embargo, el hallazgo de Eks

con disimilitudes importantes, entre los aislamientos de un mismo paciente, que no fueron

detectadas en los genotipos RAPD-PCR y que mostraron cambios en sólo 2 bandas proteicas en

el fenotipo SDS-PAGE (Figura 16 b), nos lleva a especular que los cambios cromosórnicos entre

aislamientos de un mismo huésped pueden tener una función regulatoria aún por dilucidar.

El hecho de que únicamente cuatro Eks 01, VI, VII YIX) fueron encontrados en pacientes

ICL, reforzó la idea de que estos pacientes tienen mayor riesgo de ser infectados por aislamientos

con determinados perfiles. Por otro lado, hay que considerar la posibilidad de que los múltiples

tratamientos a los que son sometidos los pacientes con ICS, o la misma inestabilidad del cariotipo .

de H. capsulatum, puedan ser responsables de la variabilidad en los Eks del hongo, tal corno fue

demostrado en otros patógenos fúngicos [Fries el aL, 1996; Sukroongreung el al; 1999; 2001]. En

este estudio, se observó inestabilidad de los Eks de dos aislamientos de H. capsulatum después de

múltiples subcultivos in utm, sin embargo, no se profundizó en establecer si este fenómeno se

debió a un reordenamiento cromosórnico o a cambios en la ploidía del patógeno.

Un punto a discutir de los resultados, es el polimorfismo tanto cromosórnico corno colonial,

entre aislamientos de un mismo o diferente episodio clínico de histoplasmosis, que se demuestra

por primera vez en este trabajo. Los polimorfismos feno- y genotípicos observados entre

aislamientos de un mismo paciente podrían deberse a infección por distintas clonas del hongo o a

rearreglos genómicos [Fierro & Martín, 1999; Fries el al., 1996; Sukroongreung el al; 2001; Zolan,

1995]. Si se tratara de rearreglos, éstos podrían ocurrir in vivo, en el transcurso de la infección,

como consecuencia de presión selectiva del huésped o bien in atro durante los subcultivos en el

laboratorio. Este última propuesta fue comprobada en dos aislamientos de este estudio (Figura

17) y permitió inferir que algunos aislamientos poseen un genoma muy versátil. Este evento no

fue observado, hasta el momento, en cepas de otros laboratorios, a pesar de su domesticación.
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Estos hallazgos son una evidencia más de la complejidad y la variabilidad genética de H.

capsulatum y cuestionan si la secuenciación del genoma de las dos cepas de referencia de H.

capsulatum, G217B y G186AR (btij):lIwww.genome.wustl.edu/projects/hcapsulatum; Magrini el

al., 2004), actualmente en desarrollo, es realmente válida como representativa de la especie.

Recientemente [Fux etal; 2005], han cuestionado el uso de cepas de referencia excesivamente

subcultivadas, para la realización de experimentos de fisiopatogenia, puesto que ellas

posiblemente no representen el prototipo de la especie por la plasticidad adaptativa de su

genoma. Si bien, esto se debate en bacterias, mucho más válido podría ser para hongos, donde

una misma especie puede diferir en número y tamaño de bandas cromosórnicas [Zolan, 1995],

hecho que ya se comprobó en H. capsulatum [Canteros et al., 2005d; Romero-Martínez el al., 2004;

Steele et al, 1989]. A pesar que estudios previos demostraron tamaños genómicos variables entre

aislamientos de H. capsulatum (24 y 37 Mbp) [Canteros el al., 2005d] no se pudo descartar que las

diferencias entre los tamaños genómicos calculados para las cepas de laboratorio G186AS (= 23

Mbp), Downs (= 32 Mbp) Y G217B (43.5 Mbp), estas últimas con 8 % Y 17 % de secuencias

repetitivas de DNA [Carr & Sherer, 1998; Magrini et al., 2004], quizás se deban a cambios en la

ploidía ocurridos durante los sucesivos pasajes in vitro (cepas con 50 años de historia), y tal vez no

tengan nada que ver con la realidad de los aislamientos silvestres (primoaislamientos) de H.

capsulatum.

Existen muchos interrogantes con respecto a la relación H. capsulatum-huésped, sin embargo,

uno de los más intrigantes es el papel que juega el patógeno y sus estrategias o armas para

producir enfermedad, lo que se resume en la pregunta ¿Un mismo feno-genotipo de H. capsulatum

es responsable del espectro de manifestaciones clínicas y lesiones en los huéspedes de diferentes

áreas geográficas? La respuesta por ahora es ambigua; los diferentes estudios existentes sólo

proponen respuestas parciales para estos cuestionamientos. La virtud del presente trabajo fue el

de utilizar un número importante de aislamientos de H. capsulatum, cuyo origen clínico-geográfico

fue cuidadosamente determinado y cuya caracterización feno-genotípica se realizó

comparativamente, lo que permitió concluir que algunos feno-genotipos de H. capsulalllm son

capaces de infectar y enfermar a un huésped con lCS, aunque no se pudo establecer relación con

el tropismo de los aislamientos por determinado órgano y/o tejido.

Los contrastes encontrados entre las características feno- y genotípicas ponen en evidencia

que el uso de diferentes técnicas dan una visión parcial de la biología de H. capsulatio»; por lo que

es dificil lograr una conclusión precisa utilizando una sola metodología. Sin embargo, el combinar
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características morfológicas, fisiológicas y genéticas de H. capsulatum permitió tener una visión

más amplia y aportar información desde diferentes ángulos sobre la complejidad de las relaciones

biológicas entre el binomio H. capsulatum y su huésped.

Muchos enigmas quedan por investigar sobre este patógeno, sin embargo, la versatilidad de su

genoma hace que se plantee si es correcto, confiable y próximo a la realidad, realizar cualquier

tipo de experimento empleando cepas domesticadas.

Para concluir esta discusión seria interesante plasmar dos ideas, manifestadas por una de las

pioneras en el estudio del polimorfismo de H. capsulatur», que reflejan que los problemas de esta

especie fúngica son más viejos de lo que se cree.

. . ..."La mqyorfa de los estudios sobre H. capsuJatum han sido realicados sobre cultitos mantenidos por largo

tiempo en el laboratorio, los cuales, indudablemente están genotípicamente ml[Y alq'ados delaislamiento primario.

QuiifÍs los factores claves en la inflctMdad y antigeniddad relacionados al fenotipo han sido perdidos,

subestimados oinadvertidamente descartados durante los repetidos subcultitos".

...... "Ji es que pretendemos establecer alguna correlaaán significativa entre origen, morfología, patogenieidad,

antigeniddad, y habilidad termodimórjica de H. cepsulstum (un organismo tan exasperantemente variable en su

morfologíay fisiología), elúnico abordaje lógico es elanálisis de cepas redén aisladasy con unahistoria conocida".

BERUNER, 1968
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CONCLUSIONES

• Se confirmó la amplia diversidad (polimorfismo) feno- y genotípica entre los aislamientos

clínicos de H. capsulotllm con nueve morfotipos coloniales, seis electrotipos SDS-PA G E,

nueve perfiles RAPD-PCR y diez Eks, entre 3 y 7 bandas cromosómicas.

• Los aislamientos de pacientes con ICS, en especial los ICS-SIDA, tienen mayor diversidad

fenotípica que los aislamientos de pacientes con ICL. Esta conclusión apoya la hipótesis

propuesta en el presente trabajo.

• Se observó que tanto las colonias y las estructuras microscópicas características de la especie

pueden presentar morfología aberrante en los primoaislamientos.

• Se describió la presencia de macroconidios de un diámetro menor al referido para la especie,

y se demostró una estrecha relación entre estos diámetros y la condición ICS-SIDA de los

pacientes.

• Se demostró la existencia de aislamientos con baja tasa específica de crecimiento, obtenidos

de pacientes con ICS, independientemente del origen geográfico.

• Se confirmó la alta frecuencia de aislamientos con tropismo cutáneo en pacientes ICS-SIDA

deAR.

• Se encontró que la mayoría de los aislamiento" de AR presentaban 5 bandas y un Ek

predominante, demostrando la existencia de un mayor CLP que el referido en trabajos

previos,

• Se evidenció que algunos aislamientos provenientes del mismo o diferente episodio clínico de

un mismo paciente fueron feno- y genotípicamente distintos.

• Se observó en algunos múltiples aislamientos de un mismo paciente que, genotipos idénticos

(Eks y RAPD-PCR) revelaron disimilitudes en los fenotipos SDS-PAGE, y asimismo, Eks

diferentes de otros múltiples aislamientos se asociaron tanto con genotipos RAPD-PCJ~

como con fenotipos SDS-PAGE idénticos.

• Se detectó variaciones en los Eks después de suceS1VOS subcultivos in utro de un mismo

aislamiento.
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• Se demostró que el origen geográfico de los aislamientos se relacionó significatiyamcnte con

el fenotipo SDS-PAGE y el genotipo RAPD-PCR, pero no se pudo establecer esta asociación

con los Eks.

• No se pudo establecer ninguna asociación entre el feno- y/o genotipo con el material clínico

del cual el hongo fue aislado.

• Se obtuvo resultados sugestivos de asociación entre el fenotipo SDS-PAGE, el genotipo

determinado por RAPD y la condición inmunológica de los pacientes.

PERSPECTWAS A CORTO PlAZO

•

•

Localizar las secuencias génicas de interés en filogenia y en patogénesis en las bandas

cromosórnicas reveladas por PFGE.

Utilizar la secuenciación de genes "específicos del hongo", o la secuencia de marcadores

microsatélites, para confirmar posibles infecciones por múltiples aislamientos de H.

capsulatl/m.
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Tabla 1.Datos de los aislamientos de H. capJu/atttm estudiados.
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01558 AR M Piel VIH(+) ICS 11 A 8.3 1.0 10 10.0 7.5 1.49 0.10 No II IX NO NO
01559 AR F Sangre VIH(+) ICS IV P 7.3 1.0 50 10.0 6.3 1.40 0.09 Si V . IX 6 VI
01730 AR M Sangre VIH(+) ICS VI P O 0.61 0.03 Si [[[ IX 7 IV
01731 . AR M Piel VIH(+) ICS V P . O . 0.96 0.03 Si [[[ IX 4 VII
01732 AR M Piel VIH(+) ICS I P 7.9 0.8 50 10.0 6.3 0.80 0.11 Si [[[ IX 6 VI
01733 AR M Mucosa Diabetes ICS I P 9.1 1.5 50 12.5 6.3 1.84 0.09 No [[[ IX NO NO

01734 AR F Piel VIH(+) ICS 11 P 7.6 0.5 36 8.8 6.3 1.94 0.12 No [[[ IX NO NO

01737 AR M Piel VIH(+) ICS 11 P 69 0.7 50 8.8 6.3 1.12 0.05 No [[[ IX NO NO

01740 AR M Mucosa VIH(+) ICS 11 P 8.9 1.3 26 12.5 7.5 1.87 0.27 No 111 IX NO NO

01741 AR M Mucosa VIH(+) ICS IV P 7.5 1.4 50 11.3 6.3 1.50 0.05 No 111 IX NO NO

01742 AR M MJcosa sic ICL IV P 99 1.8 50 12.5 6.3 1.53 0.08 Si 111 IX 5 IX
01743 AR M Lavado bronooelveolar sic ICL IV P 10.8 1.1 26 12.5 7.5 1.79 0.06 No [[[ IX NO NO

01746 AR M Piel Trasplante renal ICS IV P O 1.66 0.05 No [[[ IX NO NO

01747 AR M Médula6sea VIH(+) ICS I P 7.5 1.3 50 10.0 6.3 1.69 0.14 Si I VIII 4 VI
01752 AR F Higado VIH(+) ICS V P O . 1.18 0.16 Si II V 3 I
01753 AR M Sangre Trasplante renal ICS IX P 7.5 1.1 50 100 6.3 0.71 0.04 Si 111 IX 4 VII
01754 AR M Sangre Hepatitis au10inmune ICS IX P 7.4 1.1 50 10.0 6.3 1.32 0.18 SI [[[ IX 5 VI
01755 AR M Sangre VIH(+) ICS IV P 10.8 1.0 50 12.5 10.0 1.34 0.04 Si 111 IX 5 VI
01756 AR M Piel VIH(+) ICS IV P 7.1 1.3 50 10.0 6.3 1.47 0.09 Si 11 IX 5 VI
01766 AR M Sangre VIH(+) ICS IV P 11.1 1.2 50 12.5 7.5 1.53 0.07 No [[[ IX NO NO

01842 AR M Piel VIH(+) ICS IX P 7.2 1.4 50 10.0 6.3 089 0.12 Si 111 IX 5 VI

01862 AR F Lavadobronooelveolar Trensplante renal ICS IV P 10.6 1.9 50 13.8 6.3 1.63 0.09 Si 111 IX 5 VI

01868 AR F Líquido parever1ebrel Lupus eritematoso ICS IV P 10.8 1.1 50 12.5 7.5 1.43 0.12 Si 111 IX 5 11
sistémico

01892 AR M Piel VIH(+) ICS IV P 9.8 1.6 50 13.8 7.5 1.56 0.18 Si 111 IX 4 VI

01893 AR M Piel L~us eritematoso ICS IV P 11.6 1.1 50 12.5 10.0 1.50 0.1 2 Si 111 IX 5 VI
sistémico

02925 AR F Piel Lín10manoHodking ICS 11 P 9.0 1.5 50 125 6.3 1.79 0.02 Si 111 IX 4 VIII

02926 AR M Sangre VIH(+) ICS IX P 7.1 0.8 50 8 8 6.3 1.21 0.04 Si 111 IX 5 IX

02927 AR F Sangre VIH (+) ICS I P 82 1.1 50 10.0 6.3 130 0 20 No 111 IX NO NO
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02928 AR M Piel VIH(+) ICS I P 9.2 1.5 50 12.5 7.5 1.42 0.12 Si 11I IX 5 VI

02929 AA F Ganglio VIH(+) ICS IX P 11.6 1.4 50 13.8 10.0 1.03 0.12 Si 11I IX 5 VI

02930 AR M Biopsia depulmón Transplante renal ICS IV P 8.7 1.5 50 12.5 6.3 1.27 0.12 Si 11I IX 5 VI

02931 AR M Lavado bronOO8lveolar VIH (+1 ICS I P 8.2 1.7 50 12.5 6.3 1.53 0.03 Si 11I IX 5 VI

02932 AR M Sangra VIH(+) ICS VII P 8.5 1.2 50 11 .3 7.5 1.47 0.18 SI 11I IX 5 va
02933 AR M MédulaÓS88 VIH(+) ICS I P 10.6 1.7 50 12.5 6.3 1.53 0.07 Si 11I IX 5 VI

02934 AR M Lavado bronooelseoler VIH(+) ICS 11I P 7.3 1.2 50 11 .3 6.3 1.12 0.07 Si 11I IX 6 VI

02935 AR M Sangra VIH(+) ICS I P 7.1 0.7 27 8.8 6.3 1.47 0.08 SI IV IX 6 VI

90455 AR M Mucosa sic ICl VII P 8.7 1.8 41 12,5 6.3 1.27 . 0.17 No 11 IX NO NO

EH-46 MX M Higado sic ICl I P 8.2 1.5 50 11.3 63 2.13 0.05 Si I I 5 V

EH·53 MX F Sangra sic ICl 11I P 8.9 1,5 50 12.5 6.3 . 2.15 0.06 No 11 I NO NO

EH-303 GT M Esputo sic ICl IV P 10,0 1.4 50 12.5 7.5 1.19 0.17 No I IV NO NO

EH-316 MX M Sangre VIH(+) ICS 11I P 7.0 0,6 50 7.5 6.3 1.62 0,08 Si 11 V 4 IV

EH-317 MX M Sangre VIH(+) ICS IX P 10.0 1.7 50 12.5 7.5 1.04 0.12 Si 11 I 5 VI

EH-318 MX M Sangra VIH(+) ICS I P 6.8 0.9 50 10.0 6.3 1.71 0.09 No 11 VII NO NO

EH-325 MX F Liquido peritoneal VIH(+) ICS IX P 8.1 1.3 50 10.0 6,3 1.11 0.08 Si I VI 6 IX

EH-359 MX M Mucosa sic ICl I P 7.5 1.4 50 10.0 6.3 1.91 0.05 No I 1 NO NO

EH·363 GT NO Líquido peritoneal sic ICl IV P 11 .0 1.2 37 125 10.0 1.42 0.05 Si I I 6 VI

EH·364 GT M Piel sic ICl IV P 75 1.4 7 10,0 6,3 1,99 0.12 Si 11 VII 6 VI

EH-379 MX F Esputo SIc ICl I P 7.8 1.5 50 10.0 6.3 1.67 0.1 5 No I I NO NO

EH-380 MX M Esputo VIH(+) ICS I P 8.8 1,6 50 12.5 6,3 166 0.08 Si 11 I 5 VI

EH·409 MX M Esputo sic ICl IV P 11 .6 1.1 50 12.5 10.0 1.81 0,07 Si n VI 4 VI

EH-410 MX M Biopsiade pulmón sic ICl 1 P 11 .1 1.5 50 12,5 75 1.98 0,05 No 11 I NO NO

EH-448 MX M Sangra VIH(+) ICS 11 P 7.1 1.2 13 10,0 6.3 1.74 002 No 11 VII NO NO

EH-523 MX M MédulaÓS88 Fibrosisesplénica ICS I P 9,5 2.1 50 12.5 6.3 1.73 0.1 3 No 11 VII NO NO

EH·557 MX M Sangre sic ICl '" P 11.7 1.5 50 15.0 10.0 1.33 0.08 No 111 1 NO NO

G186B PA NO NO sic NO VI A O 0.89 0,14 Si IV 11 5 X

Downs EU F Mucosa Diabetes NO VIII A O 0,69 0,02 Si 1I III 5 VI

¡.t: rasa espec ífica (k crrc irnicnro, AR: Arge n tina , 1\[::\: M éxico, GT: G ua te ma la, El ' : Esrados Unidos, I' A: Panamá, M: m ascul ino , F: feme nino, ~ /c : sin ca usa rcf..rcri da de inrn un ocornpromiso. ICS :
inmunoc orn p rorniso severo, lel .: inmunocornp rorniso leve, NI) : no determinado, A: ausen te, 1': presente . N ota : los m últiples aislamie ntos de un mi sm o pa ciente están referidos e n la T abla 2.
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Tabla 2. Características de los múltiples aislamientos de un mismo paciente.
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00205 Sangre ICS I P 8.1 1.8 10 10.0 6.3 1.48 0.08 Si III IX 5 VI
22101100 M VIH(+)

00335 Piel ICS V P 8.4 2.0 11 12.5 6.3 0.86 0.06 Si III IX 5 VI
01735 10107198 Liquidoarticular ICS I P 6.6 0.5 7 7.5 6.3 1.85 0.07 Si VI IX 4 VI

2 F VIH(+)
01736 12106198 Piel ICS I P 6.8 0.7 9 7.5 6.3 1.97 0.20 SI III IX 4 V

01738 Piel ICS I P 8.3 1.2 50 125 7.5 1.40 0.45 Si III IX 5 VI
3 28/06101 F VIH(+)

01739 Sangre ICS IV P 9.0 1.7 50 12.5 6.3 1.34 0.05 Si III IX 5 VI
01744 Piel ICS I P 8.4 1.3 50 12.5 6.3 1.37 0.14 Si III IX 6 IV

4 13108199 M VIH(+)
01745 Sangre ICS IX P 9.5 2.2 50 12.5 6.3 1.18 0.29 Si III IX 5 .IV

01748 Murosa lengua ICl IV P 6.7 1.0 33 10.0 6.3 1.45 0.11 Si III IX 4 VII

5 01749 24110100 M Mucosa paladar sic ICl IV P 65 0.9 16 10.0 6.3 1.52 0.09 Si III IX 4 VII

01750 Piel ICl IV P 9.4 1.6 50 15.0 6.3 206 0.09 Si III IX 4 VII

01751 12110101 Sangre ICS IV P 8.1 1.3 50 10.0 6.3 1.61 0.10 Si III IX 6 VI

01869 09/11101 Esputo Nefropatia tratada ICS IV P 11 .0 1.1 50 12.5 7.5 1.47 0.05 Si III IX 6 III
6 M con allas dosisde

01870 09/11101 Médula ósea corticoides ICS IV P 113 1.1 50 12.5 10.0 1.41 0.16 Si III IX 5 IX

01894" 07102102 Médulaósea ICS 1 P 7.6 1.4 50 10.0 6.3 1.48 0.10 Si III IX 6 VI

02923 04102102 Mucosa Neuro- ICS IV P 9.7 1.6 50 12.5 7.5 1.40 0.14 Si III IX 5 VI
7 M gmnulomatosis02924 19/02102 Piel ICS IV P 13.9 3.4 50 200 7.5 1.89 0.08 Si III IX 5 VI

02936 16/01102 Sangre ICS IV P 8.1 1.7 50 125 6.3 1.72 0.07 Si V IX 5 VI

8 02937 16101102 F Médula ósea VIH(+) ICS IV P 7.1 1.0 50 10.0 6.3 1.62 0.03 Si V IX 5 VI

02938 30101102 Ganglio ICS IV P 6.5 0.5 50 7.5 6.3 1.63 0.10 Si V IX 6 VI
En esta tabla se resum en las características r resultados de los múltipl es aislamientos obtenidos de un mismo pacient e durante el mismo () di ferente ep isodio de la en fermedad .
11: tasa especifica de crecimien to. :\ R: Ar¡,'Cntina. I\IX: México, GT: G uatemala. ElJ: Es tados Unidos, PA: Panamá. M: masculino , F: femenino. sic: sin causa referida de inmunocomprorniso, le S:
inrnun ocomprom iso seve ro, IC l: inrnunoco mpromiso leve, C: co ntrol. N D: no determinado, P: pre~ente .
• O b tcnido de sp u és de tres meses de tratamien to co n anrifúngicos (an fotericina n durante un mes e intratratamiento co n itracon azol).
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Tabla 3. Protocolos de PFGE utilizados para la separación de bandas cromosómicas en hongos
de diferentes tamaños genómicos*.

DNA dereferencia. Concentración Tiempo depulso
Tiempo de Voltaje Ángulo Temperatura

tamaño debandas de agarosa
(5)

corrida (Vcm1) (O) re) Amortiguador
cronlOSÓmicas (Mbp) (%) (h)

Dir(yo.rtelillm
dilroiritllm 0.8 2000-9600 150 1.8-1.5 120 14 TAE 0.25X
(3.6-9.0)

SchiiPsa«haro"!Yas
pombe 0.8 1800 72 1.5 106 14 TAE 1X
(3.5-5.7)

Candida albicans
0.8 500 48 3.0 106 14 TAE 1X

(1.0-4.0)

*Cox el al, 1990.

Tabla 4. Protocolos probados durante la estandarización del PFGE.

Protocolo Concentración Tiempo depulso Tiempo decorrida Voltaje
deagarOsa (5) (h) (Vcm')

1 0.8% 3000-720 72 2.0
3400-2400 40 1.5

2 0.8% 2400-1400 16 2.5
1400-300 16 3.5

3 1.0% 3000-720 72 2.0
4 1.0% 3000-720 72 3.0
5 1.0% 3000-720 96 2.0

6 1.0% 3400-1000 48 2.0
1000-300 24 3.0

4500 24 1.5
7 1.0% 3600-2700 30 1.5

2700-750 18 1.8

8 0.7% 3000-720 72 2.0

9 0.7% 3600-720 72 2.0
720-450 16 1.5

4500 24 1.5

J10 0.7% 3600-2700 30 1.5
2700-750 18 1.8
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Tabla 5. Relación entre la procedencia geográfica, la condición de
. .

delinmunocomprorruso
paciente y el material clínico de origen de los aislamientos.

Condición de
Material de origen

Procedencia Totalinmunocompromiso Sangre y/o
Piel Mucosa

Tracto Otros
médula ósea respiratorio

México y ICS-SIDA 4 6

Guatemala ICS-VIH(-) 1 1
N = 17

ICl 2 1 1 4 2 10

ICS-SIDA 15 13 2 2 4 36
Argentina

ICS-VIH(-) 5 4 2 3 1 15N =57
ICl 1 4 1 6

Total 27 19 9 11 8 74
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Tabla 6. Relación entre la procedencia geográfica, la condición de
. .

delmmunocornpromrso
paciente y el morfotipo colonial de los aislamientos.

Condición de Morfotipos
Procedencia Total

inmunocompromiso II III IV V VI VII VIII IX

México/
ICS-SIDA 2 2 6

Guatemala ICS-VlH(-) 1
N =17

10ICl 4 2 4

ICS-SIDA 12 4 10 3 4 36
Argentina

ICS-VIH(-) 2 . 10 2 15
N =57

ICl 5 6

EU Downs 1

PA G186B 1

Tabla 7. Relación entre el material clínico de origen y el morfotipo colonial de los aislamientos.

Material de Morfotipos
Totalorigen I II III IV V VI VII IX

Sangre/MO 8 3 8 1 5 27

Piel 5 4 7 2 1 19

Mucosa 2 1 5 9

Tracto
4 1 6 11respiratorio

Otros 2 3 2 8

Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de referencia Downs y G186B, por carecer de la información pertinente;
el morfotipo VIII no figura en la tabla por ser exclusivo de la cepa Downs.
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Tabla 8. Relación entre el origen geográfico, la condición de inmun ocompromiso del paciente y
el diámetro de los macroconidios de los aislamientos.

Tabla 9. Relación entre el material clínico de origen de::1os aislamientos y el diámetro de los
macroconidios de los aislamientos.

Material de origen Macroconidios

N° de aislamientos Di ámetro (promedio) Diámetro (intervalo) ±DS

Sangre IMO 26 8.6 6.8-11 .7 1.5

Piel 17 8.7 6.8-13 .9 1.8

Mucosa 9 8.3 6.5-9.9 1.2

Tracto respiratorio 11 9.6 7.8-11.6 1.5

Otros 7 9.0 6.5-11.6 2.1

Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de referencia Downs y G186B, por carecer de la info rmación
pertinente y no formar macroc onid ios.
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Tabla 10. Tasa específica de crecimiento de los aislamientos en cultivos.

Aislamientos

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

EH-303

01737

01730

EH-316

00335

00205

01893

01869

Downs

02931

01738

superficie

1.19

1.12

0.61

1.62

0.86

1.48

1.50

1.47

0.69

1.53

1.40

sumergido

0.07

0.13

0.05

0.16

0.10

0.07

0.16

0.14

0.06

0.11

0.09

Ver detalles de los cultivos y cálculos de 1" en Materiales y Métodos.
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Tabla 11. Relación entre el origen geográfico, la condición de inmunocompromiso del paciente y
la tasa específica de crecimiento de los aislamientos.

Procedencia

México/
Guatemala

N =17

Argentina
N =57

EUA

PA

Número de aislamientos
Condición de

inmunocompromiso
IJdía' Total

baja « 1.14) Media (1.14-1 .82) Alta (> 1.82)

ICS-SIDA 2 4 6

ICS-VlH(-) 1 1

ICL 5 5 10

ICS-SIDA 8 23 5 36

ICS-VlH(-) 1 12 2 15

ICL 5 6

Downs 1

G1868 1

Tabla 12. Relación entre el material clínico de origen y la tasa específica de crecimiento de los
aislamientos.

Material de origen

Sangre/MO

Piel

Mucosa

Tracto respiratorio

Otros

Baja « 1.14)

4

4

2

Número de aislamientos

IJdía"
Total

Media (1.14 -1.82) Alta (> 1.82)

22 1 27

9 B 19

B 3 9

9 1 11

4 2 8
Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de referencia Downs y Gl86B, por carecer de la información
pertinente.
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Tabla 13. Relación entre el origen geográfico, la condición de inmunocompromiso del pacien te y
la capacidad de conversión in utra a la fase L de los aislamientos.

Procedencia Condición de Conversión dimórfica Total de
inmunocompromiso SI NO

aislamientos

ICS-SIDA 4 2 6
Méxicol

Guatemala ICS-VIH(-) 1
N =17

lel 4 6 10

ICS-SIDA 28 8 36

Argentina
ICS-V1H(-) 13 2 15N =57

ICl 4 2 6

Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de referencia Downs y G186B, por carecer de datos
completos.

Tabla 14. Relación entre el material clínico de origen y la capacidad de conversión in tntm a la fase
L de los aislamientos.

Material de origen Conversión dimórfica Total de

SI NO
aislamientos

Sangre/MO 20 7 27

Piel 14 5 19

Mucosa 4 5 9

Tracto respiratorio 7 4 11

Otros 8 8

Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de referencia Downs y G186B, por carecer de la
información pertinente.
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Tabla 15. Relación entre el origen geográfico, la condición de inmunocompromiso del paciente y
el fenotipo SDS-PAGE de los aislamientos.

Procedencia Condición de Fenotipos SDS-PAGE
Total

inmunocompromiso
1 11 m IV v VI

México/
ICS-SIDA 1 5 6

Guatemala ICS-VIH(-) 1 1
N= 17

10ICl 5 4

ICS-SIDA 3 26 4 36
Argentina

ICS-VIH(-) 15 15N =57
ICl 5 6

EU Downs 1

Panamá G1868 1

Tabla 16. Relación entre el material clínico de oogen y el fenotipo SDS-PAGE de los
aislamientos.

Material de origen . Fenotipos SDS-PAGE
Total

11 m IV v VI

Sangre/MO 1 6 16 3 27

Piel 3 16 19

Mucosa 1 7 9

Tracto
2 3 6 11respiratorio

otros 3 2 1 1 8

Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de referencia Downs y G186B, por carecer de la
información pertinente .
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Tabla 17. Relación entre el origen geográfico, la condición de inmunocomp romiso del paciente y
el genotipo RAPD-PCR de los aislamientos.

Condición de
Genotipos RAPD-PCR

Procedencia Total
inmunocompromiso 11 III IV V VI VII VIII IX

ICS-SIDA 2 1 2 6
Méxicol
Guatemala ICS·V1H(-) 1 1
N = 17

10lel 7

ICS-SIDA 1 34 36
Argentina

ICS-VIH(-) 15 15N =57
ICl 6 6

EU Downs 1

Panamá G1868 1

Tabla 18. Relación entre el material clínico de origen y el genotipo RAPD-PCR de los
aislamientos.

Material de origen Genotipos RAPD-PCR
Total

IV V VI VII VIII IX

Sangrel MO 3 3 19 27

Piel 18 19

, Mucosa 1 8 9

Tracto respiratorio 3 1 6 11

Otros 2 1 5 8

Nota: Los genotipos II y III no aparecen porque corresponden a lascepas de referencia.
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Tabla 19. Relación entre el origen geográfico, la condición de inmunocompromiso del paciente y
el número de bandas cromosómicas de los aislamientos.

Procedencia Condición de Número de bandas cromosómicas
inmunocompromiso 3 4 5 6

Méxicol ICS-SIDA 2
Guatemala ·
N=8 ICl 2

ICS-SIDA 5 16 6
Argentina

ICS-V1H(-) 2 8 3
N =46

ICl 3

EU Downs

Total
7

4

4

1 29

13

4

1

Panamá G1868 1
El número de bandas cromosómicas fue detectado por PFGE, ver detalles en Materiales y Métodos.
Nota: no se incluyeron en la tabla datos de los aislamientos ICS-VIH(-) de MX/GT, por carecer de la información
pertinente .

Tabla 20. Relación entre el material clínico de origen y el número de bandas crom osómicas de
los aislamientos.

Material de origen Número de bandas cromosómicas
Total

sangrel MO

Piel

Mucosa

Tracto respiratorio

Otros

3

1

4

3

5

2

1

5

12

7

2

4

3

6

4

3

2

3

7

20

15

4

7

8

El número de band as cromosómicas fue detectad o por PFGE, ver detalles en Materiales y Métodos.
Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de referencia D owns y G 186B, po r carecer de la información
pertinente.
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Tabla 21. Relación entre el origen geográfico , la condición de inmunocompromiso del paciente y
el Ek de los aislamientos. .

4

4

4

1

13

29

X

______________________ TotalCondición de Eks
Procedencia

inmunocompromiso 11 III IV V VI VII VIII IX

Méxicol ICS-SIDA 2
Guatemala
N=8 ICl 3

ICS-SIDA 3 22 1
Argentina

ICS-VIH(-) 8 1
N =46

ICl 3

EU Downs

Panamá G186B 1
Los Eks fueron revelados por el análisis de UPGMA de los perfiles ob tenidos por PFGE, ver detalles en Materiales y M étodos.
Nota: no se incluyeron en la tabla datos de los aislamientos ICS-VIH (-) de MX/GT. po r carecer de la información pertinente.

Tabla 22. Relación entre el material clínico de origen y el Ek de los aislamientos.

Material de origen

11 III IV

E'<s

v VI VII VIII IX
Total

Sangrel MO 4 13 2 20

Piel 10 2 15

Mucosa 2 1 4

Tracto
respiratorio 1 6 7

Otros 1 1 4 8

Los Eks fueron revelados por el análisis de UPGMA de los perfiles obtenidos por PFGE. ver detalles en Materiales y M étodos
Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de lascepas de referencia D owns (Ek VI) YG1 86B (Ek X, exclusivo de esta cepa);
por carecer de la información pertinente.

69/93

Caracterización áe'9'as áe Iflff~íasma c,!!,m/inum asociadas a fj irt'!P{asmosis eny acientesCOtI inmunocomy romiso severo
Crininu Bmu Úlnfert1S



Figllrtl.í

r' :I
010

I i
O~

I ¡
OSO

¡ I ¡

0.40
Qleliderte

I
0.30

1--

I I
I

I
O])

00205

mH
mn
~~
Elm~
EItlU~-
01738
017«

~m~
~~m
E~H
02928

~m:~01734

Jill~ II
01740

~~mL
~Ir--- III
Emu
01739

EH-364

EItl~j

mn
EH-363
01741
02930
01742
01743
02924

mn IV

mn
mu
~m~
nm
01746
02936
01748

~m~

~~mlmn--- V

~m&1 VI

~m~1 VII

I~~:I
EH-317
02929

EH-325
r¡-¡r1¡-,¡---r---r¡---r-r--r--r-r-r-r........,.,..,.....,.-....-....-.--.--r-r-r-r1-,-,---r---r-r-r--r--r-r-r.............

0.00 0.10

Figura 1. Dendrograma originado del análisis por UPGMA de los aislamientos según las
características macromorfológicas de las colonias. El mismo fue realizado en ~TSYSpc ver 2.021
utilizando coeficiente de distancia "taxonómica".
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Figura 2 (a-l). Macromorfología de las colonias de cada uno de los grupos formados en
el análisis por UPGMA. Se utilizó el programa NTSYSpc ver 2.02j, (a-i) anversos de colonias con diferentes .
morfotipos, (j-l) reverso de colonias con distinta pigmentación.
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(a) 00205 - Morfotipo 1 (sangre) 00335 - Morfotipo V (piel) Detalle de los microconidios
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(b) 01744 - Morfotipo 1 (piel) 01745- Morfotipo IX (sangre)

Figura 3 (a y b). Macro- y micromorfología de múltiples aislamientos de H. capsulatum
de un mismo paciente. (a) Paciente N° 1: aislamiento 00205 proveniente de sangre y el 00335 de piel. (b)
Paciente N° 4: aislamiento 01744 de piel y 01745 de sangre.
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Figura 4 (a-h). Micromorfología en fase M de algunos aislamientos de H
cspsuletum. Azul de lactofenol, 400x. Las flechas en las figuras c-e, señalan macroc onidios
piriformes con paredes lisas o con proyecciones. Los circulos en la figura h, encierran microconidi os en
cadenas cortas .
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Figura 5 (a-f). Micromorfología en fase M de las cepas de referencia y de
algunos aislamientos de H. capsulatum. Azul de lactofenol, 400x,
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Figura 6 (a-f). Etapas en la conversión termodimórfica. (a) fase M,
(b, e) estadio intermedio de algunos aislamientos con micelio rudimentario, (d-f) fase
L. Azul de lactofenol, 4OOx.
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Figura 7 (a-f). Macromorfología de la fase L de diferentes
aislamientos y de las cepas de referencia. Las fotos están amplificadas 2x con
respecto a las de las colonias en la fase M.
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Figura 8 (a y b). SnS-PAGE de los exoantígenos de H. capsuJatum revelados con tinción
de plata. Las bandas antigénicas H y M se señalan a la izquierda de las figuras a y b. El primer carril de ambos
geles corresponde a un antígeno de referencia, elaborado en el IN EI-ANLIS. Estándar de peso molecular (PM) de
6.5-200 kDa. A la derecha de las figuras se indican los pesos moleculares de las bandas (kDa). • Aislamientos de
pacientes de AR; V Aislamientos de pacientes de MX/GT.
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Figura 9 (a y b). SnS-PAGE y WB de los exoantígenos de cuatro aislamientos
representativos Gel estudio. Las flechas señalan las bandas H y M, tanto en el perfil SDS-PAGE (a) como en
el revelado por WB (b). Los círculos encierran la banda de 15 Kda en SDS-PAGE y destacan su ausencia en WB.

78/93

Caracterización Je 'o/as áe Hisr'!l'lármn i:9SU/ÍlI1l111 asociadas a fiist'!P(asmosis enyacientes con inmunocomyromiso severo
Crisri11l1 Efhtn úmrffpf



F(1urn.r

v

VI

IV

11I

11

GTEH-363 }
MX EH-325
GT EH-303
MX EH-359
MX EH-46
AR 01747
MX EH-379
AR 90455
GT EH·364
MX EH-318
MX EH-316
MX EH-409
AR 01558
MX EH-523
AR 01756
EU Downs
MX EH-317
AR 01752
MX EH-380
MX EH-41 0
MX EH-448
MX EH·5 3
AR 01737

AR 01740
AR 02933
AR 02925
AR 02929
AR 02927
AR01736
AR 01730
AR 01734
AR 01749
AR 01750
AR 01739
AR 01748
AROI744
AR 01741
AR 01755
AR 02923
AR 02924

1

AR 01731
AR 02932
AR 02930
AR 01754
AR 00205
AR 00335
AR 01732
AR01745
AR 01733
AR 01766
AR 01742
AR 01743
AR 02931
AR 01753-MX EH-557
AR 01868
AR 01746
AR 02926
AR 01893
AR 02928
AR 01842
AR 01892
AR 02934
AR 01738
AR 01862

AR 02935jPA G-l86B
AR02937
AR02a3S
AR02936
AR 01559
AR 01735

HM

~
I 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 111 1 1

1 11 1 I11 1 11 I
111 11 I 1 1 I 1
11 1 1 1 1 1 1 1
11 11 111 111
1 1 1 I1 1 11 1

1 1 11 1I 1 1 1 1
1 1111 1 1 1
1 1 11 1 1 1 1

11 1 11 11 1 1
11 1 11 11 1
1I 1 1 I 11 I
11 1 11 1 1 1
1111111 I 11 I
111 11 1 1 1

11 111 1 111 1
1 1 1I 1 1 1

11 1 I 11 11
11 1 1 1 1
11 111 1 11
11 1 I 1 1\
11 1 11 11 1 I
111 I 11 1 I I 1
111 11 1 1 1
11 1 1\ 11 \ 1 1
11 11 1 1 I 111 111
1111 11 11 11 11 1 1
11 11 11 1111111
11 1 11 1111 11 1

1 111 1I11 I 1111 11
11 11 1 11 1111 I 1 1
1 11 11 11 111 1 I 1
1 11 11 I 111 1 1
1 11 1 1 1 111 11
\ 1\ 1 1 I 111 1 1

1 1 1 11 11
1 1 1 1 I 1 11
1 1 1 11 11

11 1 1 I 1 11 11
11 1 1 1 111 1 1
11 1 1 1 11 11
11 1 1 111 11

11 11 1 1 11
11 1 1 1 1 1
11 1 1 1 11 1\ 1
11 11 1 11 11
11 I 1 1 111 I I 1

1 I 1 11 1 1I 1 1 1
11 1 11 111 11 1 I

1 1 I 11 11 1 1 11
1 11 I I 1111 I
I I 11 1 ' 11 1I 1
I 11 I 1 1 1 1I 1
1 11 11 11 11 1
1 111 I 1 1 1 11 I 1
11\ 11 11111
1 11 I1 1 11 1 1
1 11 1 11 1 I 1 I 1
111 1111111
I I 11 I 1 1
1 1 1I 1 11
1 1 1I I 1 1 I
1 1 1I 1 11
1 1 11 111 1I
I 1 1 I I 11 11
I 1 11 1I 11

1 I 11 11 1 11 11
1 11 11 1 1 11 1

I 1 I I 11 1 I I I 1 1
I 11111 11 1111 1
1 1111 11 111 11

1111 11 1\ I 11
1 11 1I 11 1 I 1

11 I 1 1 11 1 \ 1
11 1 1I \ I I 1

100

100

92

85

100

hoo

69 76
'----------..-

196

74

82

75

71

,-----1100

100

100

77

62

6

'------- '-'11=00"- _

94

62

53

54

Dice (Opt:10.00%) (T012.0%-2.0%) (H>O.O% 5>0.0%) [0.0%-100.0%]
~;:!::el!:¡¡¡lXl<tl8f8SlSl~$81ª

% Similitud

54

Figura 10. Dendrograma, gel nonnatizado y expresión gráfica de las bandas obtenidas
por SDS-PAGE. Los datos mostrados proceden del análisis por UPGMA En cada nodo del árbol se señ ala el
valor de correlaci ón cofenética según lo referido en Materiales y Métodos. Los colore s idénticos representan
múltiples aislamientos del mismo paciente. Las flechas en la parte superior de la expresión gráfica señalan las bandas
H y M, esta última .en duplete .
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Figura 11 (a y b). Perfiles del RAPD-PCR obtenidos con doble iniciador. Se utilizaron 10 $

iniciadores 1281~1283 según las condiciones descritas en Materiales y métodos. M: estándar de pares de bases (123
bp DNA Ladder). Los tamaños de los fragmento s están indicados en los extremos de cada gel (Kb). (a) aislamientos
de pacientes de MX/GT (-EH), cepas de referencia (G186B y Downs), 01751 aislamientos de paciente de AR; (b)
aislamientos de pacientes de AR. .
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Figura 12. Dendrograma, gel normatizado y expresión gráfica de las bandas obtenidas
por RAPD-PCR. Los datos mostrados proceden del análisis por UPGMA. En cada nodo del árbol se señala el
valor de correlación cofenética según lo referido en Materiales y Métodos. Los colores idénticos representan
múltiples aislamientos de un mismo paciente. Las flechas en la parte superior de la expresión gráfica señalan las
bandas de 0.135 y 1.23 Kb .
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1 23456 1 2 3 4 5 6

Protocolo 3

GEL 1%
Tiempo 72 h

Temperatura 14 "C
Ángulo 1060

Pulsos:
1) • 24 h 4500 s 1.5 V cm"

2) - 30 h 3600-2700 s 1.5 V cm"
3) - 18 h 2700-750 s 1.8 V cm"

Carril 1: Sch . pombe
Carril 5: 01739
Carri l 6: 0 1738

GEL 1 %
Tiempo 72 h
Temperatura 14 -c
Ángulo 1060

Pulsos : 3600 a 720 s 2 V cm"
Carril 1: H. wingeii.
Carril 2:01738
Carril 3: 01739
Carril 6: Sch. pombe

.......

Protocolo 7

1 2 3 1 2 3 4

ProtocoloS

Gel 0.7 %
Tiempo 72 h

Temperatura 14 "C
Ángulo 1060

Pulsos :
1) - 24 h 4500 s 1.5 V cm"

2) - 30 h 3600-2700 s 1.5 V cm"
3) - 18 h 2700-750 s 1.8 V cm"

Carril 1: H. wingeii
Carril 2: EH-364

Carril 3: 01738
Carril 4: 01739

Gel 0.7 %
Tiempo 72 h
Temperatura 14 -c
Ángulo 1060

Pulsos: 3600 a 720 s 2 V cm"
Carril 1: Sch. pombe
Carril 2: 01738
Carril 3: 01739
Carril 4: H. wingeii

Figura 13. Visualización de bandas cromosómicas con diferentes protocolos de PFGE.
Los detalles de cada protocolo se indican en los cuadros laterales.
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Figura 14 (a-d). Perfiles de bandas cromosómicas de algunos de los aislamientos de H.
capsulatum obtenidos por PFGE. Los diferentes ejemplos de perfiles se ilustran en los geles a-d. :\ la
izquierda de cada gel se señalan los tamaños estimad os de las bandas de la cepa denomin ada "Control " (Mbp).
H.w.- H. wingeii (3.13-1.05 Mbp) ; S.p.- s eh. pombe (5.7-3.5 Mbp).
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Figura 15. Dendrograma, gel normatizado y expreslOn gráfica de las bandas
cromosómicas obtenidas por PFGE. Los datos mostrados proceden del análisis por UPGMA. En cada
nodo del árbol se señala el valor de correlación cofenética según lo referido en Materiales y Métodos. Los colores
idénticos representan múltiple s aislamientos.
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Figura 16. Comparación entre el fenotipo SnS-PAGE y los genotipos RAPD
PCR y PFGE (Eks), de algunos múltiples aislamientos de un mismo
paciente. La figura muestra los perfiles observados de las pruebas señaladas obtenidos de (a)
paciente N° 1 Y(b) paciente N° 6. Las flechas señalan las bandas proteicas (SOS-PAGE) que difieren
entre los aislamientos.
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+- 9.8Mbp
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·01869 01870
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Año 2001 subcultivos Año 2003

Figura 17. Cambios en las bandas cromosómicas durante la domesticación de dos
aislamientos. Los aislamientos 01869 y 01870 fueron mantenidos por subcultivos semanales durante el
tiempo de desarrollo del presente estudio. Los círculos y los signos ? indican cambios de las bandas
cromosómicas en el tiempo.
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