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Resumiern

RESUMEN

La histoplasmosis (HP), enfermedad de distribucién mundial, es producida por Histoplasma capsulatum
(H¢). Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza de sus areas endémicas. La
existencia de diversidad intra-especie fue demostrada con anterioridad. Sin embargo, ain se ignora si
determinados feno- y/o genotipos estin asociados a cepas mas virulentas para el hombre. El objetivo
general de este estudio fue discernir, a través de analisis feno-genotipicos, cuiles son los aislamientos que
pueden producir HP en pacientes con inmunocompromiso severo (ICS) o leve (ICL). Ademas, esta
investigacion traté de: (a) demostrar que la pandemia de SIDA ampii6 el espectro feno-genotipico de
cepas con capacidad de producir enfermedad; (b) investigar la existencia de infecciones por muluples
aislamientos en un mismo huésped; (c) determinar si la procedencia geografica y el tropismo de los
aislamientos por algunos érganos y/o tejidos de los pacientes estin relacionados con un feno- y/o
genotipo particular de He. Para ello, se estudiaron el morfotipo colonial, la micromorfologia, Ia tasa
especifica de crecimiento (i) de la fase micelial y el electroupo SDS-PAGE (fenoupos), asi como ¢
polimorfismo genético por RAPD-PCR y por PFGE (genotipos) de 74 aislamientos clinicos de /e
Cincuenta y siete de éstos provinieron de pacientes de Argentina (AR), 14 de México (MX) v tres de
Guatemala (GT). Se incluyeron las cepas de referencia G186B de Panama y Downs de Estados Unidos.
Los aislamientos se clasificaron con base en el origen geogrifico (AR y MX/GT), la causa de
inmunocompromiso del paciente [ICS-SIDA, ICS-VIH(-) e ICL], asi como segun e} material clinico de
donde procedia el aislamiento (sangre/médula &sea, piel, n.:.osa, tracto respiratorio y otros). Se
incluyeron 20 especimenes fungicos de ocho pacientes con multiples aislamientos obtentdos durantc ¢
mismo o diferentes episodios clinicos. Los pacientes con ICS-SIDA de AR fueron mnfectados por casi
todos los morfotipos coloniales y fenotipos SDS-PAGE observados en este estudio. Los aislamientos con
valores de p mas bajos estuvieron asociados a pacientes con ICS, independiente del origen geografico. Los
atslamientos de los pacientes con ICS-SIDA presentaron macroconidios con diametros medios cercanos a
la media inferior referida para la especie. Mediante los analisis de correlacién muluple se demostraron
relaciones significativas entre el genotipo RAPD-PCR, el fenotipo SDS-PAGE y el origen geogrifico.
Asimismo, se observaron asociaciones del genotipo RAPD-PCR o del fenotipo SDS-PAGE con la
condicién inmunolégica del huésped. Los electrocariotipos (Eks), revelados por PFGE, mostraron un
importante polimorfismo cromosémico, tanto en los nimeros como en los tamanos de las bandas, mavor
al informado en trabajos previos, debido a que se encontraron aislamientos con 3 y 4 bandas
cromos6micas. La mayoria de los aislamientos revelaron 5 bandas y un Ek predominante que estuvo
relactonado a aislamientos de AR. Este es el primer estudio que permitié relacionar similitudes vy
diversidades feno-genotipicas de los aislamientos de He con el origen geografico, el estado ICS/ICL del
paciente, y el material clinico de aislamiento. El hecho de que aislamientos con caracteristicas poco
habituales (morfotipos coloniales aberrantes, macroconidios con didmetros medios inferiores al lLimuite
normal, p bajas y fenotipos SDS-PAGE menos frecuentes) estiw;~ron mas relacionados a pacientes con
ICS, permite especular que cualquier cepa de He podria infectar y producir HP en pacientes con ICS, ¢n
especial los ICS-SIDA. En algunos muiltiples aislamientos de un mismo paciente, se logré demostrar que
éstos eran feno- y genotipicamente distintos. No se puede atribuir este hecho a la existencia de infeccion
multiple en un mismo paciente, ya que los cambios del Ek en sucesivos cultivos iz vitro sugieren que el
genoma de H¢ puede ser inestable, y ademas no descarta que los reordenamientos cromosomicos puedan
suceder zz vivo. No se encontraron relaciones entre el feno- y/o genotipo con el material clinico de
aislamiento. Es interesante resaltar que aislamientos con morfotipos coloniales y valores de p semejantes,
ademis 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 feno- vy genotipicas da
una visién parcial de la biologia de He. Dadas la naturaleza eucariotica de este microorganismo v la enorme
complejidad de su genética, es dificil lograr una caracterizacién precisa utlizando una metodologia tnica.
En contraste, la combinacion de estudios sobre las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y genéucas
seria muy util para tener una visién mas amplia de este patdgeno y contribuiria a un mejor conocimiento
de H, especialmente en la relaciéon huésped-parésito.
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ABSTRACT

Histoplasmosis (HP) is a worldwide disease produced by Histoplasma capsulatwm (H(). This fungus is widely
distributed in nature of its endemic areas. The intra-species diversity of H¢ has been demonsuated
previously. However, it is still not known whether certain pheno- and/or genotypes are associated with
strains that might be more virulent for humans. 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)
tmmunocompromised 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) investigate
the existence of infection by mulaple isolates in a single host; (c) determine if the geographic origin and
the He isolates’ tropism for some organs and/or tissues of patients are related to a particular He pheno-
and/or genotype. For this, colonial morphotype, micromorphology, specific growth rate () of the
micelial-phase, and SDS-PAGE electrotype (phenotypes), as well as the genetic polymorphism by RAPD-
PCR and PFGE (genotypes) were studied from 74 Hr clinical isolates; of which 57 came from patients
from Argentina (AR), 14 from Mexico (MX), and 3 from Guatemala (GT). Reference strains, G186B from
Panama and Downs from the US, were included. The isolates were classified based on their geographic
origin (AR and MX/GT), the immunocompromised condition of each patient [SIC-AIDS, SIC-HIV(-),
and LIC], as well as the clinical sample from which the isolates came from (blood/bone marrow, skin,
mucosa, respiratory tract, and others). Twenty fungal specimens from eight patients, with multiple isolates
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 p values were associated to SIC patients, aside from their geographic
origin. The isolates from SIC-AIDS patients showed macroconidia with average diameters close to the
inferior mean referred for the species. Significant relationships between RAPD-PCR genonpe, SDS-
PAGE phenotype, and the geographic origin were demonstrated by multiple correlation analyses. Besides,
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
polymorphisin, 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.zs and a major Ek. This is the first study
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 diameters than those
accepted as typical for the species, low p values, and less frequent SDS-PAGE phenotypes) were more
related to SIC patients and allow to suggest that any Hr strain could infect and produce HP in SIC
patients, mainly those with SIC-AIDS. In some multiple isolates from a single patient, pheno-genotypes
differences were demonstrated. Nevertheless, multiple infections cannot be inferred from this finding,
because changes in the Hr Eks by several in vitro subcultures suggest that this fungus’ genome could be
unstable and, besides, ## #ivo chromosomal rearrangements could also occur. No relation of pheno- and/or
genotypes and patient clinical sample was found. It is interesting to emphasize that isolates with similar
colonial morphotypes and p 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, each
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 combtnation 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 Hs, especially reg:* 'ing the host-parasite relationship.
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INTRODUCCION

La especie fungica Histgplasma capsulatum, agente de la histoplasmosss, es un hongo
termodimoérfico. Su forma filamentosa multicelular (fase micelial - M) desarrolla a 25-28 °C en la
naturaleza ¢ fn vityp, mientras que su forma uaicelular (fase levadunforme - L) crece a 37 °C tanto

in vivo (tepdos del huésped) como #7 vitro [Kwon-Chung & Bennett, 1992; Rippon, 1992].

Se conocen tres vanedades taxondémicas de H. capsulatum, que difieren en algunas
caracteristicas fenotipicas, el nicho ecoldgico y las caracteristicas de los huéspedes suscepubles.
Histgplasma capsulatum var. duboissi, endémico de Africa, produce infeccién en humanos y mis
raramente en animales. Histgplasma capsulatum vas. farciminosum, endémico de Asay Afgea, es el
agente de la linfangitis equira. Por ditimo, H. var. mjwhtum es el agente de la “histoplasmosis
capsulati”, enfermedad endémica en toda Aménca, que también ha causado casos esporadicos
en el hombee y otros mamiferos en el resto del mundo, eatre los paralelos 45° Norte y 30° Sur
[Kwon-Chung & Beanett, 1992; Rippon, 1992).

Actualmente; Kasuga ef al. [1999; 2003], con base en las secuencias parciales del DNA de
cuatro genes, descrbieron ocho poblaciones genéticas o clados asociados al origen geografico del
hongo, siete de los cuales fueton propuestos como especes filogenéncas diferentes. Esta
clasificacién incluyd 137 cepas de orgenes geogrificos diversos y las tres vaniedades taxondmicas
del hongo, destacando seis de la var. dwboisii y 13 de la var. fardminosum. Las siete especies
filogenéticas reconocidas al momento son: Norte América clase 1 (NAm 1), Norte Amérnica clase
2 (NAm 2), Latinoaménca grupo A (LAm A), Latnoaménca grupo B (LAm B), Australia,
Holanda-Indogesia y Africa.

. In vitro, H. capsulatum vas. capsulatum Dacding 1906, desarrolla a 25-28 °C formando colonias
de crecimiento lento, morfologia algodonosa, color blanco o pardo con reverso incoloro, amarillo
o anaranjado pacduzco. Al examen microscopico presenta hsfas delgadas de 1.2-1.5 pm,
ramificadas y tabicadas, numerosos macroconidios de 8-14 um de didmetro, esféricos y mids
raramente piiformes, de paredes lisas o verrugosas, microconidios de 1-4 x 2-6 um redondos o
picformes, de paredes lisas o equinuladas. Ambos tipos de conidios nacen sobre conidi6foros
simples [de Hoog et al, 2000; Kwoa-Chung & Bennett, 1992; Tewan ef @/, 1998]. En un estudio A
de asslamientos humanos, animales y ambientales de diversos patses amencanos, Berliner |1968]
clasificé las colonias de la fase saprobia en albinas (A) y pardas (B), a las que atnbuyd
macroconidios lisos y verrugosos, respectivamente. Esta antigua clasificacion morfoldgica aun

sigue vigente, sin embargo, desde entonces han sido descatas numerosas vanantes morfologicas
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de H. capsulatum, ta mayoria de ellas asociadas 2 enfermedad, e inclusive colonias con pigmento
rojo o rosado [Lacaz ef 4/, 1999; Morns ef al, 1986; Rippon, 1992; Staib & Grosse, 1996; Suttoo &f
al, 1997, Taylor ML, comunicacién personal; Zwany ef al, 2005).

El habitat de este hongo en la paturaleza estd relacionado con suelos ricos en matena
organica, con alto contenido en nitrégeno, fosfatos e hidratos de carbono. También es
favoreado por la presencia de cationes divalentes como el calcio y €] magnesio, los que inhiben
el desarrollo de microorganismos competdoses {Goldman & Larch, 1967; Lappe ef 4k, 1998;
Mahwi, 1970; Taylor ¢f al, 1999; 2000c; Ulloa ef a/ 1998). Estas condiciones se presentan ¢€n
cavernas y otras oquedades donde habitan aves y murciélagos, en gallineros, palomares y
construcciones deshabitadas. El hombre y los animales se infectan por a inhalacion de
microconidios y pequefios fragmentos de hifas aerosolizados en ese tipo de ambientes [Huhn e
al, 2005, Taylor er al, 1994; 1996; 1997a; 2000b; Tewad e al, 1998; Kwon-Chung & Bennett,
1992].

Los eventos que suceden a ja infeccién en humanos y otros mamiferos dependen de factores

inherentes tanto al huésped como al microorganismo.

FISIOPATOGENIA Y FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

St un individuo inmunocompetente se expone a bajas concentraciones de propagulos
infectuvos de H. agpsulatum sesuelve la infeccibn sin mayores consecuencias. En la mayora de los
casos esta pamomfecadn pasa inadvertida y menos del 5 % de los 1adividuos expuestos al hongo
desarrolla sintomatologia similar 2 la de un resfriado comin [Goodwin ¢f 4/, 1981; Cano &
Hajjeh, 2001). En cambio, si el huésped expuesto tiene algin grado de compromiso del sistema
imﬁune, es mis probable que la infeccidn progrese a enfermedad [McKinsey ¢ 4L, 1997; Negrons
et al, 1991; Retallack & Woods, 1999; Wheat, 1996; Woods, 2002]. Por lo que la enfermedad
puede estar asociada a distintos grados de nmunocompromiso. Cuando €l paciente presenta un
tamunocompromiso severo (ICS), puede ocurrir un cuadro de sepsis que tacluye fiebre, pérdida
de masa corporal y hepatoesplenomegalia [Graybill, 1998; Negroni ¢ a/, 1991; Wheat, 1996].
Estos pacientes frecuentemente presentan enfermedades o condiciones debiitantes del sistema
mmune, como el SIDA, enfermedades autoinmunes, neoplasias, diabetes, neuropatias,
nefropatias, trasplantes y otras patologias que requieren tratamientos con inmunodepresores. En
otras situaciones la enfermedad puede ser adquirida stn causa aparente de 10MUNOCOMPLOMISO O
inmunocompromiso leve (ICL), tales como exposicién a indculos masivos, estrés psiquico,

senilidad, etilismo, tabaquismo, asma, etcétera.
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El espectro de formas clinicas de la enfermedad ha sido sujeto de distintas propuestas dec
clasificacidén. Una de ellas es la propuesta por Negroni y Negrons {Rubinstein & Negroni, 1981].
Cuando los individuos se exponen a concentraciones mastvas de elementos infecciosos pueden
desarrollar una infeccibén respiratoria aguda denominada histoplasmosis pulmonar primariz, la
que se presenta con fiebre, tos no productiva y mal estado general. En estos pacientes, una rapida
y exacerbada respuesta inflamatoria es la causa fundamental de la siotomatologia pulmonar
[Rubin, 1959]. Esta forma clinica bha ocurrido con frecuenaa en brotes epidémicos en Estados
Unidos (EU), México (MX) y Centroamérica [Byrd e al, 1975; Chamany ef al, 2004; Garcia-
Vasquez, 2005; Huhn er 2/, 2005; Morgan éf al, 2003; Schlech e a/, 1983; Stobierski ef al, 1996;
Taylor et al, 2005b; Velazco-Castrejon, 1998; Waldman ef 2/, 1983; Wheat ef 4/, 1981). La misma

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

En mdividvos infectados, el microorganismo puede permanecer en estado de latencia, y la
enfermedad producirse por una reactivacién de la infeccién asociada a una disminucion de la
inmunidad [Graybull, 1998; Porta & Maresca, 2000). Es por esta causa que, pacientes que alguna
vez habttaron y/o visitaron reas endémicas de histoplasmosis pueden manifestar la enfermedad

mucho tiempo después de la exposicida y en paises donde ésta es exodtica

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

reactivaci6én enddgena, se manifiesta cominmente en pacientes con ICS.

Otra presentacidn es la histoplasmosis pulmonar crénica, clinicarmente indistinguible de la
tuberculosis avanzada del adulto, enfermedad a la que puede asociarse. Tambiéa puede coexsstir

con otras enfermedades respiratonias cronicas [Negrons ef o/, 1991; Weisburd, 1995).

L2 forma diseminada crénica es de evolucidn lenta y se caractenza por lesiones
granulomatosas localizadas comunmente en mucosas y parénquima pulmonar, hepatco y
esplénico. Si no es tratada a tempo, puede producir lesiones itreversibles e incluso llevar a la

muerte del individuo [Negroni ef al, 1991).

ORIGEN GEOGRAFICO Y FORMAS CLINICAS

En Argentina (AR) la infeccidén esta muy difundida, a juzgar por e] porcentaje de individuos
reactivos a la histoplasmina, que vada en el wntervalo de 5-78 %, segin el grupo etano y la regidn
geografica [Mangiaterra ef al, 1996; Macticorena ¢f al., 1991; Masih o 4/, 1987; Rodriguez de
Marengo ef al, 1979; Rubinstein & Negroni, 1981; van Gelderen de Komaid ef 44, 1992; 1999). Se

estimz que existen aproximadamente ocho millones de individuos infectados por H. apsulatum en
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todo el pats [Negroni R, comunicacién personal). La pnmera observacién de la histoplasmosis
enfermedad en Sudamérica fue publicada en Buenos Aires, en 1941 [Rubinstein & Negroni,
1981]. Hasta la emergencia del SIDA, la forma predomigante en la zona del Rio de la Plata era la
diseminada crénica, localizada cominmente en piel y mucosas orofaningolanngeas. Esta forma
aun se presenta en pacientes mayores de 45 afios sin deterioro severo del sistema inmune. En este
tipo de pacientes es la segunda mucosis endémica en frecuencia después de la
pacacoccidioidomicosis [Caateros éf al, 2004; Latini, 1985]. En este pais los brotes epidémicos no
son informados con frecuencia y las formas pulmonares agudas son raras [Negrons ¢ al, 1994;

Rubianstein & Negront, 1981].

A partir del pomer caso asociado 2 SIDA descdto en 1983 [Negront & al, 1990], la
mnadenaa de histoplasmosis en pacientes con ICS aumentd drasticamente [Negronu &/ al, 1994].
El indice de prevalencia de la enfermedad fue estimado entre 0.5-1.0 por cada 1000 personas
infectadas [Bava, 1995). En pacentes con ICS el microorganismo actia como oportunista,
produciendo histoplasmosis diserminada aguda o subaguda. Al igual que en las formas
diseminadas crénicas, las lesiones mucocutdneas soa las mas frecuentes. En un hospital de la
ciudad de Buenos Aires, Negroni ¢f o/ [1994] encontraron este tipo de lesiones en 42 de 53 casos
de histoplasmosis asociada a SIDA, diagnosticados entre 1983 y 1992, Mis recientemente, en un
hospital de) mntenor del pais, Pietrobon ef 2/ [2004] también describieron lesiones mucocutaneas

en una alta proporadn de pacientes con histoplasmosts y SIDA (12:16).

En MX, los niveles de infeccidn también son muy vanables. Entre 2 y 87 % de la poblacion,
dependiendo del 4rea geografica, presenta reactividad cutdnea a la histoplasmina. Existen
evidencias sugestivas de que el primer brote de histoplasmosis en el mundo ocurnd en MX a
fines del Siglo XIX, ain aates de la descapcién formal de la enfermedad realizada por Samuel
Taylor Darling en 1906, en un mdividuo de Mastinica que trabajaba en la construccidn del canal
de Panamé [Kwop-Chung & Bennett, 1992; Rippon, 1992]. Pero no fue sino hasta 1943 que se
documentd el primer caso confirmado de histoplasmosis. El primer brote se registré en una mina
abandonada en Nuevo Ledn, en la década de los 50s. Desde entonces se han producido
numerosos brotes epidémicos en el pafs por exposicion a altas concentraciones de conidios, y la
enfermedad es recopocida como un sedo problema de salud y considerada una enfermedad
ocupacional. Entre 1948 y 1955 se registraron 20 brotes, entre 1956 y 1963 se registraron 11, y
110 entre 1963 y 1994. La histoplasmosis ocurre tanto en areas rurales (munas y cavernas) como
en areas urbanas (casas abandonadas, oquedades naturales o artificiales y gallineros). Dada la alta
frecuencia de brotes epidémicos, la forma clinica predominante en este pais es la histoplasmosis

pulmonar primaria 0 aguda, de prondstico sombrio. Ea los brotes donde se registré la
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letalidad, ésta varni6 entce 12 %y 100 %. Segin datos de la Direccién General de Epidemiologia
de MX, entre 1989 y 1991 la incidencia de la enfermedad vané entre 0.1 y 0.18 por 100,000
habitantes, y en 1994 se inccementd a cerca de 0.3 por 100,000 [Vaca-Macin e a/, 1998; Velasco-
Castrején, 1998]. En la actualidad, los brotes siguen ocurniendo pero la enfermedad dejé de ser de
notificacién obligatoria, razdn por la cual no existen datos oficiales en los ulumos 11 afos. Sin
embasgo, el panorama no es alentador y recientemente, en 2001, ocurnd uno de los mayores
brotes de histoplasmosis en una zona urbana, con varios episodios, en ¢] puerto de Acapulco, tan
conocido por su gran atractivo tunistico [Morgan e al, 2003; Taylor e/ al, 2005b]. Las formas
diseminadas también han registrado un incremento concomitante a la pandemia de SIDA [Salas-
Rios e al, 1998; Velasco-Castrejon, 1998]. En contraste con lo que se observa en AR, las

localizaciones mucocutineas fueron y siguen siendo frecuentes [Reyes ef al, 2003].

Entre otros paises del continente Amencano también se descnbieron diferencias en las
formas clinicas y la patogenia de la histoplasmosis. En efecto, comparando las manifestaciones de
la enfermedad, Karimui ¢f al 2002} observaron lesiones cutaneas en 66 % de los pacientes de Sao
Paulo (Sur de Brasil), y sélo 1-7 % de los pacieates de EU. Los autores atabuyen este hecho a
una posible diferencia en la wirulencia eantre los aslamientos obtenidos al Norte y Sur del
Ecuador. En un modelo munino expenimental, el mismo grupo de trabajo demostzo una mayor
virulencia de las cepas de pacientes de Brasil comparadas con las de paciente nortearmencagos
[Duckin ef 4/, 2004]. Un trabajo retrospectivo realizado sobre poblacic'm. del sur de Brasil, [Unis e
al, 2004] mostré un porcentaje elevado de lesiones cutineas en pacientes con SIDA e
histoplasmosis, suginendo que estas diferencias pusden deberse a diferencias en patogenicidad
entre aislamientos de Norte y Sudaménca.

FENOTIPOS Y VIRULENCIA

Macro- y micromorfologia. Desde los pnmeros estudios de caractenizacion de aislamuentos
de H. capsulatum se intentd establecer una asociacidn entre mosfotipo y virulencia. Besliner [1968]
fue la pamera en postular que los aislamientos pamaros son lo mas parecido a la verdadera
forma fungica infectiva y que la diversidad morfoldgica de los cultivos primarios es generalment
ignorada en el disefio de estudios de virulencia y respuesta tnmune. De hecho, la mayoria de estos
estudios se realizaron con cepas muy subcultivadas en el laboratogo, sin tener en cuenta que tal
vez durante las sucesivas resiembras se pierden factores esenciales a la virulencia y la

antigenicidad.

7/93

Caracterizaciém dz cepas de Hisroplama ryvu@*um asociadas a histoplasmosis en pacienses con inmunocompromiso severo
Cricnina Elma Canteros



Inarroduccion

El hecho real es que el hongo aistado de diversos cuadros clinicos de 1a enfermedad muestra
un amplio polimorfismo fenotipico, inclusive con macro- y micromorfologias no caractenisticas
de 1z especie. Estas vanantes incluyen colonias glabras y verrugosas {Rippoa, 1992], colonuas
hdmedas, cerebriformes y pigmentadas a 25-28 °C, con clamidosporas al examen microscopico
[Lacaz et al, 1999; Sandia e/ al, 1993; Sutton ef al, 1997; Taylor ef al, 1999]. Muchos de estos
aislamientos atipicos fueron nouficados en pacientes tratados con annfungicos [Kwon-Chung &
Beapert, 1992] y en pacientes con histoplasmosis asociada a SIDA [Staib & Grosse, 1996; Taylor
ef al, 1999; Zuian ef al, 2005].

Hasta el momento, los escasos estudios de morfotipo y virulencia se realizaron con la fase L.
Diferentes investigadores demostraron que las Jevaduras provenientes de cepas pardas (colonuas
B en fase M) eran letales para el conejo, y ademas mas virulentas en el modelo murnno que las
albinas (colonias A en fase M) [Campbell & Berliner, 1973; Daniels ¢/ al, 1968; Tewan &
Berkhout, 1972].

Dimorfismo. El dimorfismo no es sélo un fendémeno morfogénico, es un evento muy
complejo desde el punto de wvista fisicoquimico (pH, potencial redox, choque térmico),
bioquimico (vias metabolicas), ast como transducional y genético. Se ha comprobado que la
transformacton dimorfica es importante en la patogénesis de H. capswlatum en el modelo munno,
puesto que el bloqueo de esta transformacién coo un inhibidor de grupo sulfhidoco (acido p-
cloromercurifenil-sulfénico) hace que algunas cepas sean incapaces de producir infeccidn vy
enfermedad [Medoff & al, 1987). También, la mayor rapidez de conversidon termodimorfica in
vitro ha sido asociada a mayor virulencia [Kimberln er af, 1981; Medoff ¢¢ 4/, 1986]. Sin embargo,
se .han aslado vanaates que producen enfermedad pero que exhiben cierta incapacidad de
convertir a levadura en las condiciones expeamentales probadas ## vifro [Lacaz éf al, 1999], por lo
que se especula que Jos mecanismos de agresidn de este patégeno son muy complejos [Ignatov &
Keath, 2002]. La obtencién de formas levadusiformes de H. cgpsulaturm en el laboratonio 0o es un
evepto facl Tal aseveracién fue documentada y es compartida por varos especialistas que
trabajan con este hongo [Berliner, 1968; Martinez-Rivera, 1998; Sahaza-Cardona, 2004]. El éxito
eo la obtencidn de levaduras varia con la cepa, el nempo y el nimero de subcultivos, y asimismo
con las caractedsticas del medio de conversién. Para dar un ejemplo, hay cepas que presentan la
pomoconversion fr vitrp en una semana, otras eotre 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 fisiologicos mas
interesaates, relacionados a la viculencia, es la tolerancia de algunos asslamientos de H. capsulatum
a temperatura de 40 °C. Spitzer ef al [1990], con base en el analisis de dos caractedstcas
fenotipicas relacionadas a la cepa de referencia Dowas (clase 1), su termosensibilidad a 40 °C y su
avirulencia para ratones, repoctaron que‘los aislamientos estudiados procedentes de pacientes con
histoplasmosis asociada a SIDA del drea de Sant Louss, Missoun, EU, compartian las
caracteristicas fenotipicas de la cepa Dowas. Esta asocuacién fue corroborada por métodos
geootipicos, los cuales revelaron que los aislamientos de Saint Lows presentaron un perfil

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

Recientes estudios de termotolerancia relacionados a la cinética de crecismuento en fase L
demostraron que de 37 aislamientos estudiados sélo una cepa de AR poseia un pedodo de
latencia similar al de la cepa Downs, (12 h), a las temperaturas probadas; no obstante, l2 unica
termosensible a 40 °C fue la Downs. Asimismo, los estudios feaotipicos asoaiados al tiempo de
generacion (Tg) de la fase L a 37 °C, confirman que H. cpsulatum es un microorganismo de
creamiento lento y que tiene diferentes intervalos de Tg, dependiendo de los aslamientos
estudiados [Sahaza ef al, 2003; Sahaza-Cardona, 2004].

FENOTIPOS E INFECCION MULTIPLE

Macro- y micromorfologia. Berliner {1968), a partir de la observaciéon de asslamientos
morfolégicamente diferentes obtenidos de un rmismo pacente, infind la posibilidad de
infecciones multiples. La infeccidon miluple fue observada con otras especies fungicas, cuya
puerta de entrada es el aparato respiratonio [Bertout ¢f 4, 2001; Haynes e/ al, 1995; Menott e al,
2005; Rodrguez ef al, 1999; Sukroongreung er al, 1999; 2001] No es dégico especular que en un
nicho ecolégico de H. cpsulatum puedao coexistir o cohabitar aslamientos feno- y/o

genotipicamente distintos.

Polimorfismo isoenzimatico. Gaur ef a/ [1981] distinguieron gran vanedad de fenoupos
1soenzimaticos entre aislamientos de H. apwlatum de cuatro areas geograficas de EU. En los
aislamsentos de ratones inoculados con muesteas de suelo, estos autores encontraron que un
mismo ratén estaba infectado con distintos aislamientos que presentaban diferentes fenotipos

zoenzimaticos del hongo, postulando también la existenaia de infeccidén miluple.
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GENOTIPOS Y ORIGEN GEOGRAFICO

La creciente aplicacién de téenicas moleculares a la investigacidn de las relaciones biologicas
trajo acompafiado importantes avances en la taxonomia, la filogenia, la epidemiologia y la
patogenia de una gama de microosganismos, incluidos los hongos. Las caracteristicas ecologieas,
morfologicas y fisiologicas de H. capsulatum se analizaton a la luz de los resultados del estudio del
DNA, y de esa manera se comenzaron 2a dilucidar las relaciones feno- y/o genotipicas entre

atislamientos, su ofgen geografico y su 1nteracaidn con los huéspedes susceptibles.

El polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restaccidn del DNA, conocido por sus
siglas en inglés RFLP (cestriction fragment length polymosphisms), fue uno de los prmeros
métodos moleculares utilizados para clasificar H. capsulatum. A partir de 1992 surge una
clasificacion molecular del hongo, con base en los perfiles de RFLP del DNA gendémico
comparados por hibndacidén con “Southem-blot”, unkizando dos sondas de H. capsulatum, una det
mtDNA y otra de un fragmento de 1.85 Kb obtenido por digestién del gen YPS-3 con la enzima
Hindl11. Esta metodologia establecié seis clases que prevalecen a la fecha, de las cuales cuatro
habian sido descritas previamente [Spitzer er al, 1989; 1990; Viacent ef 4, 1986] y dos fueron
incorporadas de acuerdo con el analisis de nuevos aslamientos [Keath e al, 1992). Esta
clasificacién permiti establecer una relacidn entre genotipos y oggen geogrifico formando ses
clases conocidas: clase. 1 de Norteaménca (ncluye la cepa Downs y similares); clase 2 de
Nocteaménca que contiene la mayodia de los aislamientos de EU; clase 3 (incluye la cepa de
referencia de Panama (PA) G186B); clase 4 que se constituyd con el DNA de un aslamiento de
Flonda; clase 5 con aislamuentos de Centro y Sudamérica; y clase 6 con un unico asslamiento de
un paciente con SIDA de PA. Esta clasificacidn, hecha mayoritariamente con aslamientos de H.
capsulatum va. capsulatum, contiene dos tepresentantes de var. duboisii que se ubicaron en la clase 2

de Norteamérica.

Posteriormente, Kersulyte ef al [1992] y Woods ef al [1993] probaron 20 oligonucledndos
aleatonios como iniciadores en la reaccién de PCR (polymerase chain reaction), método
conocido como RAPD-PCR (randomly amplified polymorphic DNA). Estos autores
lograron discominar diferencias sunles entre aislamientos clinicos de H. wpsulaium que se
agrupaban en la misma clase 2 de Norteamégaca [Viacent e al, 1986]. Ademas de tener una
mayor capacidad de discriminacién, el mérodo de RAPD-PCR y sus vanantes pueden realizacse
con pequefias cantidades de DNA, cuya pureza no necesita ser muy alta. El anilisss de los
resultados de diversos autores utilizando distintos iniciadotes convergieron en que el RAPD-PCR

permute evidenciar agrupaciones geogrificas de los genoupos y abre nuevas posibilidades para
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estudios epidemioldgicos de la histoplasmosis [Canteros ef aZ, 20052; 2005b; 2005¢; Chavez-Tapia
¢f al, 1998, de Medeiros-Muaiz ef al, 2001; Perrotta ¢ al, 2001, Pooawan e al, 1998; Reyes-
Moates ef al, 1998; 1999; Sahaza-Cardona, 2004; Taylor ef a/, 20002; 2005a).

Kasuga ez a/ |1999; 2003], obtuvieron una clara agrupacida filogeografica de un namero
considerable de cepas de H. wapsulatum, que incluyd las vanedades taxondmicas duwboisii y
Jardnrinosum. Paca este estudio utilizaron la secuencia parcial de cuatro genes que codifican las
siguientes protemnas: el factor de nbosilacion del ADP (4RF); el precussor del antigeno H (H-
ANTI); la desarurasa A-9 de dado graso (OLE) y; la a-tubulina (TUBY). Estos autores
descobieron ocho clados asoctados al ongen geogrifico, segun lo refeddo previamente. Esta
técnica, mucho mis precisa para establecer relaciones filogenéticas, también corroborz la

asocracén entre genotipo y lugar de ongen (filogeografia).

GENOTIPOS Y VIRULENCIA

Spitzer & al [1990) fueron los pomeros en relacionar caracteristicas  fenotipicas
(termosensibilidad) y genotipicas (restaccién de mtDNA / hibndacsdén con YPS-3) de
asslamientos clinicos de tres pacientes con SIDA y cinco pacientes VIH negauvos de Missoun,
EU. Los aslamientos de pacientes con SIDA se agruparon genéncamente con la cepa Downs y
fueron termosensibles a 40 °C. Estos autores postularon que los pacientes con SIDA pueden ser
susceptibles a la infeccidn con genotipos Downs-like” de H. wpswulatunm, los cuales no causan
enfermedad en otros grupos de pacientes nmunocomprometidos o no. Sin embargo, esto no

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

Carter ef al {1996], en un estudio con 30 pacientes de Indiana, EU, no encontraron
asociaciéo entre ¢l genonpo de los aislamientos, el estado inmunolégico y/o las formas clinicas
de la enfermedad, al utilizar once marcadores bialélicos en PCR. Sin embargo, en ese estudio, la

enfermedad de base del huésped fue identificada s6lo en 11 pacientes.

En MX, Reyes-Montes &7 al [1999] estudiaron aslamientos de H. wpswlatum de fuentes
naturales y de pacientes con histoplasmosis asociada al SIDA vy, asimismo, de pacientes sin
evidencia de tfeccién con VIH . Al analizar los pecfies electroforéticos del DNA revelados por
RAPD-PCR (iniciador 1281) y los perfiles de exoantigenos obtenidos en SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), los autores sugieren la existencia de una
relacién entre la condicidén de wfeccién con VIH y el feno- y/o genotipo de los aislamientos.

Con el mismo método molecular y el mismo iniciador, en AR, Perrotta er 2 [2001] también
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encontraron que la mayorda de los aislamientos de H. wpsulatum de pacsentes con SIDA se

agruparon en “clusters” muy relacionados.

En Brasil, de Medeiros-Muniz e @/ [2001], al utlizar RAPD con otros mmciadores,
observaron un marcado polimorfismo genético en 28 aislamientos clinicos de pacientes, taato
VIH positivos como negativos. Los aislamientos de los pacientes con SIDA no presentaron un
genonpo predominaate y tampoco estuvieron relacionados con la cepa Downs. Kadnmi e/ 4l
[2002], mediante RFLP e hibndacién con YPS-3, y ademas de RAPD-PCR, compararon
asslamientos clinicos de pacientes con SIDA de Brasi y EU; en los brasilefios predominaban las
lesiones cutineas y sus aislamientos pertenecian a Jos genotipos clases 5 y 6, segun Keath ef 4l
[1992], mientras que las lesiones cutineas eran raras 0 no existian en los pacientes de EU y todos
sus asslamientos pertenecian a Ja clase 2 de Norteaménca Con base en sus resultados, estos

autores postularon la existencia de una asocacidén entre genotipo y tropssmo tisular.

Hasta el momento, los gesultados que respaldan la asociacés genotipo y virulenaa siguen
stendo poco concluyentes, debido 2 que no se caractenza en forma febaciente y sistemauca la
relacidn entre los aislamientos y los datos clinicos del huésped y a que ¢l numero de aistamsentos

estudiados es bajo en la mayoria de los estudios.

GENOTIPOS E INFECCION MULTIPLE

Poonwan e 4l [1998] fueron los primeros en comunicar la coexistencia de diferentes
genotpos en aislamientos de H. apsulatym de un rismo paciente (lavado broncoalveaolar y
sangre). Este interesante hallazgo molecular sustenta los hallazgos fenotipicos previos que
sugieren la posible infeccién milluple. Sio embargo, de Medeiros-Munz ef o/ [2001] y Carter ef al
{2001] oo pudieron determinar diferencias entre aislamientos de diferentes origenes clinicos de un
mismo paciente, al utilizar RAPD-PCR y polimorfismo de secuencias microsatélites,

respectivamente.

A la fecha, la infeccién miltiple no ba sido comprobada categdricamente en la

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

ELECTROCARIOTIPOS

En el pasado, el estudio del canotipo fangico fue telegado porque los métodos de la genética

clisica no peomitian la observacidén de los cromosomas de los hongos debido a suv pequenio
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tamado. Sumado a esto, los métodos citogenétcos son extremadamente labonosos para ser
aplicados a2 un gran namero de aislamientos fungicos. A partir del advenimsento de PFGE (pulse
field gel electrophoresis) en el estudio del genoma fingico, los camoupos electroforéticos
(electrokaryotypes, Eks) de algunos hongos patdégenos de bumanos empezaron a ser
estudiados, entre ellos et de H. capswlatum. Este método, con mas de una vanante, ademas de
permitir el revelado de cromosomas pequefios, evidencia el polimorfismo cromosémico (CLP-
chromosome length polymorphism) que presentan las espeaes fingicas en general [Beadle ef
al, 2003; Fiesro & Martin, 1999; Romero-Martinez ef al, 2004; Zolaa, 1995).

Steele er al [1989)] estudiaron por prmera vez los Eks de tres cepas de laboratono de H.
capsulatum, utilizando dos vadantes CHEF (contour~clumped homogeneous electric field) y
FIGE (field-inversion gel electrophoresis). Estos autores observaron que la cepa Dowas dc
EU, termosensible y avirulenta en el modelo munno, poseia al menos siete cromosomas,
muentras que las cepas G217B de EU y G186B de PA, consideradas viculentas en el raton,
poseian tres y cuatro cromosomas, respectivamente. De esta manera, los autores demostraron la
exsstencia de CLP en H. apswlatum. Posteniormente, Carr y Sherer [1998], usando tres métodos
diferentes, determinaron los tamafios del genoma de las cepas Downs y G186A en 32 y 22 Mbp,
tespectivamente. Recientemente, Magnini ¢f al [2004] vnlizando un mapeo de restrccidn, con tres
endonucleasas (BamHI1, HindlI] y Pal), combinado con vanas técaicas moleculares, calcularon el
tamado gendémico de la cepa G217B por encima de 43.5 Mbp. Estos datos confirman las
diferencias en el tamafio gendmico entre aislamientos de este hongo. Parte de los resultados
publicados de esta tesis confirma el CLP en aislamientos clinicos, revelando 15 Eks entre 19
aslamientos de H. cgpsulaturm de pacientes de AR, MX, Guatemala (GT) y la cepa G186B.
Aunque el CLP quedd ampliamente demostrado, tanto en numero como en tamado de las
bandas, no se encontrd relacion estrecha entre el Ek, 1a enfermedad de base y el ongen geogrifico
(Canteros ef al, 2005d]. Hasta ¢l momento no estin claros los mecanismos por los cuales estas
variaciones en bandas cromosdmicas pueden ocurrir, aunque son vaaas las hipotesis propuestas.
Las especies fungicas pueden, durante su ciclo wial, svfrir reordenamiento cromosdmico,
deleciones y/o inserciones de fragmentos de DNA genbémico durante los procesos de
recombinacién [Fierro & Martin, 1999; Zolan, 1995]. Estos eventos, en otras especies fungicas
patégenas para el hombre, pudieron relacionarse a cambios fenotipicos y fisioldgicos [Magee,
1993; Rustchenko e 2 1994}, a virulencia y, en general, a procesos adaptauvos frente a cambios
ambientales (Zolan, 1995].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La capacidad de H. capsulatum para producir enfermedad esta asociado a factores inherentes
tanto al huésped como al patégeno. La infeccion se puede mantener en forma subclinica mientras
el sistema mnmune es competente, y puede progresar a enfermedad s6lo 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 patégeno, se ha explorado
la diversidad feno- y/o genotipica de H. capsulatum en aislamientos clinicos y ambientales
procedentes de diversas areas endémicas; si bien estos estudios revelaron un vasto polimorfismo
intra-especie, sus resultados son preliminares y todavia contradictonios, particularmente cuando
son asociados con patologias especificas como el SIDA [Carter ef a/, 1996; de Medeiros-Muniz e/
al., 2001; Perrotta et al., 2001; Reyes-Montes 7 al,, 1998; 1999; Spitzer ez al, 1990].

Es posible que pacientes con ICS sean susceptibles a la infecciéon por una amplia variedad
de cepas que habitualmente no son causa de enfermedad en otros grupos de pacientes [Spitzer ef
al, 1990]. En efecto, en pacientes con ICS el microorganismo se comportatia como un
oportunista, y al no encontrar mayor oposicién por parte de la respuesta inmune del huésped,
cualquier cepa estaria en condiciones de producir infeccién 'y postenior enfermedad. En cambio,
slo los microorganismos mas virulentos estartan en condiciones de producir enfermedad en
pacientes con ICL. Si esto es cierto, las caracteristicas genéticas de los aislamientos provenientes
de pacientes con ICL podrian ser distintas de las de pacientes con ICS. Asimismo, las cepas que
afectan a pacientes con diferente grado de inmuoodepresién podrian diferir también en sus

caracteristicas fenotipicas.

Para comprender el alcance real de la relacién huésped-parisito en la histoplasmoss, seria
de mucha utilidad discriminar inmunolégicamente la enfermedad de base en cada paciente, antes

de realizar estudios feno- y/o genotipicos de los aislamientos.
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HIPOTESIS

Cualquier cepa de H. capsulatum var. capsulatum es capaz de infectar y enfermar a pacientes
con ICS. Sin embargo, s6lo algunas con caracteristicas feno- y/o genotipicas particulares son
capaces de producir enfermedad en pacientes con ICL, y estas caracteristicas poddan ser

independientes del origen geografico de los aislamientos.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la stmilitud y diversidad feno- y/o genotipica de aislamientos de H. capsulatum
var. capsulatum procedentes de pacientes con histoplasmosis asociada a los diferentes tipos de
inmunocompromiso y la enfermedad de base, al tipo de materal clinico y al ongen geografico de

los pacientes.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar diferencias fenotipicas (morfotipo colonial, tasa de crecimiento y produccion
de proteinas extracelulares) en la fase infectiva de los aislamientos de H. capsulatum procedentes

de pacientes con ICS e ICL.

Determinar diferencias genotipicas (Eks y CLP del genoma intacto y polimorfismo del
DNA mediante RAPD-PCR) en los aislamientos de H. capsulatum procedentes de pacientes con
ICS e ICL.

Determinar diferencias feno- y/o genotipicas en aislamientos de H. capsulatum procedentes

de distintas areas geograficas de Latinoamérica.

Determinar diferencias feno- y/o genotipicas en aislamientos de H. apsulatum provenientes

de distintas localizaciones anatdmicas de un mismo paciente.
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MATERIALES Y METODOS

AISLAMIENTOS Y CEPAS DE HISTOPLASMA CAPSULATUM

Se analiz6 un total de 74 aislamientos clinicos y dos cepas de referencia internacional, como se

detalla a continuacion:

a) De AR se procesaron 56 aislamientos, provenientes de 44 pacientes, puesto que de algunos
pacientes se lograron multiples aislamientos. La mayorda de los aislamientos de AR fueron
obtenidos durante un estudio de corte transversal realizado, entre 2000 y 2002, por el
Departamento Micologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS,
“Dr. Carlos G. Malbran”, de Buenos Atres. Ademas, se incluy6 un aislamiento clinico del afio
1990 que se utiliza como cepa de referencia doméstica del laboratonio (cepa 90455). Todos estos
especimenes fungicos se mantienen preservados en la Coleccion de Cultivos del Departamento

Micologia.

b) De MX (n = 14) y GT (n = 3), depositados en la “Coleccion de Cultivos de Histoplasma
capsulaturn del Laboratonio de Inmunologia de Hongos, Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM” [Taylor ef £, 1999].

¢) Dos cepas de referencia internacional: Downs de EU y G186B de PA. Ambas donadas por
el Dr. G. S. Kobayashi, de 1a Universidad de Washington.

Se revisaron las historias clinicas de los pacienfes de los cuales provenian los aislamientos y los
datos analizados fueron vertidos en una planilla de Excel version 2000 para Windows. En la
Tabla 1 se describen las caracteristicas mas importantes: numero de registro, procedencia
geografica, sexo del paciente, material clinico y enfermedad de base concomitante. Los pacientes
con HP y una enfermedad manifiesta del sistema inmune fueron clasificados en el grupo ICS, y

aquellos sin causa conocida de inmunodepresién fueron clasificados en el grupo 1CL.

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

durante el mismo o diferente episodio clinico; éstos estan discriminados en 1a Tabla 2.

Los criterios de inclusién de los aislamientos fungicos en el presente estudio fueron
principalmente: la macro- y micromorfologia y la presencia de exontigenos especificos (H y/o M)
en los sobrenadantes de cultivos de la fase M.

Para los ensayos, todos los cultivos de H. capsulatum fueron maotenidos en fase M por
siembras sucesivas cada 90 dias en agar Sabouraud (glucosa 2 %, peptona 1 % y agar 1.5 %),

como procedimiento rutinario de laboratorio.
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ESTUDIOS FENOTIPICOS
MACROMORFOLOGIA DE LA FASE M

Procedimiento. El agar micobidtico (Bioxon, México, DF) se preparo segun las
especificaciones del fabricante, se esteriliz6 en autoclave durante 15 min a 120 °C y se vertieron
25 ml de agar por placa de Petr1 de 10 mm de didmetro. Las placas fueron colocadas en
incubacion 48 h a 25-28 °C, para controlar su esterilidad. .

Un pequefio 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
contaminacion y desecacion. Cada placa se mantuvo en posicidn invertida durante el tempo 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 dias de crecimiento a 25-28 °C

se documento fotograficamente el aspecto de cada colonia, por el anverso y el reverso.

Todos los aislamientos fueron caracterizados por el aspecto colonial tipico para la fase M de la
especie H. capsulatum var. capsulatum. Los datos de la macromorfologia de las colonias fueron
vertidos en una planilla Excel, realizada ad hoc, para su posterior analisis. Los experimentos fueron

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

caracteristicas de cada aislamiento, segin los siguientes criterios de lectura:

¢ Textura: aterciopelada, pulverulenta, glabra;
e Extension: limitada, no limitada;

* Superficie: plana, plegada;

¢ Pigmento pardo: presente, ausente.

Para sistematizar las obsetvaciones se realizé un anilisis de agrupamiento por el método
UPGMA (unweighted pair group method analysis with arithmetic averages), sobre la base
de la matriz de similitud de coeficiente de distancia “taxondmica” entre caracteres. El analisis fue
realizado en NTSYSpc ver 2.02). Se incluyeron en el anilisis las dos cepas de referencia (G186B v

Downs).

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

MICROMORFOLOGIA DE LA FASE M

Procedimiento. Todo el procedimiento se realiz6 en condiciones estrictas de esterilidad.

Dentro de una placa de Petri de vidrio se colocd un soporte y sobre éste dos portaobjetos
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limpios. Se esterilizo el material mediante calor seco (160 °C, 2 h). Sobre cada uno de los
portaobjetos se distribuyé una gota de agar Sabouraud en forma de évalo. Un fragmento de
micelio fingico de 1 a 2 mm fue colocado en cada uno de los extremos del agar. Se invirtid cada
portaobjeto con el moculo y se agregd agua destilada en el fondo de la placa de Petri para
producir una atmésfera himeda. La humedad se controlé periédicamente durante los 35 dias de
incubacién del ensayo a 25-28 °C. El cultivo se inactivd con vapores de formol 40 “. Los
microcultivos fueron fijados con Colodién por 24 h y observados al microscopio previa

coloracidon con azul de lactofenol.

Se registr6 presencia o ausencia de macro- y microconidios. Se midi6 e] tamano de los
macroconidios con un ocular graduado y con objetivo de 40x, en un microscopio 6ptico Nikon
OPTIPHOT-2 (Nikon, Japan). Se midieron, por cada aislamiento, al menos 50 macroconidios en
dos microcultivos y se registraron los valores maximo y minimo (Tablas 1 y 2). En caso de
ausente O escasa conidiacion, se realiz6 la busqueda en al menos cuatro microcultivos. Las
medidas de los macroconidios, fueron vertidas en una planilla de calculo Excel que permitid
determinar el diametro promedio y su desviacién estandar (SD) de los conidios de cada
atslamiento (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 trniocular Nikon
OPTIPHOT.

TASA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (i) 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 indculo de 7 dias,
incubado a 25-28 °C en placas de agar micobidtico, se tomé un fragmento de 1 mm de didmetro,
de cada aislamiento y de las cepas de referencia, y se colocé en el centro de la superficie de la
placa. Los bordes de la placa fueron sellados y 1a placa fue incubada en posicioén invertida. A los
7,14, 21 y 28 dias se realizaron lecturas del didmetro mayor y menor de la colonia. Los valores
obtenidos de cada tiempo fueron vertidos en una planilla de Excel donde se calculé el area de la
superficie de la colonia en mm®, segin la siguiente formula: Area = 7 x R x r (R: radio mayor, :
" radio menor). Se determiné la tasa de crecimiento de los aislamientos y cepas estudiados, por

comparacién del drea (mm®) obtenida en los diferentes tiempos de lectura. Cada ensayo fue
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realizado por quintuplicado. Los valores del area de desarrollo expresadas en mm” dia” fueron
transformados a p dia’ como se indica posteriormente en “Anélisis de correlacién entre el

cultivo sumergido y el de superficie”.

Tasa de crecimiento en cultivo sumergido. Conidios y fragmentos de micelio de un
cultivo de dos semanas en agar Sabouraud a 25-28 °C, fueron suspendidos en 5 ml de solucion
fisiologica adicionada con 5 % de Tween-20. La suspension fue trasvasada a un tubo estéril
conteniendo perlas de vidoo y agitada vigorosamente en un vortex. Una vez homogeneizada, la
suspension fue diluida en Sabouraud liquido hasta alcanzar una turbidez equivalente a2 2 en la
escala de Mac Farland. Un mililitro de ésta fue agregado a 9 ml del mismo medio de cultivo. Se
sembraron 12 tubos por cada ;J.islarniento estudiado. En el dia 7 se tomaron tres tubos, los que se
inactivaron con formol al 40 %. La biomasa de cada tubo fue separada por filtracidén en un
embudo Biichner, 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 dias. Luego, fue pesado para determinar el peso seco del micelio, por
diferencia con el peso previo. Esta operacion se repiti6 para los 14, 21 y 28 dias. Los valores de
peso seco fueron anotados en una planilla de cilculo Excel, y los promedios de los pesos
calculados y la tasa de crecimiento expresada en g dia” fue transformada a p dia”* como se indica

a continuacion.

Analisis de correlacién entre el cultivo sumergido y el de superficie. Los valores de la
tasa de crecimiento en mm’ dia’ y en g dia’, a diferentes tiempos, fueron utilizados para el
calculo de p. Se eligi6 la tasa especifica porque es corstante en toda la curva de crecimiento del
organismo y esta expresada por unidad de biomasa. Para los cultivos en superficie se realiz6 la
transformacién a raiz cuadrada de los datos y se ajustaron al siguiente modelo: raiz cuadrada
(superﬁcie X) = raiz cuadrada (superficie 0) x p x t (X: biomasa al tiempo t, 0: 1ncial, p: tasa
especifica de crecimiento, t: tiempo). Para los cultivos sumergidos se ajustaron los datos al
modelo comun de crecimiento exponencial transformado. Se trabaj6 cod los logaritmos naturales
de los datos, segin la siguiente formula: InX = InX, x p x t (X: biomasa al tiempo t, X, biomasa

inicial, p: tasa especifica de crecimiento, t: tiempo).

CONVERSION DIMORFICA (FASE MA L)

La fase M de los aislamientos y las dos cepas de H. apsulatum estudiadas fueron cultivadas en
diferentes medios para sy conversién dimérfica: (a) medio sintético de Tewan y Kegel [1971]; (b)

medio agar MLGema [Fressatti ez al, 1992]; (c) agar BHI (Difco Laboratones, Detroit, MI)
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suplementado con cisteina y glucosa [Kwon-Chung & Bennett, 1992]. Los cultivos fueron
incubados a 37 °C con agitacion para el medio de Tewari y Kegel, y a 37 °C en atmoésfera de 5 %
de CO, para los medios con agar. Se realizaron subcultivos individuales cada 72-96 h, hasta lograr
la conversién. Una vez obtenida la fase L completa, la biomasa de levaduras procedente de un
cultivo de 72 h en BHI a 37 °C fue cosechada y preservada a -80 °C hasta su uso. La
criopreservacidn se realizd en presencia de suero fetal bovino (GIBCO BRL, Gran Island,
Biological Co. N.Y.) y dimetilsulféxido (9:1) previamente esterilizado por filtracién (Sahaza-
Cardona, 2004).

MACROMORFOLOGIA DE LA FASE L

Procedimiento. Se prepar6 agar BHI (Difco) suplementado y se distribuy6 en placas de Petrt
de 50 mm de diametro, las cuales fueron incubadas 48 h a 25-28 °C para controlar su estenlidad.
Cada asslamiento fue sembrado en el centro de la superficie del agar e incubado a 37 °C en
atmoésfera de CO,. A los 21 dias de crecimiento se documentd fotograficamente el aspecto de la

colonia por el anverso. Los pardmetros determinados fueron:

e Aspecto: liso o rugoso;
e Borde: liso o irregular;

¢ Pigmento: presente o ausente.

IDENTIFICACION Y SEPARACION DE EXOANTIGENOS

Inmunodifusién doble (IDD). La presencia de exoantigenos especificos de H. capsulatum (H
y M) se determind 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 °C en
cultivo estatico. Después de la incubacién, cada cultivo se inactivd con timerosal 1:5000 y se
separé la biomasa micelial por filtracién. El sobrenadante fue filtrado utilizando membranas de
0.22 um y concentrado por congelacion (Taylor ML, comunicaciéon personal). Brevemente, se
repartié el filtrado en dos tubos de plastico de 50 ml y se almacené a -20 °C hasta congelamiento.
La capa supenior mas obscura y densa del congelado (antigeno crudo) se extrajo con una espatula

(aproximadamente entre 2 y 4 ml), se coloc en un tubo y se preservé a 4 °C.

Para identificar la especificidad de cada exoantigeno se utiliz6 el método de inmunodifusién
doble en gel de agar IDD) [Ouchterlony & Nilsson, 1978], empleando los reactivos biolégicos

del equipo IMMY (IMMUNO-MYCOLOGICS, INC. Norman, OK), tanto el suero anti-H.
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capsulatam como su antigeno homodlogo. La identificacién inmunoldgica de los aislamientos se

efectud con base en la aparicion de las bandas de identidad, H y/o M, caracteristicas de la especie.

Separacién electroforética de exoantigenos. Los exoantigenos previamente identificados
por IDD fueron sometidos a SDS-PAGE. Inicialmente, se determiné la concentracion de
proteinas totales utilizando el método de Bradford [Bradford, 1976]. Cada exoantigeno, ajustado
a la concentracién de trabajo segun los mg de proteinas, fue diluiddo 1:4 en amortiguador de
preparacion de muestra (Tas-HCI 0.125 M pH 6.8, conteniendo SDS 2 %, glicerol 10 %, 2-
mercaptoetanol 5 % y azul de bromofenol 0.025 %) y tratado a 100 °C por 4 mun.

La electroforesis se realizd segin el método de Laemmli [Laemmli, 1970] en el sistema Mins
Protean 11 (Bio-Rad Laboratosies, Richmond, CA) a 200 V por 40 min a 4 °C, usando como
concentrador un gel al 4 %, y como separador un gel homogéneo al 12 %. Se sembr6 1.0-1.2 g
de proteinas por carril. Cada exoantigeno fue sometido a dos corridas electroforéticas, como

minimo.

Se utilizé un marcador comercial para SDS-PAGE de amplio peso molecular en el intervalo
de 200-6.5 kDa (Bio-Rad), y el antigeno testigo de H. cgpsulatum producido en el INEI-ANLIS
Dr. Carlos G. Malbrin de AR, previamente validado por IDD y Western blotting (WB) frente a

antigeno y antisuero estindar.

El gel fue coloreado primeramente con Coomassie blue R-250 (limite de deteccidn 1-10 ug de
proteinas por banda) al 0.1 % en metanol al 40 % y 4cido acético glacial al 10 %, durante 1 h.
Enseguida, decolorado con una mezcla de metanol al 40 % y 4cido acético al 10 %, hasta la
visualizacién de las bandas. Para aumentar la sensibilidad, los geles fueron revelados
posfeciormente con plata (limite de deteccién 10-100 ng de proteinas por banda), utilizando el
método de Oakley ef 4l [1980]. Brevemente, el gel procedente de la coloracién con Coomassie
blue fue lavado con etanol al 50 %, pre-tratado por 1 min exacto con tiosulfito de sodio (N3,S,0,
5 H,0 0.2 gI"), lavado tres veces con agua bidestilada por 20 s exactos, impregnado por 20 min
con solucién de nitrato de plata (AgNO; 2 g 17, formol 0.75 ml 1') y lavado 2 veces con agua
bidestilada por 20 s. El revelado se realiz6 con solucién de tiosulfito de sodio-carbonato de sodio
(Na,S,0, 5 H,O 4 mg I'', Na,CO, 60 g1, formol 0.5 ml 1), hasta la aparicién de bandas pardas.
La reaccion fue detenida con metanol al 50 % y 4cido acético al 12 %. Los geles fueron

documentados en un esciner UMAX Astra 610 P.

22/93

Caracterizacion de cepas de Histoplasma capsulatum asociadas a histoplasmosis en pacientes con inmunocompromiso severo
Cristina Elena Canteros



Mareriales y Mrerodos

Western blotting. Para confirmar la presencia de bandas H y M e idenuficar sus posiciones
en el perfil electroforético, se usé el método de WB [Pizzini e 4/, 1999]. Brevemente, luego de
efectuada la separacién de proteinas 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-CIH 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20 % v:v, pH 8.3).
Las membranas fueron bloqueadas con albumina al 5 % y la presencia de las bandas H v M fue
revelada con un suero hiperinmune de conejo ant-H. capsulatum, dilmdo 1:100 [Perrotta e/ al.,
1998]. Se utiliz6 proteina A-peroxidasa de ribano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) diluida

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

ESTUDIOS GENOTIPICOS
AMPLIFICACION DE DNA AL AZAR POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (RAPD-PCR)

Cultivo del microorganismo. Los aislamientos se mantuvieron en caldo GYE en cultivo
estatico a 25-28 °C, durante 3 a 4 semanas. Cada micelio se coseché individualmente por
filtracién en un embudo Biichner con papel filtto 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 verificacién de la identdad de H. capsulatum mediante IDD en los
sobrenadantes de los cultivos concentrados por congelacién. En ausencia de bandas H y/o M
por IDD frente al suero de referencia, el micelio fue considerado contaminado y por lo tanto

descartado.

Extraccion del DNA genémico. Una porcién de aproximadamente 2 g de cada micelio se
trituré con nitrégeno liquido en un mortero de porcelana hasta obtener polvo fino. El micelio
triturado se repartié en cuatro tubos Ependorff y se adicionaron 600 ul de amortiguador de
extraccién (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 50 mM, SDS 6 %, B-mercaptoetanol 1 %). La
suspension resultante se agité manualmente y se dejé reposar 1 h a temperatura ambiente. Luego
se centrifugb a 14000 rpm a 4 °C, por 10 min, y el sobrenadante (500 pl aproximadamente) se
transfirié a un tubo Ependorff, al cual se adicionaron 10 pl de proteinasa K (Sigma) a una

concentracién final de 200 pg ml'. Después de mezclar e incubar por 2 h a 55 °C, se adicioné

RNAsa (Qiagen Hilden, Alemania) a una concentracién final de 100 pg pl' y se incubd a 37 °C
por 2 h. La extraccién del DNA se realizé con igual volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), agitando el tubo suavemente por inversion, hasta obtener una mezcla

lechosa. Enseguida, se centrifugd a 14000 rpm a 4 °C por 15 min. La fase acuosa (superior) fue
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separada y colocada en un nuevo tubo donde se agregaron 10 pl de acetato de sodio 3 M y 2
volimenes de etanol 100 % en frio. Cuando se observé hebra de DNA, ésta fue separada, lavada
con etanol 70 % y resuspendida en 100 ul de agua de MilliQ. En ausencia de hebra de DNA, el
tubo se 1ncubd a -20 °C toda la noche. Al dia siguiente, se realiz6 la centrifugacion y el botén fue
lavado con etanol al 70 %, secado y resuspendido en 50 ul de agua de MilhiQ.

Para venficar la presencia y calidad del DNA, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al
0.9 %, preparado en amortiguador TBE 0.5X (T'ris-Base 45 mM, acido bérico 45 mM, EDTA 1
mM) adicionado con 1:10000 partes de bromuro de etidio 10 pg ml'. Dos microlitros de cada
muestra fueron mezclados con igual volumen de amostiguador de muestra (Trs-HCl 10 mM pH
7.5, CINa 50 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol 5 mM, glicerol 20 %, azul de bromofenol 1 mg ml",
xileno cianol 1 mg ml™) y sometido a electroforesis (100 V, 40 min) en el mismo amortiguador en
el que fue preparado el gel. Después, se observé la presencia, integridad y pureza del DNA en un
transiluminador. Las muestras fueron conservadas a -20 °C para su uso posterior. Cuando el
DNA presenté impurezas, se repitié el tratamiento con RNAsa y/o proteinasa K, y extraccion
con fenol:cloroformo:alcohol 1soamilico (25:24:1).

Determinacién de la concentracion de DNA. Se realizd una electroforesis de 2 pl del

DNA problema y concentraciones crecientes de fago A (GIBCO) en agarosa al 0.8 % con
bromuro de etidio. Se visualizé por UV y se registr6 la banda de DNA en un fotodocumentador
de geles GeneCam (Synoptics Ltd, Syn Gene, Cambridge, UK). La estimaci6n semicuantitativa de
cada muestra se realizd por comparacién visual de las imagenes documentadas. Los DNAs de

todos los aislamientos fueron diluidos a una concentracién de 10 ng pl'™.

RAPD-PCR. Se empled una versién del método probado con anterioridad para H. capsulatum
con excelentes r:sultados [Hu ef a, 1995]. Se emplearon dos iniciadores de 10 nucleétidos: 1281
(5"-AACGCGCAAC-3’) y 1283 (5'-GCGATCCCCA-¥) (Operon Technologies Inc. Alamenda,
CA). Las condiciones de trabajo fueron estandarizadas previamente [Taylor e a/., 2000a] con 10
ng de DNA gendmico, 30 pmoles de cada iniciador, MgCl, 2.5 mM, dNTPs (Invitrogen- Tech-
Line Life, USA) 0.2 mM, Tag DNA polimerasa (Perkin-Elmer Cetus Norwalk, CT) 1 U y
amortiguador 10X 2.5 pl para un volumen final de reaccidn de 25 pl.

En un termociclador (Cycler Ver 2.038, Bio-Rad) se aplicé el siguiente programa de
amplificacidén: un ciclo de 7 min a 94 °C, seguido por 45 ciclos de 1 min 2 92 °C, 1 min 235 °Cy

1 min a 72 °C. Finalmente, se llevo a cabo una extensién de 5 min a 72° C.
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Los productos de amplificacién fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %
en amortiguador TBE 0.5X durante 270 min a 90 V. Se utilizé 123 bp DNA Ladder (Invitrogen)
como estandar de pares de bases. Para visualizar las bandas, los geles fueron coloreados con
bromuro de etidio a una concentracién de 10 pug ml-1. La imagen de los geles fue capturada en
un fotodocumentador Gene Snap Synoptics. El tamafio de los fragmentos se calculé por
comparacién con el marcador 123 bp DNA Ladder. El RAPD-PCR fue realizado por triplicado,

como minimo para cada DNA.

CARIOTIPIFICACION POR ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSANTE (PFGE)

Preparacién de los bloques de agarosa. Las levaduras se cultivaron por 72 h en caldo GYE
a 37 °C y agitacién a 120 rpm. Las células fueron cosechadas, centrifugadas y lavadas con agua
destilada. Como paso previo a la preparacién de los bloques de agarosa se estimul6 la formacion
de esferoplastos; para ello se probaron diferentes cantidades de enzima lisante de Trichoderma
harganum (Sigma) (entre 300 y 600 pig) y liticasa (Sigma) (entre 80 y 200 U). La actividad Sptima
para 0.1 g de levaduras se logrd con una mezcla de 500 pug de enzima lisante de T. harganum y 84
U de liticasa. Enseguida, las células fueron inmersas en agarosa de bajo punto de fusidon (2 %) en
amortiguador EDTA 0.125 M, y la mezcla fue dispensada en los moldes para formar bloques.
Los bloques formados se incubaron con agitacién suave por 8 h a 25-28 °C. Los esferoplastos
fueron lisados con una solucién de laurilsarcosina al 1 % en EDTA 500 mM pH 8.0, y proteinasa
K (0.5 mg ml") con agitacién suave a 55 °C por 18 h. Luego, los bloques fueron lavados tres
veces a 50 °C con amortiguador Trs-EDTA (Tmis 10 mM y EDTA 1 mM) y finalmente dos
veces con el mismo amortiguador a 25-28 °C. Los bloques fueron conservados a 4 °C en
amortiguador EDTA 50 mM hasta su utilizacion.

Una porcidén del cultivo oniginal se incubd en 500 ml de caldo GYE a 25-28 °C hasta el
crecimiento total del hongo en la superficie del medio liquido (30 a 60 dias). En el sobrenadante
de este cultivo concentrado por congelacién se buscd la presencia de bandas especificas de

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

Optimizacién del PFGE para H. capsulatum. La separacién electroforética de las bandas
cromosOmicas se realiz6 en un aparato CHEF-DR III (Bio-Rad). La Tabla 3 muestra los
protocolos de corrida electroforética sugeridos para tres distintas especies fungicas con bandas
cromosdmicas cuyos tamafios estuvieran en los intervalos de las posibles bandas de H. cgpsulatunm.

Todas las electroforesis para H. capsulatum se realizaron en amortiguador TAE 1X (Tnis-acetato
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40 mM pH 7.5, EDTA 2 mM pH 8.0) a temperatura constante de 14 °C y con angulo de 106°.
Los geles fueron revelados con bromuro de etidio, observados en un transiluminador y

documentados fotograficamente.

Se probaron diferentes protocolos de cornida con base en: (a) los protocolos sugendos en la
Tabla 3; (b) estudios realizados por otros investigadores sobre separaciéon cromosémica de
hongos [Perrotta et al., 2002; Sambrook & Russell, 2001]; (c) el ndmero y tamafio de las bandas
cromosomicas de H. capsulatum estimado por Steele et a/. [1989]. Dada la variabibdad prevista en
el numero y tamafio de las bandas cromosémicas de este hongo, en la mayoria de los protocolos
se emplearon diferentes gradientes de tiempos de pulso para evitar areas de compresion de
bandas en el centro del gel. En la Tabla 4 se presenta una sintesis de las condiciones probadas

antes de elegir el mejor protocolo de cornda.

Preparacién de bloques de referencia. En la imposibihdad de contar con un control de las
corndas de PFGE con bandas cromosémicas por encima de los 5.7 Mbp, y frente a la necesidad
de este patron para luego trabajar con el programa de analisis de perfiles, se eligié un aislamiento
para utiizarlo como estandar en todas las corridas de PFGE. Para esto se seleccion6 un
aislamiento que poseia el Ek mas comun entre los aislamientos estudiados. Este fue denominado
“Control” y éorrespondié al aislamiento 02923. Los tamafos de sus bandas, fueron calculados
previamente con base en dos estandares, Hansenula wingeir: 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 tamafios de bandas cromosdmicas
calculados para el bloque “Control” fueron: 7.0, 5.8, 4.5, 3.8 y 2.4 Mbp. Varios bloques de la cepa
02923 fueron producidos y conservados a 4 °C para ser utilizados en todos los expenmentos, en

conjunto con los marcadores comerciales.

ANALISIS DE PERFILES ELECTROFORETICOS

Los perfiles fotodocumentados procedentes de los ensayos de SDS-PAGE, RAPD-PCR vy
PFGE fueron sometidos al programa computarizado BioNumerics versiéon 4.0 (Appled Maths,
Kortrijk, Belgium, http:// www.ggplied-maths.com), que realiza el analisis integral de las
relaciones bioldgicas entre los aislamientos estudiados segun los diferentes ensayos. Las imagenes
fueron convertidas a formato tiff en 256 tonos de grises, y al menos 300 dpi de resolucion en el
procesador de imagenes Adobe Photoshop, versién 6.0. Para la construccién de la base de datos
de H. capsulatum se crearon tres experimentos de tipo. “fingerprint”, uno para SDS-PAGE, otro
para RAPD-PCR, y el dltimo para PFGE. Las imagenes digitalizadas fueron ingresadas 2 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 Gltimo carril como estandar externo para la normatizacion. Esto
permiti6 realizar comparaciones intergeles, puesto que a partir del primer gel ingresado de cada
experimento se define un sistema de referencia con base en la posicion de las bandas de los
estandares respectivos. A partir de la normatizacion, los siguientes geles fueron comparados al gel
inicial de cada experimento. Se utilizaron los siguientes estandares: 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 preparaciéon del bloque de referencia).
Ademas, en todas las cornidas electroforéticas de PFGE se incluyeron bloques de H. wingeii y

Sch. pombe en los carsiles centrales, para evaluar la reproducibilidad del bloque “Control”.

Una vez que las imagenes de todos los geles obtenidos de un mismo tipo de experimento sc
normatizaron, segun este sistema de referencia, éstas se grabaron en la base de datos. La similitud
entre los perfiles electroforéticos de un mismo expenmento se analizaron en upna matnz
construida con base en la cantidad y posicién de las bandas. Para ello se aplico el coeficiente de
Dice, con tolerancias de 2 % en los experimentos de SDS-PAGE y RAPD-PCR, y de 3 % en el
expenmento de PFGE. La tolerancia indica el maximo desplazamiento permitido entre bandas de
dos perfiles idénticos. Para construir el dendrograma, se utilizé en el programa Bionumencs el
método de UPGMA. La confiabilidad de los agrupamientos de cada expenmento fue
determinada por el calculo del valor de correlacion cofenética (Bionumerics) mostrados en cada
nodo de los dendrogramas. Este método calcula la correlacién entre las similitudes denivadas del
dendrograma y la matriz de similitud, proporcionando una medida de confiabihdad estadistica
para cada agrupacién. Asimismo, se calculd el valor de corte, que permite definir de manera mas

fehaciente los grupos segregados.

Posteniormente, los fenottpos SDS-PAGE y los genotipos RAPD-PCR y PFGE fueron
incorporados a las Tablas 1y 2 para los analisis estadisticos pertinentes.

ANALISIS ESTADISTICO

Sigm'ﬁéancia (P). Para determinar este parametro estadistico entre las vanmaciones del
diametro promedio de los macroconidios y de las tasas especificas de crecimiento entre diferentes
aislamientos, se calcul6 la ¢ de Student utilizando el programa MedCalc (http://www.medcalc.be).

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

individuales como el morfotipo, la capacidad de conversion 7z vitro de la fase M ala L, y el
fenotipo SDS-PAGE versus el ongen geogrifico, condicion ICS/ICL y el matenal clinico del

aislamiento fangico utilizando la prueba de Chi cuadrado.
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Anilisis de correlacién multiple (R). Las relaciones entre todas las vanables se realizaron

por el analisis de correlacién multiple, usando el paquete estadistico R version 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 vanables en columnas en una tabla de Excel. Las
variables cualitativas binarias se codificaron como 0 (ausencia) y 1 (presencia), las cualitativas
multinominales con “n” niveles distintos se descompusieron en “n-1” vanables independientes
con codificacién cero/uno. Las varables numérnicas continuas, como tasa especifica de

crecimiento y tamafio de macroconidios, no fueron codificadas.

El PFGE s6lo pudo ser analizado versus el ongen geografico, condicién ICL/ICS, y el
matenial clinico del atslamiento fingico por la imposibilidad de obtener la fase L en algunos
casos. Finalmente, se analiz6 si existia alguna asociacién entre los patrones de bandeo SDS-
PAGE y RAPD-PCR. Se construyeron tablas de contingencia y se evalud la hipotesis nula de que

no hubiera asociacién entre ellas.
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RESULTADOS
CLASIFICACION CLINICA DE LOS AISLAMIENTOS

El 68 % de los pacientes fueron del sexo masculino y el 24 % del femenino; en dos casos el
sexo del paciente no fue registrado en la histona clinica. Los 57 aislamientos fangicos de AR, 14
de MX y tres de GT, fueron clasificados segin la condicién de inmunocompromiso de los
pacientes [ICS-SIDA, ICS-HIV(-) e ICL} y el matenal de ongen del cual el hongo fue recuperado
(Tablas 1y 2).

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

conjuntamente por la cercania geografica de ambos paises.

Los aslamuentos de AR fueron, en su mayora, de pacientes con SIDA (63 %), mentras 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 ésea. Una importante proporcion de
aislamientos de AR provinieron de lesiones de piel (32 %) y, 12 mayoria de éstos, de pacientes con
SIDA (36 %); sin embargo, la relacidén no fue significauva (P > 0.01). Sélo un astamiento
procedente de un paciente de GT fue obtenido de piel (EH-364) y otro de mucosa de un paciente
de MX (EH-359) (Tablas 1, 2y 5).

La Tabla 2 agrupa los miloples aislamientos obtenidos de diferentes matenales clinicos de uo
mismo paciente, 0o referidos en 1a Tabla L En el caso del paciente N° 6, los aislamientos 01751,
01869 y 01870 correspondieron a un mismo epssodic, ya que fueron aislados en el lapso de un
mes; el otro aslamiento de este paciente, 01894, fue obtenido cuatro meses después del
tratamuento, y considerado de diferente episodio clinico. En cambio, los aislamientos de los
pacientes N° 2, N° 7 y N° 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 excepcion
del paciente N° 5, los restantes fueron catalogados como 1CS.

ESTUDIOS FENOTIPICOS
MACROMORFOLOGSA DE LA FASE M

Con base en la clasificacién propuesta por Berliner [1968], se encontrd que de 74 aislamientos
estudiados 66 fueron del tipo colonial pigmentado B (89 %). Sin embargo, visvalmente, las

vagaciones macromorfoldgicas fueron mas diversas, por Jo que se sumaron otras caractenistcas al
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analisis. Al incluir todos los critenios de anahisis del aspecto colonial se formaron nueve grupos

que fueron denominados arbicranamente mosfoupos I al IX (Figura 1).

La cepa de referencia Downs, con morfocaracteristacas unscas, con coloma glabra, crecimiento
limitado, plegada y albina (colonia A), segregd de forma independiente en ¢l dendrograma, en el
morfotipo VIII (Figura 2 a). La cepa de referencia G186B fue similar en macromorfologia a la
Dowas, pero con colonia B, y se agrupé en el morfoupo VI (Figura 2 b).

El morfotipo predominaate fue el IV que agrupd el 37 % de los aslamientos esrudiados
(n = 28). Este morfotipo presentd colonias B de superficie plana, crecimiento no hmurado y
textura pulverulenta. Algunos de estos aislamientos mostraron la peculiandad de crecimsento
sectonzado en forma de diana (Figura 2 ¢). El morfotipo I le sigui6 en frecuencia al anterior con
27 % (o = 21) de los aislamientos comparnendo la mayona de las caractensticas colomales, a

excepcion de la rextura 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 II, muy parecidas a las del I, fueron
albinas (Rigura 2 e); el morfoupo III fue pardo, con colonias plegadas, crecimiento no limitado y
textura aterciopelada (Figura 2 f); el morfotipo V, se diferencié del anterior solo por su
crecimiento bmitado (Figura 2 g); el morfoupo VII fue formado por colomas A, plegadas, de
crecimiento no limitado y textura aterciopelada (Figura 2 h); y, finalmente, el morfoupo IX
incluyd colonias B, plegadas, de crecimiento limitado y textura pulverulenta (Figura 2 i).

La asociacién eotre los morfotipos coloniales generados por UPGMA, los orgenes
geograficos y las condiciones inmunoldgicas del paciente, aparece sintetizada en la Tabla 6, y la
relacién con los materiales clinicos de donde procedieron los aislamientos, en la Tabla 7.

Los morfotipos predominantes 1 y IV se hallan en ambas latirudes del contnente amencano.
El morfotipo TV fue aislado en 44 % de los pacientes de AR y en 24 % de los pacientes de
MX/GT, estos ultimos todos con ICL. El morfotipo I fue cultivado de 41 % de los pacientes de
MX/GT y 24 % de los de AR (Tabla 6). Hay que recordar que las diferencias entre estos dos
morfotipos es s6lo en la textura (Figuras 2 c y d).

Los aislamientos de los pacientes ICS-SIDA, particularmente de AR, se ubicaron en todos Jos
morfotipos, excepto el VIII, que correspondié a la cepa Downs. Por otra parte, los aislamientos

de pacientes con ICL de ambas lattudes se distaibuyeron en los morfotipos I, 111, TV y VIIL
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Se enconud un morfotipo aberrante (similar a la cepa G186B) procedente de un paciente 1CS-
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 y 1 se muestran los reversos tpicos de

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

Al comparar los materiales clinicos de los que H. capsulatum fue aislado, versus el morfoupo
(Tabla 7), se observé que los morforupos mas comunes, 1 v IV, se aislaron de todos los
materiales clinicos. Sin embargo, los demas morfotipos fueron aislados en bajo nimuro \ no sc

enconwrd relacion entre éstos y el matenal de ongen (P = 0.319).

Los aislamientos de diferentes materiales clinicos de un mismo paciente no siempre mostraron
morfologias coloniales idéndcas (Tabla 2). Los aislamientos 00205 (sangre) y 00335 (picl);
provenientes del pacieate N° 1 presentaron colonias disimiles; mientras que la coloma aislada de
sangre fue parda, aterciopelada, de crecimiento no limitado y superficie plana (morfoupo I); la de
piel se diferencié en su crecimiento limitado y superficie plegada (morfoapo V) (Figura 3 a). Un
fendmeno similar se observé entre fenotipos coloniales de otros tres muluples aislamuentos
procedentes de los pacientes N° 3, N® 4 y N° 6. De estos, los aislamientos correspondientes al
paciente N° 4 se tlustran en la Figura 3 b, por la notona d*ferencia en la morfologia colorual. En
el paciente N° 6, el cuarco mildple aislamiento, obtemdo postratamiento  fuc

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

MICROMORFOLOGIA DE LA PASE M

Los macroconidos fueron eo general globosos, con proyecciones digiuformes de la pared.
Debido a que ios microcultivos conservan la integridad de las estrucruras fungicas, se pudo
observar con frecuencia que los macroconidios emergian de conidiéforos cortos que formaban
un dngulo de 90° con la hifa que le dio orgen, caracterdsuca distintiva de H. capswlatnm (Figuras 4
a'y b). En algunos aislamientos se observaron, ademis, macroconidios piriformes de pared lisa o

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

‘

Los microconidios fueron globosos o piriformes y de pared hisa (Figura 4 g). Sin embargo, ¢n
algunos aislamientos éstos presentaron particularidades, como tamano muy pequeno (=1 pm) en
el caso del aislamiento 00225, que en ocasiones formaban cadenas de hasta tres conidios, a
diferencia de la morfologia clésica ilustrada en el aislamiento 00335 (ver detalles en la Figura 3
a). También presentaron microconidios en cadenas cortas, los aislamientos 01733 (Figura 4 h) v

01730 (dato no mostrado).
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Las dos cepas de referencia, Downs y G186B, no mostraron estructuras tipicas de la especte;
estas cepas no desarrollaron comdios y presentaron micelio septado, con hifas espiraladas y
clamidosporas terminales e intercalares (Figuras 5 a y b). La ausencia de macroconidios fue
registrada en cuatro aislamientos de pacrentes de AR (01730, 01731, 01746 y 01752) (Tabla 1).
Asimismo, la ausencia de microconidios s6lo se aotd en un aislamiento (01558) de un paciente de
AR, aunque este aslamiento desarrolld escasos macroconidios de pared lsa (n = 10) vy
clamidosporas terminales e intercalares en los tres preparados estudiados (Figura 5 c). Después
de la busqueda exhaustiva en dos a cuatro microcultivos, la mayoda de los aislamientos revel6 un
numero supenor a 25 macroconidios. Sin embargo, en tres aislamientos (01735, 01736 y EH 364)
el nimero de macroconidios fue inferior a 10, y en ciaco (01558, EH-448, 00205, 00335 y 01749)

entre 10y 25 (Tablas 1y 2).

Los didmetros promedio de los macroconidios oscilaroa entre valoges de 6.5y 13.9 ym, v el
de los microconidios entce 1y 4 pym. En dos aislamientos (02924 y EH-409) se observaron
algunos macroconidios con tamafos de 20 pm (Figura 5 d).

A pesar de que los aislamientos presentaron macrocomdios con morfologia tipica, la mayoria
de éstos fueron de tamafios promedios infenioses a 8 pm, y el limite infenor del didmetro de los
macroconidios en 48 aislamientos fue de 6.3 um (Figuras 5 e y f) (Tablas 1y 2).

La diferencia entre los didmetros promedios de los macroconidios de los aslamientos de
pacientes con ICS versus ICL no fue estadisticamente significativa (ICS: 8.6 * 1.6, n = 54 vs.
ICL: 9.2 * 1.7, n = 16; P = 0.1983, 7 de Student). Sin embargo, los didmetros promedios de los
macroconidios de pacentes ICS-SIDA, independientemente del ongen geografico, fueron los
menores (8.0 y 8.3 um para MX/GT y AR, respectivamente) (Tabla 8). El andlisis estadistico
entre los diametros de los macroconidios de los aislamientos provenientes de pacieates JCS-
SIDA ea relacidén con el resto de Jos aislamientos fue significatvo (ICS-SIDA: 8.2 % 1.3, 0 = 39
vs. ICS-HIV(-) + ICL: 9.5 * 1.8, a = 31; P < 0.0008, ¢ de Student).

Aunque 0o hubo diferencias significatvas entre los didmetros promedios de los
macroconidios de los aislamientos procedentes de los diversos matenales clinicos (P > 0.05, 7 de
Student) (Tabla 9), es importante sefialar que los aislamientos de ongen respiratopo ruvieron el
mayor didmetro promedio, 9.6 £ 1.5 pm.

Eatre aslamientos de diferentes materales clinicos del mismo pacente también se observo
vagacion en el diametro de los macroconidios. En cinco casos (N° 3-5, N° 7 y N° 8) las
diferencias en el diimetro promedio de los macroconidios fueron estadisticamente significativas
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(P < 0.01, 7 de Srudent). Por ejemplo, en el paciente N° 4, se pudo observar una diferencia
significatva (P = 0.003) en el tamafio de los macroconidios de Jos aislamientos 01744 y 01745, dc
piel y sangre, respectivamente (Figura 3 b). En el paciente N° 6, el diametro promedio de Jos
macroconidios del aislamiento 01894 (postratamiento) fue mas pequerio que ¢l del 01869 y 01870
(pretratamiento) (P < 0.0001); sin embargo, no se observé diferencia con el diameuo del
aislamiento 01751 (P = 0.0672) (pretratamiento), obtenido de muestra de sangre durante el

primer episodio clinico de este paciente (Tabla 2).

TASA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO

Las tasas especificas de crecimiento, determinadas tanto por cultivo en superficie v sumergido,
expresadas en p dia” se muestran en la Tabla 10. Se obtuvo una correlacién R = 0.66 (R*: 0.44)
entre las tasas obtenidas por ambas metodologias; este valor es aceptable para la relacion
propuesta, considerando que los medios en ambos expenmentos difineron en los componentes
anomicrobizanos (cicloheximida y cloranfenicol) en el medio sélido, y que H. capsulatium crece
mejor en superficie que en cultivos sumergidos. De acuerdo con la correlacidn posiuva enuec
ambos métodos, se eligid el crecimiento en superficie para realizar el calculo de p del total de
los aislamientos, por la facilidad y reproducibilidad de la 1.2zrodologia. Los valores de p de las
cincos lecruras realizadas para cada aislamiento se promediaron, y el promedio y su * DS fueron
verddos en las Tablas 1y 2.

Los valores de p oscilaron entre 0.61-2.15 dia" (Tablas 1y 2), lo que quere decir que Ia
biomasa del aistamiento de crecimiento mas lento aumentd en 0.61, y del mas ripido en 2.15
veces, cada 24 h. La cepa Downs y los aislamientos 01730 y 01753 de pacientes ICS de AR
exhibjeron los valores de p mis bajos < 0.71 dia’, y los aislamientos EH-46 y EH-53 de
pacientes [CL de MX los mis altos > 2.13 dia™ (Tabla 1).

Para poder analizar la relacién enwe el crecimiento de la colonia versus el origen geografico, ¢l
estado ICS/ICL de los pacientes y el matenal clinico de origen, los valores de p fueron separados
en grupos. Considerando que la distibucién de las tasas fue de dpo Gauss de dos colas, se
asumié como el grupo de tasa intermedia el que posefa una-tasa media £ 1DS (1.48 % 0.34 dia™).
En este intervalo de tasa se agruparon el 66 % (n = 50) de los aislamuentos estudiados. Las
colonias con p infenores (n = 11) y supenores (n = 13) al intervalo medio, fueron consideradas
como de baja y alta tasa, respectivamente. De esta manera, quedzron constituidos tres grupos de
aislamientos con tasas: (a) menores a 1.14 dia™; (b) entre 1.14-1.82 dia™; (c) mayores 2 1.82 dia.
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La relacidn exustente entre estas rasas de crecimiento cop el ongen geografico y el estado
inmunoldgico del paciente se sintetiza en la Tabla 11 Diez aislamientos de pacientes con SIDA y
uno de paciente transplantado (ICS), tuvieron p inferiores a 1.14 dia”. En todos los aislamientos

proveniente de pacientes ICL, los valores de p. fueron supegores a 1.14 dia”, independiente del
ongen geografico (Tabla ).
Al comparar los intervalos de p versus los matenales de donde el hongo fue recuperado

utdizando la prueba de Chi cuadrado, no se encontrd ningin npo de asociacion (P = 0.1384)
(Tabla 12).

Entre aislamientos de diferentes matenales clinicos de) musmo paciente, N° 1, N° 5y N° 7, se

encontraron diferencias significativas en la p (P < 0.001, 7 de Student) (Tabla 2).

La rasa especifica de crecimiento de la fase M esta directamente relacionada con el mosfoupo
colonial, puesto que todas las colonias de crecimiento no limitado presentaron uoa p supenorala

media calculada (datos no mostrados).

CONVERSION DIMORFICA

Durante el desarrollo del protocolo sélo se logrd la fase L de 54 aislamientos y de las cepas de
referencia, a pesar de los sucesivos subcultivos en los medios fecomendados. Esto representa 76
% de los H. capsulatum estudiados. En algunos casos, aunque macroscopicamente las colonias
culuvadas a 37 °C en agar BHI-cisteina-glucosa tenian aspecto de cultivo levaduriforme, en el
examen mucroscopico se observaron hifas sepradas (Figura 6 a). Otros aslamientos
permanecieron en un estado intermedio entre las fases L y M (Figuras 6 b y c¢). En los
asslamientos que alcanzaron la fase L, el tamano promedio de las levaduras oscilé entre 1-1.5 x 2-

4 pm (Riguras 6 d-f).

Los aislamientos de pacientes de AR convirtieron a fase L en mayor proporcida que los de
MX/GT (P = 0.01). Asimismo, se observé que los aislamientos asociados 2 pacientes con 1CS,
independiente del origen geogrifico, también convirtieron a fase L en mayor numero, aunque
esta relaciéa no fue significativa (P > 0.05) (Tabla 13). Por otra parte, la capacidad de conversion
dimorfica no mostrd ninguna relacion con respecto el matenal clinico de donde el hongo fue
recuperado (P = 0.141, Chi cuadrado) (Tabla 14).

Todos los aislamientos de diferentes materales clinicos del mismo paciente, pudieron ser
convertidos a su fase L (Tabla 2).
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MACROMORFOLOGICA DE LA FASE L

Todos los aislamientos convertidos a la fase L presentaron un aspecto colonial rugoso, de
bordes irregulares y sin pigmentacién. Adicionalmente, se observé una caractenstca distntiva en
el atslamiento 01730 que estuvo asociada a la menor superficie observada entre las colonias. Esta
caractedisuca fue compartida por las dos cepas de referencia (Figura 7). Este dato no fue
analizado con relacidn al estado inmunoldgico del paciente, ongen geogrifico y matenal clinico,

por ser una vanable unica

IDENTIFICACION DE EXOANTIGENOS

La IDD revelo la presencia de banda H en todos los aislamientos y en muchos la banda M.
Estas bandas fueron mejor observadas en los perfiles proteicos revelados por SDS-PAGE
(Figuras 8 ay b) y, en general, la banda M fue mis intensa que la H.

SEPARACION ELECTROFORETICA DE LOS EXOANTIGENOS

Los electrotpos observados en SDS-PAGE, se muestran de modo representanvo en las
Figuras 8 a y b. Los aislamientos de AR, MX/GT y las cepas de referencia, difiseron entre si,
tanto en el nimero como en el desplazamiento (movilidad) de las bandas. Todos los asslamentos
y las dos cepas de referencia presentaron dos bandas con pesos moleculares de = 116 y 97-94
kDa, sugestivas de los antigenos H y M de H. wpswlaturm, segia estudios prevsos [Pizzini ef al,
1999; Zancopé-Oliveira ef al, 1994, 1999).

La identdad de las bandas H y M fue confirmada en todos los aislamientos por WB,
independientemente de que éstas aparecieran poco aitidas en SDS-PAGE. Sin embargo, e] WB
no reveld todas las bandas de exoantigenos 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 hipeninmuae de conejo (ant-H.capsulatum), utlizado para identficar los perfiles anngénicos

con subsigusente revelado enzimatco (Figuras 9 ay b).

Los perfiles proteicos de los exoantigenos fueron procesados en el Bionumencs ver 4.0, como
se indica en Matenales y Métodos. En la Figura 10 se discnminan el dendrograma, los geles

nocmatizados y la expresion grafica 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 pnacipales
de aislamientos, los que se encuentran indicados con nimeros romanos (I-VI), a la derecha de la
figura. Los valores de correlacién cofenética seiialados en cada nodo del arbol fueron aceptables
(c 2 56) y confirmaron la confiabiidad de los agrupamientos.

El grupo 1, con sumulicud 2 76.9 %, se formd con ua aslamieato de AR, cuatro de MX y dos
de GT. El I, con similitud 2 77 %, comprendid cuatro aslamientos de AR, uno de GT, nueve
de MX y la cepa de referencia Dowas de EU. El IIl, cop similiud 2 76 %, contuvo 46
aislamientos de AR y solamente uno de MX. El IV sélo tuvo dos representantes, un asslamsento
de AR y la cepa de referencia G186B, con 80 % de simiitud eatre ellos. Finalmente, los grupos V
y VI se formaron solo con aslamientos de pacieates argentinos; el V con cuatro aislamsentos de
los cuales tres pertenecian al mismo paciente (similitud 2 88 %); y el VI tuvo un unico

representante (Pigura 10).

Para relacionar los fenotipos SDS-PAGE con el ongen geografico, el estado 1CS/ICL de los
pacientes y el matenal cltnico de origen, los datos obtenidos fueron vertidos en las Tablas 15y 16
para facilitar las comparaciones. Con respecto al orgen geogrifico, el fenoupo SDS-PAGE 111
fue el més frecuente para aislamientos de AR, e incluyé el 81 % de éstos, ndependientemente de
su condicién inmunoldgica. Los aislamientos de los pacientes de MX/GT segregaron en los
fenoupos 1 y II, con 6 y 10 aslamientos, respectivamente. Las asociaciones entre el ongen
geografico y la condicién inmunoldgica con los fenotipos SDS-PAGE I-III fueron significativa
(P < 0.001). Los fenoupos IV-VI no se incluyeron en este analisis por la limitante de que sélo se
presentaron en pacientes ICS-SIDA de AR, avnque fueron incluidos postenormente en los

analisis de correlacién multiple.

Con base en el estado inmunolégico, el fenotipo 1l se distobuyd entre los pacientes de
MX/GT en proporciones cercanas con respecto 2 la condicidén ICS e ICL (6 y 4,
respectivamente), mientras que en el fenotipo I predominaron los pacientes ICL (5:6). El analisis
estadistico de estos datos se dificultd por el nimero bajo de aislamientos. Un resultado que debe
ser resaltado fue el relacionado 2 la condicidn inmunoldgica del paciente, donde se observé que
los mslamientos de pacientes ICS-SIDA de AR se distribuyeron en todos los fenoupos SDS-
PAGE, hecho que no fue observado en los aislamientos de pacieates ICS-HIV(-) y en los ICL
anto de MX/GT como de AR (Tabla 15).

36 /93

Caracterizacitn de cepas de Histoplasma capsulaniom asociadas a histoplasmosis en paciertes con inmunocompromiso severo
Cristina Mena Casoeros




Resulrados

No se pudo establecer asociacidn entre los fenotipos SDS-PAGE y el matenal clinico de
ongen de cada aislamiento (P = 0.08, Chi cuadrado) (Tabla 16).

Con respecto a los multiples aislamientos, el 01735 (liquido artcular) y el 01736 (piel)
provenientes del paciente N° 2 ruvieron diferentes perfles SDS-PAGE, con 9 y 14 bandas
proteicas, respectivamente (Tabla 2, Figura 10). En general, el resto de los mdluples aislamientos
de un mismo pacieates se agruparon en el mismo fenoupo, aunque no presentaron 100 "o de

simjlitud en sus perfiles de exoantgenos posr SDS-PAGE (Figura 10).

ESTUDIOS GENOTIPICOS
POLIMORFISMO DEL DN A GENOMICO POR RAPD-PCR

El pecfil genéuco de algunos aislamientos estudiados se muestra, de modo represenrativo, en
las Figuras 11 a y b. A 1a prmera observacidn de los geles de la Figura 11 b, sobresale el perfd
homogéneo de los aistamientos de los pacientes de AR, a diferencia de Jos asslamientos de otros
origenes geograficos (Figura 11 a). Las bandas de 0.135 y 1.23 Kb son muy notables en la
mayoda de los aslamientos de MX y en las cepas de referencia, mientras que estas bandas solo
fueron observadas con baja intensidad, en todos (0.135 Kb) o en mas de la mutad (1.23 Kb), de
los aislamientos de AR (Piguras 11 y 12).

El andlisis de los perfiles de RAPD-PCR se realizd por UPGMA unlizando el coefiaeate de
Dice (ver Matenales y Métodos). La observacion de la umagen reveld entre 5 y 15 bandas
polimécficas entre los 74 aislamientos y las dos cepas de referencia, las cuales difineron en
pumero y movilidad. En la Figura 12 se discominan el dendrograma, los geles normatizados y la
expresion grafica 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
tolerancia de 2.0 % y optimizacidn de 10.0 %. E} mejor valor de corte calculado por el programa
consistio en 79.4 % y generd 9 grupos principales numerados desde 1-IX.

El grupo I estuvo conformado por ocho aslanuentos de MX y uno de GT. Los grupos 11, 11
y IV se formaron por un solo representante, cepas G186B de PA, Downs de EU y el aislamiento
EH-303 de GT, respectvamente. El grupo V se formd con un asslamiento de AR y noo de MX;
el VI con dos de MX, y el VII con tres de MX y ueo de GT. El grupo VIII conruvo un Gnico
aislamieato de AR. Finalmeate, el IX agrupé 55 aislamientos de AR, con una simaitud > 81.5%.
Dentro de este grupo se segregaron 5 subgrupos con 100 % de similirud, dos de ellos con 2] y 14

37793

Cararterizacién de cepas de Histoplasma capsularuny asociadas a histoplasmosls en pacientes con inmunocompromiso scvero
Cristina Elena Canteros



Resulfados

aislamientos (Tabla 17, Figura 12). Los valores de correlacion cofenétca (c 2 68) sostuvieron la

confiabilidad de los agrupamueatos.

Es evidente la asociacién de los genoupos RAPD-PCR con el ongen geogrifico (P < 0.001).
Los datos de la Tabla 17 destacan la asociacion de los aslamientos del genoupo IX (todos de
AR) con el estado de ICS del huésped, mas notona en los pacientes con ICS-SIDA; asimismo,
sobresale la asociacidn del genotipo [ de MX/GT con el estado de ICL del huésped (P < 0.0001).
Sin embargo, 00 se observé relacidn entre estos genoupos RAPD-PCR vy los disnntos matenales
clinicos del huésped (P = 0.298, Chi cuadrado) (Tabla 18).

Entre los aslamientos de diferentes matenales clinicos del mismo pacente, aungque todos
incluidos en el grupo IX, se observaron minimas diferencias entre sus perfiles electroforéucos
revelados por RAPD-PCR (ver representacidn esquernatica de 12 Figura 12 de los aslamuentos
sefialados en color anaranjado, 01738 y 01739, 02938, en celeste, 01748, 01749 y 01750 y en
verde 02936, 02937). Estas diferencias fueron en la posicion de una o dos bandas entre los
aislamientos de los pacentes N° 3, N° 5 y N° 8. El resto de los aistamientos obtenidos de los

diferentes matenales clinicos de un mismo pacente fueron 100 % idénticos entre si (Figura 12).

CARIOTIPOS ELECTROFORETICOS

De los protocolos probados (Tabla 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 aumento la
concentracién de agarosa 2 1.0 %, vanando tiempo y voltaje (protocolos 3-5). De éstos, el
protocolo 3 present6 una mejor separacidn de las bandas cromosémicas, aunque éstas no fueron
bien definidas (F:gura 13). Para optimizar la definicidén en cada uno de los probables de tamado
de bandas, se evaluaron diferentes gradientes de tempos de pulso (protocolos 6 y 7). El
protocolo 7 mostrd mejor resolucidn en todo el gel, incluso para las bandas de menor tamano
(Figura 13). Una vez obtenida una mejor resolucién, se bajd la concentracidén de agarosa a 0.7 %
para faalitar la penetracién y movilizacién de las bandas cromosdmicas ea 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 sospeché 1a presencia de bandas cromosdmicas
que comigraban, se utilizé el protocolo 7 (agarosa 1.0 %), para obtener una mejor separacidn de

las bandas mas pequeras.

Los Eks generados por PFGE se muestcan de modo representauvo en las Figuras 14 a-d.

Sélo se obwuvieron los perfiles de bandas cromosémicas de 54 aslamientos y de las cepas de
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referencia, debido a que no se pudo obtener la fase L de 20 aslamientos. Resalta en la

observacién de los geles un importante CLP entse los aislamientos procesados.

El nimero de bandas cromosémuicas reveladas por PFGE vand entre 3 y 7 con tamaiio de
bandas cromosdmicas entre 1.1 y 10.0 Mbp. La mayoria de los asslamientos tuvieron 5 bandas (n

= 28), al 1gual que las dos cepas de referencia Le siguieron los aislamientos con 4 (n = 12) y 6 (n

12) bandas. Sélo en dos aislanuentos se observaron 3 y 7 bandas cromosomicas (Tabla 1,
Figura 15).

Paca facilitar comparaciones y relacionar el ndmero de bandas cromosdmicas con el ongen
geogrifico, el estado ICS/ICL de los pacsentes y el material clinico, los datos obtenidos fueron
verndos en las Tablas 19 y 20. Las pruebas estadisticas no arrojaron diferencias significativas
entre los aslamientos que preseataron los valores mas frecuentes de bandas cromosémicas (4-6)
con el ongen geogrifico, el estado ICS/ICL de los pacientes y el matenal clinico de procedencia
de los aislamientos (P > 0.05, Chi cuadrado).

Los perfiles electroforéticos fueron analizados como se refiere en Matenales y Métodos,
usando el coeficiente de Dice y UPGMA. Como las bandas cromosémicas debido 2 su tamafio
son gruesas (como manchas), para la comparacidén se aphco una tolerancia de 3.0 %. Estos
valores fueron los que se cotejaron mejor con el analisis visual. Se formaron diez grupos
indicados con almeros romanos (I-X) en el dendrograma generado (Figura 15). El valor de
correlacidn cofenética calculado fue ¢ > 60, confirmando la confiabilidad de las agrupaciones. El

mejor valor de corte fue de 75 %.

De los 10 grupos de Eks formados llama la atencidén el grupo VI, integrado por 36
atslamientos tuvo 75.4 % de simibitud. Este grupo contuvo varios subgrupos coo 100 % de
similitud; entre ellos se destaca uno con 12 aslamientos (de AR) con 5 bandas. En el grupo VII,
sobresalen cinco aislamientos de AR (tres de un mismo paciente) con 4 bandas cromosémicas e
idéntico Ek (100 % de similitud) (Pigura 15).

Los aslamientos de los pacientes ICS, se ubicaron en todos los Eks excepto el X, exclusivo de
la cepa G186B, mientras que los aslamientos de pacientes ICL de ambas laurudes se
distabuyeron en los Eks V-VII y IX (P < 0.05) (Tabla 21). Sin embargo, no se observo relacion
entre los Eks y el matenal clinico de donde H. mpswlatum fue aslado (P > 0.05) (Tabla 22).
Ambas cepas de referencia, Downs y G186B, presentacon 5 bandas cromosdmicas segin la

metodologia usada
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Es importante destacar que aunque vanos aislamientos mostraron ¢l mismo nUmero de

bandas cromosémicas (algunas idénticas), no significa que estos aslamientos tuvieran el mismo
Ek (Tablas 1y 2, Figura 15).

Los aislamientos pestenecientes a diferentes matenales clinicos del musmo paciente
presentaron, en tres casos (N° 1, N° 3 y N° 7), Ek V] con 5 bandas cromosomicas y 100 % de
similiud. 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, presentd
86 % de sumilitud (Tabla 2, Figura 15). En el paciente N° 5 sus miltples aislamientos
presentaron 4 bandas cromosdmicas y 100 % de similiud (Ek VII); asimismo, eo el paciente N°
2 sus asslamientos tuvieron también 4 bandas cromosémicas pero con Eks disuntos (Vy VD) y
con 71 % simikitud (Tabla 2, Figura 15). Los aislamientos del pactente N° 4 (01744 y 01745),
aunque tuvieron el mismo Ek (IV), difineron en el numero de baadas, 6 y 5 respectvamente. Los
aislameentos 01751, 1869, 01870 y 01894, pertenecientes al paciente N® 6 mostraron tres Eks
diferentes (111, V1 y IX), con 5 y 6 bandas cromosémicas (Tabla 2, Figura 15).

La comparacién eatre el Ek, e RAPD-PCR y el fenotipo SDS-PAGE de algunos multples
aislamientos procedentes de un mismo paciente, permitié observar ciertas discrepancias eatre los
parametros feno-genotipicos. Por ejemplo, en el paciente N° 1, mientras sus dos muluples
asslamientos permanecieron con sus genotipos RAPD-PCR y Eks idénticos entre si, su fenoupo
SDS-PAGE present6 vaniaciones en el numero y tamafio de bandas proteicas (Figura 16 a). Otro
ejemplo se iustra en el catotipo de los cuatro astamientos (01751, 01869, 01870 y 01894)
pertenecientes al pacieate N° 6, donde sus Eks mostraron diferencias marcadas en el ndmero y
ramafio de las bandas cromosdmicas, aunque sus genoupos RAPD-PCR fueron 1dénucos y su
perfil SDS-PAGE no varid substancialmente (Figura 16 b).

Un hallazgo adicional registrado en ensayos de PFGE, durante los tres afos en que los
aislamientos estuvieron somendos a subcultivos, fue 1a inestabilidad en el cagotpo. Este hecho se
observé en los EKs de los atslamientos 01869 y 01870 del paciente N° 6 que mostraron, después
de muchas resiembras y reversiones de fase M a L /n vitm, un cambio notosio en el gumero y

tamano de las bandas cromosémicas (Figura 17).
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ANALISIS DE CORRELACION MULTIPLE

Debido al gran ndmero de correlaciones calculadas, es posible que algunas de ellas presenten
valores altos sélo por azar, razén por la que se dio especial importancia a las correlaciones mas

altas o aquéllas entre grupos de variables.

Entre las correlaciones sigpificativas, era de esperarse la encontrada entre los valores de u
versus el morfoupo colonial de extensién no limitada y de superficie plana, con valores de

correlaciéon de Pearson de 0.664 y 0.586, respecavamente (P < 0.001).

Las correlaciones mas interesantes se enconuaron entre los perfiles de SDS-PAGL o dc
RAPD-PCR y el ongen geogrifico de los pacientes de donde procedian los aislamientos. La
relacion eawre ¢l fenodpo SDS-PAGE y el ongen geograficu tesulté estadisncamente significaova
(P < 0.00001), asi cémo la relacién enue el genotpo RAPD-PCR v el origen peografico (P <
0.008). Estos dos datos se analizaron postenormente en mayor detalle v los aislamientos sc
agruparon ranto por su fenoupo SDS-PAGE como por su genoapo RAPD-PCR, v sc calcularon
los valores medios de las vanables consideradas anteriormente, sobresaliendo la correlacidén entre
SDS-PAGE y RAPD-PCR con el ongen geografico.

Asimismo, el analisis de los resultados agregados sugeria que podria exisar una correlacién
entre el fenoupo SDS-PAGE o el genoopo RAPD-PCR de los aislamientos con la condicion
inmunolégica del paciente. Se observaron relaciones estadisucamente significauvas enue: (a) los
aislamientos 2grupados en el fenotpo SDS-PAGE 1 v la condicién de ICL (P = 0.0006), ademis
entre el fenoapo IIT y la condiciéon de ICS-VIH(-) de los pacientes (P = 0.041); (b) los
aislamientos 2grupados en el genotipo RAPD-PCR 1 y la condicién ICL (P = 0.000004), ademis
entre el genotipo IX y la condicién de ICS-SIDA de los pacieates (P = 0.00002).

Finalmente, se analizé st existia alguna asociacién ente los perfiles SDS-PAGE y RAPD-PCR.
Se construyeron tablas de contingencia y se probé la hipétesis nula de que no hubijera asociacion
entre ellos, es decir, que un aislamiento con un determinado perfil de SDS-PAGE podria tener
cualquier perfil RAPD-PCR. Esta hipétesis fue descartada por el valor extremadamente bajo dec P
(P = 4.132 x 107), lo que sugiere que a pesar de que numeyosas celdas de la matriz original
contenian valores igual a cero, la asociacidén entre SDS-PAGE y RAPD-PCR puede considerarse
real.
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DISCUSION

No obstante que existen trabajos dirigidos a comparar diferencias morfoldgicas, fisiologicas y
genéticas entre aislamientos de H. capswlatum var. capsulatum obtenidos de pacientes ICS con
histoplasmosis asociada, sobre todo a SIDA, éste es el primer estudio donde se confrontan las
caracteristicas antes mencionadas en conjunto, y en un numero elevado de aislamientos de tres
paises latinoamericanos (AR, MX y GT). En estos paises, la histoplasmosis es endémica y deberia
ser considerada un problema de Salud Publica. En MX/GT, con frecuencia, la forma epidémica
es la predominante y esta relacionada con el mayor nesgo de desarrollar enfermedad leve a grave
en residentes de zonas urbanas y rurales, debido a ciertas actividades ocupacionales, asi como las
relacionadas al ecoturismo y la espeleologia [Garcia-Vazquez e al, 2004; Mosgan e al, 2003;
Taylor er al, 1996; 1997a; 1997b; 2000b; 2000c; 2005b]. En AR, los brotes epidémicos son raros,
aunque recientemente se ha descrito uno inusual en un drea no endémica de histoplasmosis y con
caracteristicas geograficas no compatibles con el hébitat de H. aapsulatum [Cantesos ef al., 2005a].
Sin embargo, la frecuencia de casos asociados a SIDA parece ser mayor que en MX/GT, a pesar
del gran sesgo en la informacién referente a esta patologia en los registros epidemiologicos

onginados en los Organismos Estatales de Salud de estos paises.

Independientemente del origen geografico, en el actual estudio, la mayoria de los aislamientos
provinieron de sangre y/o MO, probablemente debido al elevado nimero de aislamientos
obtenidos de pacientes con ICS, donde el hongo actia como oportunista y produce formas
diseminadas agudas. En pacientes con histoplasmosis asociada a SIDA, diagnosticados en AR, se
obtuvieron un importante nimero de aislamientos provenientes de lesiones cutineas. Esta
manifestacion clinica de la histoplasmosis es comin en todo el Cono Sur de América, donde las
formas cutineas oscilan entre valores de 45-75 % en pacientes infectados con el virus del VIH
[Karimi ez 4, 2002; Negroni ef al, 1994; Pietrobom ef al., 2004; Unis ef al, 2004]. A diferencia de
lo informado por Kanmi ez 4/ [2002], no se encontrd en el presente estudio una correlacion
significativa entre el onigen geografico y 1a lesidn en piel de los pacientes. La explicacién para este
hallazgo se debe probablemente a una mayor dispersion en el tipo de matenial clinico de onigen de
los atslamientos en los pacientes de AR. Interesantemente, aun comparando las proporciones de
aislamientos de piel en ambas regiones geogrificas (AR vs. MX/GT), la relacion no arroja un
valor significativo (P = 0.067). La discrepancia con los resultados de Karimi er g/ [2002]
posiblemente se deba a que, en este Wtimo estudio, el diagndstico de histoplasmosis muestra un

sesgo muy grande, puesto que compararon pacientes de EU diagnosticados por métodos
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inmunologicos y/o microbiologicos contra los de Brasil, que solamente fueron diagnosticados
por cultivo. En el grupo clasificado como MX/GT sélo un asslamiento fue recuperado de piel y
otro de mucosa, confirmando la baja frecuencia de estas lesiones en los paises del hemusfenio
norte del continente amencano [Reyes ez a/, 2003; Wheat, 1996]. Aunque recientemente se han
informado porcentajes de lesiones de piel entre 10 y 17 % en pacientes con histoplasmosis
asociada a SIDA en MX [Reyes ¢z a/, 2003], estos valores siguen siendo muy bajos comparados

con los del Cono Sur.

En este estudio se incluyeron deliberadamente multiples aislamientos de un mismo paciente
para obtener informacion de posibles infecciones con un tnico o multiples feno-genotipos de H.
capsulatum, y conocer eventuales relaciones con el matenal clinico de onigen del aislamiento. Esta
decision fue adecuada, ya que se pudieron develar resultados inéditos que seran motivo de

discusién en los parrafos postenores.

Es oportuno sefialar que en este trabajo no se pretendié realizar un estudio de relaciones
filogenéticas, sino obtener agrupaciones de aislamientos con base en sus similitudes feno- o
genotipicas para luego poder relacionar estas caracteristicas con el ongen geogrifico, el estado

inmunologico del paciente y el matenal clinico que le dio origen al aislamiento.

FENOTIPOS

El polimorfismo fenotipico observado en H. capsulatum llamé la atencion de algunos
investigadores desde los primeros trabajos que desafiaron el gran vacio de informacion sobre la
macro- y la micromorfologia de la fase M, geofilica-saprobia e infectiva, de este hongo. Berliner
[1968], ademas ce describir los morfotipos coloniales A y B, observd otros tipos intermedios a
los que arbitraniamente denominé C y D, sin hacer mayor referencia o descripcidon de ellos.
Desde entonces, y hasta la fecha, los investigadores no se dedicaron con el debido interés a la
observacién sistematizada de las caracteristicas de los primoaislamientos de la fase M. La falta de
registro de los fenotipos macro- y microscopicos de los aislamientos recién obtenidos ha llevado
a concepciones erroneas y contrapuestas entre los diferentes grupos de investigadores. Uno de
los problemas derivados de la ausencia de esta informacion es que la mayoria de los aislamientos
y/o cepas después de sucesivos pasajes #n viro sufren un cambio, algunas veces unidireccional,
mal denominado “pleomorfismo”, lo que se traduce en un micelio algodonoso, pérdida de la
pigmentacién y de la conidiacién [Kwon-Chung & Bennett, 1992]. En este estudio, se trabajé con

aislamientos con un bajo numero de subcultivos, por lo que la mayoria tuvieron caracteristicas
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macro- y micromorfolégicas que definen la especie H. capsulatum var. capsulatum. Sin embargo,
algunos aislamientos mostraron diferencias en el morfotipo colonial, asi como en la

micromorfologia, hecho que ratifica la existencia de morfotipos diferentes en la naturaleza.

La capacidad de H. capsulatumm de modificar su apanencia no sélo depende de la
“domesticacion en el laboratorio”, puesto que en este estudio se tuvo un atslamiento 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 morfologias poco sugestivas
para la especie H. capsulatum var. capsulatum entorpece, a vec;es, el diagnéstico. Esto puede surgir a
consecuencia de la existencia de colonias del patégeno con morfologias aberrantes que
rememoran un hongo de micelio hialino (contaminantes ambientales) y que puede estar
ocurnendo en laboratorios de analisis microbiologicos [Lacaz ef al, 1999; Sandin er al, 1993;
Sutton e al, 1997; Zuiani et al, 2005]. La existencia de colonias con pigmento rojo aisladas de
fuentes naturales y de pacientes con histoplasmosis asociada a SIDA [Morris e al, 1986; Taylor e
al, 1999], aunado a la deficiencia de algunas cepas para formar estructuras de reproduccion
asexual tipicas, crticas en la identificacidn del patdgeno, lleva a especular que H. capsulatum puede
pasar, en ocasiones, inadvertido incluso para expertos. Por tal motivo, la identificacidon de las
cepas que difieren en mayor o menor grado del caracter comin fundamental de H. capsulaturm,
debe ser confirmada por la presencia de bandas de precipitacion H y M en IDD y/o WB,
conversién dimoérfica, inoculacién experimental y mas recientemente, por la caractenizacion
molecular [Kwon-Chung & Bennett, 1992; Sandin er 4/, 1993; Standard & Kaufman, 197¢].
Algunos de estos procedimientos fueron estrictamente respetados en el presente estudio; ejemplo
de ello es que el aislamiento mas aberrante (01730) en su aspecto macro- y micromorfologico fue
includo en el trabajo con base en su capacidad de producir exoantigenos y de convertir a fase L.
El msistir en este aspecto parece importante debido a que estos aislamientos merecen en el futuro
mas atencidn de los expertos y ameritan estudios dirigidos para definir su frecuencia y su posible

asociacion con el ambiente tanto natural como del huésped.

Dos morfotipos predominaron en la mayoria de los aislamientos, el I, distubuido
homogéneamente en AR y MX/GT, y el IV, dominante en el Cono Sur de América y menos

frecuente en paises 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 (I1, V, VI y IX),

fueron encontrados nicamente en pacientes ICS-SIDA, puede deberse a que: (a) estos pacientes
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estuvieron sometidos a multiples tratamientos que podrian alterar la morfologia del hongo; y (b)
los pacientes con ICS-SIDA sean mas susceptibles a aislamientos que no producen infeccién en
~ pacientes con ICL. Refuerza la primera observacién la presencia de un importante numero de
atslamientos con macroconidios de didmetro inferior a la media referida para la especie (8-15 um)
en pacientes ICS-SIDA (Tablas 1 y 2); esta particularidad fue referida por Kwong-Chung y
Bennett [1992] y relacionada a los tratamientos antifingicos. Apoya la segunda observacion que
un estado de ICS en el huésped aumenta el nesgo de adquurir infecciones por microorganismos
que normalmente son considerados de baja o nula virulencia [Ponton e/ 4/, 2000; Walsh & Groll,
1999]. Aunque estos cambios fenotipicos pudieran estar relacionados a posibles selecciones o
presiones del huésped, no se puede descartar la existencia en la naturaleza de una mayor

vanabilidad fenotipica de H. capsulatum 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 lo antesior [Taylor ML, comunicacidn
personal]l. Lo que es indudable es el hecho de que de un mismo paciente se pueden aislar

morfotipos coloniales diferentes, coincidiendo con una temprana observacidon de Berliner [1968].

Los macroconidios mayontariamente exhibieron prolongaciones digitiformes y sdlo en pocos
aislamientos fueron lisos. Ademas, llama la atencidn las diferencias significativas en el tamafio de
los macroconidios y la presencia de diferentes morfotipos coloniales derivados de un mismo
paciente (Tabla 2). Las caracteristicas fenotipicas observadas en aislamientos procedentes de un
mismo pactente pueden estar asociadas a presiones del microambiente del huésped o a

infecciones simultaneas con més de un fenotipo.

No existen evidencias ni estudios que relacionen 'la tasa de crecimiento de la fase M de H.
capsulatum con la capacidad de infectar y enfermar a pacientes con diferentes tipos de
inmunocompromiso. Sin embargo, el hallazgo de que 11 aislamientos, todos pertenecientes a
pacientes ICS, con p inferiores 2 la media (0.61-1.10 dia') es muy llamativo. En el presente
trabajo, se sugiere que los aislamientos con valores bajos de p podrian ser considerados de baja
virulencia, hecho que explicaria su asociacién con pacientes con ICS. Tal propuesta se apoya en
los resultados encontrados en el grupo con baja p, donde se ubicé la cepa Downs =069 %
0.02 dia) que es considerada prototipo de baja virulencia [Spitzer ef 4, 1990], y el asslamiento
EH-317 (u = 1.04 * 0.12 dia"), también de baja virulencia para el modelo murino [Martinez-

Rivera, 1998]. En el otro extremo se encontraron seis aislamientos pertenecientes a pacientes

45 /93

Caracterizacion de cepas de Histoplasma capsulitum asociadas a histoplasmosis en pacientes con inmunocompromiso severo
Cristina Elena Canteros



Discusion

clasificados como ICL, con . > 1.82 dia™ (Tabla 11). Dos de ellos, EH-46 y EH-53, con valores
de u = 213 £ 0.05 y 2.15 £ 0.06 dia”, respectivamente, fueron aislados de pacientes mexicanos
relacionados a brotes epidémicos de la enfermedad y referidos como virulentos [Martinez-Rivera,
1998].

Las diferencias estadisticas observadas entre las p de algunos aislamientos obtenidos de un
mismo paciente apoyan una vez mas la idea vertida de que un mismo individuo puede estar
infectado con mas de un aislamiento o que éstos sufran cambios feno- y/o genotipicos por
presion del huésped [Eissenberg & Goldman, 1991; 1994].

Aunque los valores bajos de p no pudieron ser asociados estadisucamente con la condicion
ICS de los pacientes, los datos encontrados son sugestivos de que tal asoctacion podria darse con
un mayor muestreo, aunado a un estudio colateral de determinacidn de virulencia de los
aislamientos involucrados. Por tal motivo, estudiar sistematicamente la relacion de p versus
estados ICS/ICL de los pacientes y/o virulencia de los aislamientos responderia en un futuro esta

interrogante.

Se cree que los brotes epidémicos estan relacionados a inhalaciones masivas de conidios en
lugares cerrados, aunque estos también ocurren en espacios abiertos [Byrd e/ af, 1975; Chamany
et al, 2004; Garcia-Vasquez, 2005; Morgan ef a/, 2003; Schlech ef aZ, 1993; Stobierski ¢/ al., 1996;
Taylor er al., 2005b; Walkman er al,, 1983; Wheat ef al, 1981]. Actualmente, algunos investigadores
han asociado genotipos del parasito con la virulencia y las formas epidémicas de la histoplasmosis
[Durkin e al., 2004; Karimi ef a/, 2002]. Sin embargo, n» se pueden olvidar los factores inherentes
al paciente que son muy importantes en el balance de la relaciéon huésped-parasito [Pedroza-Seres
et al, 1994; Taylor et al, 1997a; 2000b]. Estudios _sisteméticos de la asociacién del feno- y
genotipos con la virulencia de los aislamientos, sumados a las caracteristicas del huésped,
permitirian esclarecer si el espectro clinico de la histoplasmosis es originado por un complejo
multfactonial representado por cepas de diferentes virulencias, por inhalaciones masivas de

propagulos y las caracteristicas intrinsecas del huésped.

Una observacion previa que refuerza la opinién de distintas virulencias entre las cepas de los
hemisferios norte y sur de América, fue la alta efectividad de las sulfamidas y la combinacién de
sulfimetoxazol con trimetropin en el tratamiento de la histoplasmosis en el Rio de La Plata
[Rubinstein & Negroni, 1981]. En contraste, estas drogas no resultaron eficaces en el tratamiento
de la enfermedad en otros paises [Torres-Rodriguez, 1987]. Actualmente, desde el advenimiento

de drogas antifiingicas, 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 i» vitre a sulfamidas permitan revelar diferencias de

virulencia entre los aislamientos del Cono Sur versus los del resto de Aménca.

La obtencion de la fase L in vitro en H. capsulatum es dificil y es una preocupacidén compartida
por muchos grupos de investigacion que trabajan este modelo fingico. Berliner {1968], quién
dedic6 muchos afios a estudiar los morfotipos de este hongo, refiere en un estudio que s6lo pudo
obtener esta fase en 39 % (14:36) de los aislamientos. Con el conocimiento de los requerimientos
nutricionales y los avances realizados sobre la fisiologia del hongo, estos porcentajes de
conversién 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 fisiolégico, donde se alcanzé el 64 % (25:39) de transicién de fase
M a L [Sahaza-Cardona, 2004].

En algunos casos ocurre una transiciéon dimorfica incompleta, con desarrollo simultanco de
hifas y levaduras. Cuando es mmprescindible realizar la conversion, lo recomendado es la
inoculacién expenimental; sin embargo, en este estudio no se recurri a esta estrategia porque se
someteria el aislamiento a la presion selectiva de un nuevo huésped, hecho que podria alterar las
caracteristicas de los primoaislamientos procedentes del huésped pnmario y tergiversar los

resultados.

En el presente estudio no se encontrd una explicacion aislada entre la habilidad de conversion
dimorfica y el origen geografico de los aislamientos, aunque los datos estadisticos lo sugieren; sin
embargo, se podria proponer que esta asociacion estaria dada por las caracteristicas genéticas de
los aislamientos, las que se ven plasmadas a posteriors en los estudios de genotipificaciéon. Los
datos estadisticos reflejan que no hay una relacién entre la transicidén de fase M a L i witro y el
material clinico de origen. Sin embargo, esto no quiere decir que én viro el tejido, las células y
moléculas particulares del huésped, puedan tener un papel critico en el dimorfismo de H.

capsulatum, como sugieren resultados recientes de Suarez-Alvarez e al. [2005].

Con referencia a la morfologia 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 esta asociado a la presencia de a-1,3 glucana
en la pared celular de la levadura, mientras que el liso a la ausencia de este carbohidrato
[Eassenberg & Goldman, 1991; Klimpel & Goldman 1987]. En este estudio, las colonias en fasc
L fueron todas rugosas, incluyendo las cepas de referencia (Downs y G186B), sin embargo, no se

realizaron pruebas de virulencia para el morfotipo colonial rugoso de los aislamientos estudiados.
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Aunque actualmente esta demostrada la asociacidén de la a-1,3 glucana con la virulencia de H.
capsulatum [Rappleye e al., 2004; Woods, 2005], es oportuno recordar que la virulencia en los
patogenos fungicos, asi como en otros microorganismos, es un complejo multfactonal
- [Casadevall & Pirofski, 1999; 2001; Magee et al, 2003; Rooney & Klein, 2002].

Los estudios realizados utilizando SDS-PAGE complementan el estudio del polimorfismo
fenotipico de H. eapsulatum, inicialmente caracterizado por la macro- y micromorfologia, ademas
de otros aspectos estudiados, como la tasa especifica. Esta técnica mostré una asociacion entre
los fenotipos SDS-PAGE con el ongen geografico y la enfermedad de base del paciente, en
comncidencia con los hallazgos de Reyes-Montes [1999]. Sin embargo, no se encontrd relacion con
el matenal clinico de origen. Se debe prestar atencién a que, al igual que lo observado en el
morfotipo colonial, los aislamientos de pacientes ICS-SIDA de AR tuvieron todos los fenotipos
SDS-PAGE, reafirmando que los huéspedes con 1CS-SIDA pueden adquirnir la enfermedad por
casi cualquier fenotipo SDS-PAGE o que estos pacientes estuvieron sometidos a multiples
tratamientos que poddan alterar la morfologia del hongo [Kwong-Chung & Bennett, 1992;
Ponton ez al., 2000; Walsh & Groll, 1999].

En los casos de algunos multiples aislamientos del mismo paciente, se observaron perfiles
SDS-PAGE distintos, reafirmando una vez mas 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 genotipicos por presion del huésped [Eissenberg & Goldman, 1991].

Es importante sefialar que todos los aislamientos mnstraron 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 identificacion de H. capsulatum, en ausencia de otras caracteristicas
tipicas de la especie [Pizzini e al, 1999; Zancopé-Oliveira et al, 1994; 1999]. El hecho de que
algunas bandas nitidas de los exoantigenos, observadas en los perfiles de SDS-PAGE, no
reaccionaran con suero hipeninmune anti-H. aapsulatum de conejo, puede deberse a que estos
antigenos no fueran inmunogénicos para el conejo, o bien que estuvieran ausentes en la cepa de

orngen utilizada para inmunizar el animal.

GENOTIPOS

El método de RAPD-PCR demostr6 que los aislamientos de pacientes de AR presentaron un

genotipo con alto porcentaje de similitud (IX) y ningin aislamiento de pacientes de MX/GT
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segrego en este grupo. En cambio, los genotipos revelados por RAPD-PCR de los atslamientos
de pacientes MX/GT fueron més polimérficos. Estos resultados ratifican los hallazgos de otros
investigadores que utilizaron la misma combinacién de miciadores, relacionando estrechamente ¢l
perfil obtenido con el ongen geografico de las cepas [Canteros ez al, 2005c; Chavez-Tapia ef al,
2005; Sahaza-Cardona, 2004; Taylor et a/, 2000a; 2005a].

La gran similitud observada entre aislamientos de pacientes argentinos confirmé la
homogeneidad genética de los aislamientos del Cono Sur de Aménca en un amplio nimero de
especimenes fungicos, reforzando lo referido por Kasuga ef af, [2003], quienes propusicron la
clonalidad de las cepas de origen clinico estudiadas de AR, al utilizar la secuencia de fragmentos
de cuatro genes que codifican para proteinas de H. capsulatum. Sahaza-Cardona [2004], encontré
resultados similares con otro grupo de cepas de AR, al utilizar las mismas secuencias génicas que
Kasuga er 4l [2003], ademas 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 presenté varnios subgrupos monomorficos muy
relacionados), como en PFGE donde el perfil VI, que encierra la mayoria de los aislamientos de

AR, también presentd subgrupos con Eks idénticos.

Aunque hay un comportamiento hombgéneo de los aislamientos del Cono Sur en los
diferentes andlisis genotipicos realizados, no hay que olvidar que las cepas aisladas a partir de
humanos llevan algunas veces interpretaciones erroneas, por el sesgo de informacién que tienen
algunas histonias clinicas. 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 mas relacionado a aislamientos
de MX/GT. La explicacién para este hallazgo, aunque especulativa, podria deberse a que estos
aislamientos procedieron de pacientes que contrajeron la infeccién en otras regiones fuera del
territorio argentino (hecho no registrado en sus historias clinicas). Ademds, la ausencia de lesiones
cutaneas y la evolucién fulminaate de la enfermedad, caracteristicas de las formas clinicas de
histoplasmosis del hemisferio norte, podrian apoyar esta explicacion [Karimi ef 4/, 2002; Negroni
ef al, 1994; Wheat, 1996].

En pacientes con multiples 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 polimérfico idéntico. Es probable que éste no sea el mejor método para
evidenciar la existencia de infeccién multiple por H. eapsulatum. Pocos fueron los estudios

tendientes a detectar infeccién por mas de un genotipo [Carter e af 1996; de Medeiros-Muniz e
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al, 2001; Poonwan et al, 1998]. Hasta el momento, s6lo Poonwan er a/ [1998] informaron, por
RAPD-PCR con tres iniciadores, diferencias entre aislamientos de distintos matertales clinicos en

un mismo paciente, sin embargo, sus resultados son cuestionables.

Los estudios del caniotipo electroforético revelaron un importante CLP entre aislamientos de
H. capsulaturr; 1o que fue referido en publicaciones previas [Canteros er @/, 2005d; Romero-
Martinez et al, 2004], confirmando lo previamente notificado por Steele ef al [19806]. ‘Estos
tltimos autores, utilizando una metodologia similar a la empleada en este trabajo, determinaron el
numero de bandas cromosbémicas de tres cepas de laboratorio, Downs con 6 bandas
cromosomicas, G186B con 4 y G217B con 3. Sin embargo, en el presente estudio, a diferencia de
lo informado por Steele e 4/ [1989], tanto la cepa Downs como G186B presentaron 5 bandas
cromosOmicas. Es probable que las diferencias en la visualizacion de bandas se deban a
divergencias metodolégicas sutiles y/o a la utilizacién de aparatos con caracteristicas mas
avanzadas que aumentan la sensibilidad del ensayo. Inclusive, Steele er 2/ [1989], ya habian
observado diferencias en el numero de bandas de una misma cepa al utilizar dos métodos de
PFGE (CHEF y FIGE). Otra posibilidad es que la discrepancia en el nimero de bandas
observadas entre los diferentes estudios se deba a eventos de co-migracién de las bandas
cromosémicas, acontecimiento que puede ocurrir algunas veces. De cualquier manera, para
corroborar el nimero real de cromosomas suelen realizarse pruebas de hibridacién, ensayo que
no se efectud en este trabajo puesto que el objetivo del mismo fue comparar perfiles de Ek entre
aislamientos. No obstante, resulta sumamente interesante el haber encontrado sélo un
aislamiento con 3 y otro con 7 bandas, hecho que tal vez indique que estos nimeros de bandas
cromosomicas sean reales y menos frecuentes. Es conveniente recordar que el aislamiento 01730,
con 7 bandas cromosémicas corresponde a un paciente de AR, con morfotipo colonial idéntico a
la cepa de referencia G186B, sin macroconidios y con una p = 0.61 * 0.03; asimismo, el
aislamiento 01752, con 3 bandas cromosémicas, tuvo un morfotipo poco comuin, no presentd
macroconidios y fue uno de los aislamientos que no segregd en el genotipo IX RAPD-PCR,
caracteristico de los aislamientos de AR. Sin duda alguna, en un futuro estos dos aislamientos

seran estudiados con mas detalles por sus peculiaridades.

A pesar de que no se encontrd relacidn estadistica entre el numero de bandas cromos6micas
versus €l ongen geografico, el estado ICS/ICL de los pacientes y el matenal clinico de ongen, 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 mas de que los aislamientos de AR presentan
alta homogeneidad genética en sus Eks. Aunque el canotipo no agrupé los aislamientos con
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respecto a su ongen geografico, a diferencia del RAPD-PCR y la secuenciaciéon de genes
[Canteros et al, 2005b; Carter ef al, 2001, de Medeiros-Muniz et a/, 2001; Kasuga er al, 1999;
2003; Perrotta ef al, 2001; Poonwan ef al, 1998; Reyes-Montes ef al, 1998; 1999; Sahaza-Cardona,
2004; Taylor er al, 2000a; 2005a] permitié tener una idea mas concreta sobre la compleja

organizacidén del genoma de este importante patoégeno eucariotco.

De la comparacion de los genotipos RAPD-PCR y PFGE (Eks), y el fenotipo SDS-PAGL
(Figura 16), se puede infenr que aunque los genotipicos entre multiples aislamientos de un
mismo paciente sean idénticos se presentan vanabilidades en la expresion fenotipica, hecho
explicable por mecanismos de regulacién 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 sélo 2 bandas proteicas en
el fenotipo SDS-PAGE (Figura 16 b), nos lleva a especular que los cambios cromosomicos entre

aislamientos de un mismo huésped pueden tener una funcién regulatona aun por dilucidar.

El hecho de que tnicamente cuatro Eks (V, VI, VII y IX) fueron encontrados en pacientes
ICL, reforzé la idea de que estos pacientes tienen mayor nesgo de ser infectados por aislamientos
con determinados perfiles. Por otro lado, hay que considerar la posibilidad de que los muluples
tratamientos a los que son sometidos los pacientes con ICS, o la misma inestabilidad del canotipo
de H. capsulatum, puedan ser responsables de la variabilidad en los Eks del bongo, tal como fue
demostrado en otros patdgenos fungicos [Faes er al, 1996; Sukroongreung ef al, 1999; 2001]. En
este estudio, se observo inestabilidad de los Eks de dos aislamientos de H. cagpsulatum después de
multiples subcultivos 7 vre, sin embargo, no se profundizé en establecer si este fenémeno se

debi6 a un reordenamiento cromosémico o a cambios en la ploidia del patogeno.

Un punto a discutir de los resultados, es el polimorfismo tanto cromosdémico como colonial,
entre aislamientos de un mismo o diferente episodio clinico de histoplasmosis, que se demuestra
por primera vez en este trabajo. Los polimorfismos feno- y genotipicos observados entre
aislamientos de un mismo paciente podrian deberse a infeccién por distintas clonas del hongo o a
rearreglos gendmicos [Fierro & Martin, 1999; Fres ez af, 1996; Sukroongreung ez al, 2001; Zolan,
1995]. S1 se tratara de rearreglos, éstos podran ocurnir ## v, en el transcurso de la infeccidn,
como consecuencia de presién selectiva del huésped o bien iz viro durante los subcultivos en el
laboratorio. Este Glima propuesta fue comprobada en dos aislamientos de este estudio (Figura
17) y permiti6 inferir que algunos aislamientos poseen un genoma muy versatil. Este evento no

fue observado, hasta el momento, en cepas de otros laboratorios, a pesar de su domesticacion.
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Estos hallazgos son una evidencia mas de la complejidad y la vamabilidad genética de H.
capsulatum y cuestionan st la secuenciacion del genoma de las dos cepas de referencia de H.

capsulatnm, G217B y G186AR (http://www.genome.wustl.edu/projects/hcapsulatum; Magnni ef

al., 2004), actualmente en desarrollo, es realmente valida como representativa de la especie.

Recientemente [Fux ef 4/, 2005], han cuestionado el uso de cepas de referencia excesivamente
subcultivadas, para la realizacién de expenmentos de fisiopatogenia, puesto que ellas
posiblemente no representen el prototipo de la especie por la plasticidad adaptativa de su
genoma. St bien, esto se debate en bactertas, mucho mas valido podda ser para hongos, donde
una misma especie puede diferir en nimero y tamafio de bandas cromosomicas [Zolan, 1995],
hecho que ya se comprobd en H. capsulaturm [Canteros et al., 2005d; Romero-Martinez ef al, 2004;
Steele ez al., 1989]. A pesar que estudios previos demostraron tamafios gendmicos vanables entre
aislamientos de H. capsulatum (24 y 37 Mbp) [Canteros et al, 2005d] no se pudo descartar que las
diferencias entre los tamafios genémicos calculados para las cepas de laboratorio G186AS (= 23
Mbp), Downs (= 32 Mbp) y G217B (43.5 Mbp), estas ultimas con 8 % y 17 % de secuencias
repetitivas de DNA [Carr & Sherer, 1998; Magnni ¢/ 4/, 2004], quizas se deban a cambios en la
ploidia ocurridos durante los sucesivos pasajes ## viro (cepas con 50 afios de histona), y tal vez no
tengan nada que ver con la realidad de los aislamientos silvestres (pnimoaislamientos) de H.
capsulatum.

Existen muchos interrogantes con respecto a la relacion H. capsulatum-huésped, sin embargo,
uno de los mas intrigantes es el papel que juega el patdgeno 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 clinicas y lesiones en los huéspedes de diferentes
areas geograficas? La respuesta por ahora es ambigua; los diferentes estudios existentes solo
proponen respuestas parciales para estos cuestionamientos. La virtud del presente trabajo fue el
de utilizar un nimero importante de aislamientos de H. capsulatum, cuyo ongen clinico-geografico
fue cuidadosamente determinado y cuya caractenzacién feno-genotipica se realizd
comparativamente, 1o que permitié concluir que algunos feno-genotipos de H. capsulatum son
capaces de infectar y enfermar a un huésped con ICS, aunque no se pudo establecer relacion con

el tropismo de los aislamientos por determinado 6rgano y/o tejido.

Los contrastes encontrados entre las caracteristicas feno- y genotipicas ponen en evidencia
que el uso de diferentes técnicas dan una visién parcial de la biologia de H. capsulatum; por lo que

es dificil lograr una conclusién precisa utilizando una sola metodologia. Sin embargo, el combinar
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caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y genéticas de H. capsulatum permitid tener una vision
mas amplia y aportar informacién desde diferentes angulos sobre la complejidad de las relaciones

biologicas entre el binomio H. capsulatnm y su huésped.

Muchos enigmas quedan por investigar sobre este patdgeno, sin embargo, la versatiidad de su
genoma hace que se plantee si es correcto, confiable y proximo a la realidad, realizar cualquier

tipo de expenmento empleando cepas domesticadas.

Para concluir esta discusion sera interesante plasmar dos ideas, manifestadas por una de las
pioneras en el estudio del polimorfismo de H. capsulatum, que reflejan que los problemas de esta

especie fingica son mas viejos de lo que se cree.

oo “La mayoria de los estudios sobre H. capsulatum han sido realizados sobre cultivos mantenidos por largo
tiempo en el laboratorio, los cuales, indudablemente estdn genotipicamente muy alejados del aislamiento primarto.
Quizds los factores claves en la infectividad y antigenicidad relacionados al fenotipo han sido perdidos,
subestimados o inadvertidamente descartados durante los repetidos subcultivos”.

...... ‘8t es que pretendemos establecer alguna corvelacion significativa entre origen, morfologia, paiogenicidad,
antigenicidad, y habilidad termodimorfica de H. capsulatum (un organismo tan exasperantemente variable en su
morfologia y fisiologia), el sinico abordage lggico es el andlisis de cepas recién aisladas y con una historia conocida”.

BERLINER, 1968
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CONCLUSIONES

Se confirm6 la amplia diversidad (polimorfismo) feno- y genotipica entre los aislamientos
clinicos de H. capsulatum con nueve morfoupos coloniales, seis electrotipos SDS-PAGE,
nueve perfiles RAPD-PCR vy diez Eks, entre 3 y 7 bandas cromosdmicas.

Los aislamientos de pacientes con ICS, en especial los ICS-SIDA, tenen mayor diversidad
fenotipica que los asslamientos de pacientes con ICL. Esta conclusién apoya la hipotesis

propuesta en el presente trabajo.

Se observd que tanto las colonias y las estructuras microscopicas caracteristicas de la especie

pueden presentar morfologia aberrante en los primoaislamientos.

Se descnibi6 la presencia de macroconidios de un diametro menor al referido para la especie,
y se demostrd una estrecha relacion entre estos didmetros y la condicion ICS-SIDA de los

pacientes.

Se demostré la existencia de aislamientos con baja tasa especifica de crecimiento, obtenidos

de pacientes con ICS, independientemente del origen geografico.

Se confirmé la alta frecuencia de aislamientos con tropismo cutineo en pacientes ICS-SIDA
de AR.

Se encontré que la mayoria de los aislamientos de AR presentaban 5 bandas y un Ek
predominante, demostrando la existencia de un mayor CLP que el referido en trabajos

previos.

Se evidencié que algunos aislamientos provenientes del mismo o diferente episodio clinico de

un mismo paciente fueron feno- y genotipicamente distintos.

Se observd en algunos multiples 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 multiples aislamientos se asociaron tanto con genotipos RAPD-PCR
como con fenotipos SDS-PAGE idénticos.

Se detectd vamaciones en los Eks después de sucesivos subcultivos 7 urfro de un mismo

aislamiento.
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Se demostr6 que el origen geogrifico de los aislamientos se relacioné significativamente con
el fenotipo SDS-PAGE y el genotipo RAPD-PCR, pero no se pudo establecer esta asociacion

con los Eks.

No se pudo establecer ninguna asociacién entre el feno- y/o genotipo con el matenal clinico

del cual el hongo fue aislado.

Se obtuvo resultados sugestivos de asociaciéon entre el fenotipo SDS-PAGE, el genoupo

determinado por RAPD y la condicién inmunoldgica de los pacientes.

PERSPECTIVAS A CORTO PLAZO

Localizar las secuencias génicas de interés en filogenia y en patogénesis en las bandas

cromosbmicas reveladas por PFGE.

Utilizar la secuenciacién de genes “especificos del hongo”, o la secuencia de marcadores
microsatélites, para confirmar posibles infecciones por multiples aislamientos de H.

capsulatum.
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Tabla 1. Datos de los aislamientos de F. capsulatuns estudiados,
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CONTINUACION TABLA 1

. o . 2 s @ Mecroconidios  um) B ' PFGE
2 & E
N B S S U B R
‘ 5 ; 3 e B E 2 E 2 q B ‘“ s g5
3 < = S 3 g § 8 .g' g Ig = § _E gs =X Y §8 gs 2 by}
°z Q g é 8 5 E : o 5 & ‘g o E 2 8 5
b £ £ & 5
02928 AR M Piel VIN (4 IC5 [ P 92 15 5 125 75 42 042 S 10 1X 5 V]
02929 AR F Ganglio VIH {+) IC5 X P 116 14 50 138 100 103 042 & m X 5 VI
0230 AR M Blopsia de pulmon Transplants rene! IcS v P 87 15 5 125 63 127 012 & X 5 vl
0031 AR M Lavado bronooelveolar  VH{) Ics | P 82 7 s 125 63 153 003 & 10 Ix 5 VI
0232 AR M Sangre VIH (+) Ics VI P 85 12 6 113 15 147 08 S 1 1X 5 VI
023 AR M Médula osea VIH (+) IcS | P 106 17 5 125 83 153 007 & IX 5 VI
0234 AR M Lavado bronooalveolar VIH (%) ICS m P 73 12 5 13 63 112 007 S It 1X 6 VI
02095 AR M Sangre VIH (+) )05 1 P 71 07 27 &8 63 147 008 S IV 1X 6 A
90455 AR M Mucoss o cL Vil P 87 18 4 125 63 127 0¥ No 0 1X ND  ND
EH46 MX M “Higado e IcL ) P 82 5 5 113 83 243 005 S L 5 v
EHS3  MX  F Sengre sl ICL i P 89 15 5 125 63 215 008 No 0 1 ND  ND
EH303 GT M Eepito so IcL v P 100 14 5 125 75 118 017 No I v ND  ND
EH316  MX M Sengre VIH (+) iC$ T P 70 06 50 15 62 162 006 S I v 4 v
EHMT WX M Sengre VIH (Y 1cS X Py E eh 7 ik el @ - 1 5 VI
EH318  MX M Sawe VK Ics | P 68 09 50 100 63 17000 No Nl VI ND  ND
EHI25 MX  F Liquido peritoneal VIH (+) IS I P 81 13 5 108 63 111 008 S | vl 6 X
EH359  MX M Mucosa o L 1 P 75 4 5 100 &3 18 005 No I I N0 ND
EH38]  GT  ND Liquido peritoneal sc icL v P 110 12 37 125 100 142 005 S [ [ 8 VI
EH364 GT M Piel 8o oL W P 75 14 7 WA &3 19 @12 & o vh 6 vi
ERI79  MX  F Esputo T o oL | P 78 15 5 100 63 167 015 Mo 1 1 ND ND
CEH3B0  MX M Esputo VIH (4] Ics | P 88 18 50 125 63 166 008 s 0 1 5 vl
EH409 MX M Esputo so IcL ™ P 116 11 S 125 100 18 o007 S o v & v
EH410  MX M Biopsiade pulmén & oL | P 111 15 5 125 75 198 005 N M 1 ND _ ND
EH448 MX M Sangre VIH (+) IcS il P 70 12 13 100 63 174 002 MNo Il _WI___ND WD
EHS23  MX M Meduls boes  Flwssespénica  IGS | P 95 21 5 125 63 173 08 No W Wl ND  ND
EHSST  MX M Sengre we G | P 117 15 5 150 00 133 008 N I3 1 ND ND
T GIBSE  PA  ND ND & WD Wl A . s . 0% 0M_ Sl IV n 5w
Downs EU  F Mucosa Dibeles ND VN A . .0 . . 069 002 i ¥ I 5 Vi
TEREEEY m:pwjﬁ-ra de crecimiento, AR: Aq_;(-ntina, MX: Méxien, GT: Guatemala, UL listados Unidos, PA: Panama, M: masculine, i+ femenina, s/e xn causa ceforenda de |nmnnncnmpmrﬁmd_?ﬁﬁ:
inmunocompromsn severn, [CL: mmunocompromiso leve, NI no detceminado, Al auscare, IP presenie. Nota: los mwiliiples aslamiontos de un mismo paciente estan refendos en la Tabla 2.
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Tabla 2. Cacacteristicas de los miltiples aislamientos de un mismo paciente.
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[n esta tabla se cosumen las caracterisheas y resultados de los mt'nlnpics aislamientos gbtenidos de un mismo paciente durante ¢l mismo o diferente episadio de fa enfeemedad.
W fasa ospecifica de creaimiento, AR Argentina, MXC México, GT: Guatemala, FLT: Estados 1lmidos, PA. Panama, M: masculing, [ femening, s/c: sin causa refenda de inmunocompromiso, 108
immnacompronso severo, [ mmuoancompromiso leve, € control, NID: no dercrminado, 1% presente.

*Oltensido despucs de ties imeses de taiamuento con antifingicos {anforericina B durante un mes ¢ mtrmicatamicnta cen itraconazol).
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Tabla 3. Protocolos de PFGE utilizados para la separacion de bandas cromosomuicas en hongos
de diferentes tamafios gendmicos*.

DNA do refarencia,  Concentracidn Tiempo de

tamafio de bandas de agarssa Tiempo(sd)e puiso comda VOM?) Arﬁ]ulo Ten’q(a%ratura Amorbguador
cromosomicas (Mbp) (%) (h) (Ve )
Diayostelium
discoidenry 0.8 2000-9600 160 1.815 120 14 TAE 0.25X
(3.6-9.0)
S chigosaccharomyces
pombe 0.8 1800 72 1.5 106 14 TAE 1X
(3.55.7)
Candida albicans
(1.04.0) 0.8 500 48 3.0 106 14 TAE 1X

*Cox et al, 1990.

Tabla 4. Protocolos probados durante la estandarizacién del PFGE.

Protocolo Concenfracidn  Tiempodo pulso  Twempo de camda Voltaje

Ge agarosa {s) {h) {V e
1 0.8% 3000-720 72 2.0
3400-2400 40 15
2 0.8% 2400-1400 16 25
1400-300 16 3.5
3 1.0% 3000-720 72 20 |
4 1.0% 3000-720 72 3.0
5 1.0% 3000-720 06 2.0
3400-1000 48 2.0
6 1.0% 1000-300 24 3.0
4500 24 15
7 1.0% 3600-2700 30 15
2700-750 18 1.8
8 0.7% 3000-720 72 20 |
3600-720 72 2.0
0.7% 720-450 16 15
4500 24 15
10 0.7% 3600-2700 30 15
2700-750 18 1.8
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Tabla 5. Relacidn entre 1a procedencia geogrifica, Ja condicidn de inmunocompromiso del
paciente y el matenal clinico de ongen de los asslamientos.

Material de origen

Procedencia nmﬁ'zg‘c’fx::; o S o Total
ngre y/o Otros
médula ésea Plel Mucosa respiratorio
México y ICS-SIDA 4 1 1 6
Guatemala ICS-VIH(-) 1 1
N =17
1ICL 2 4 1 4 10
ICS-SIDA 15 13 2 2 36
Argentina
Nz 57 ICS-VIH(-) 5 4 2 3 1 15
ICL 4 1 6
Total 27 19 9 11 8 74
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Tabla 6. Relacidn entre la procedenaa geogrifica, la condicion de nmunocompromiso del
paciente y el mosfotipo colonial de los aislamientos.

. Morfotipos

Procedencia Condicién de ) Total
inmunocompromiso 1 I 1 [RY; \Y Vi vil A0 IX

Méxicol IcS-SIDA 2 1 1 2 6
Guatemala JCS-VIH(-) 1 1
N=17

IcL 4 2 4 10

ICS-SIDA 12 4 1 10 3 1 1 4 36

Argentina
N = 57 ICS-VIH(-) 2 1 10 2 15

ICL 5 1 8
EU Downs 1
PA G1868 1

Tabla 7. Relacién entre el matenal clinico de ongen y el morfonpo colonial de los aislamientos.

Material de Morfotipos Total
orgen I m v \% VI VI X

Sangre /MO 8 3 8 1 1 5 27
Piel 5 7 2 1 19
Mucosa 2 5 1 )
Tracto

regpiratorio 4 1 6 "
Otros 2 3 1 2 8

Nota: no se incluyeron en la mbla los datos de las cepas de referencia Downs y G186B, por cacecer de lo informacion pecunente;
el mosfoupo VIII no figuta en la mblz por ser exclusivo de la cepa Downs.
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Tabla 8. Relacién entre ¢l origen geogrifico, la condicidn de wamunocompromiso del paciente y
el didmetro de los macroconidios de los aislamientos.

Macroconidios

. Condicién de
Procedencia inmunoccompromiso N° de Didmetro Dismetro 4 DS
afslamientos (promedio) {intervalo)
. ICS-SIDA 6 8.0 6.8-10.0 1.2
México/
Guatemala ICS-VIH(-) 1 7.5 6.3-10.0 1.4
N =17
ICL 10 9.5 75117 1.7
ICS-SIDA 33 8.3 6.5-11.6 1.3
Afgontina ICS-VIH(-) 14 9.7 7.4-13.9 1.9
ICL 6 8.7 6.5-10.8 18

Nota: en el grupo ICS-SIDA de AR tres ziskmientos no presentaron macroconidios, § asimismo ua aislamienro del grupo
1CS-VIH{(-) de AR

Tabla 9. Relacion entre el matenal clinico de origen dedlos aslamientos y el diametro de los
macroconidios de los aislamientos.

Material de origen Macroconidios

Ne° de aistamientos Diametro (promedio) | Diametro (intervalo) ¥ DS
Sangre /MO 26 8.6 6.8-11.7 15
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 7.8-116 1.5
Otros 7 9.0 6.511.6 2.1

Nota: oo se mcluyeron en la wblz los daros de las cepas de referencia Downs y G186B, por carecer de la informacion
peromente y no formar maccoconidios.
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Tabla 10. Tasa especifica de crecimiento de los aislamientos en culovos.

p dia™
Aisiamientos
superficie sumergido
1 EH-303 1.19 0.07
2 01737 1.12 0.13
3 01730 0.61 0.05
4 EH-316 1.62 0.16
5 00335 0.86 0.10
6 00205 1.48 0.07
7 01893 1.50 0.16
8 01869 1.47 0.14
S Downs 0.69 0.06
10 02931 1.53 0.11
11 01738 1.40 0.09

Ve detalles de los culdvos y calculos de y en Materiles y Métedos.
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Tabla 11. Relacién entre el origen geogrifico, la condicién de inmunocompromiso del padente y
la rasa especifica de crecimiento de los aislamientos.

Numero de aislamientos

Procedencia : Condicién de TS Total
NMUNOCOMPromiso
baja (< 1.14)  Media (1.14-1.82)  Aha (> 1.82)
ICS-SIDA 6
México/ 2 4
Guatemala 1CS-VIH(-) 1 4
N=17
ICL 5 5 10
ICS-SIDA 8 23 5 36
Argentina
N=57 ICS-VIH(-) 1 12 2 15
ICL 5 1 5
EUA Downs 1
PA G1868B 1

Tabla 12. Relacién entre el matedal clinico de orgen y la tasa especifica de crecimiento de los
aislamientos.

Material de origen Nimero de alslamlentos
T Total
y dia
Baja (< 1.14) Medis (1.14 -1.82) Alta (> 1.82)

Sangre /MO 4 22 ] 27
Plel 4 3 6 19
Mucosa 6 3 9
Tracto respiratorio 1 9 1 1"
Otros 2 4 5 8

Not:n.' no s¢ incluyeron en lz mbla los datos de las cepas de referencia Dowas y G186B, por carecer de La informacién
peruaente.
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Tabla 13. Relacién entre el origen geogrifico, la condicida de inmunocompromiso del paciente v
la capacidad de conversidn i mtro a la fase L de los aislamientos.

versién dimérfica
3 Jencla Condleién de Con i Tota_l de
inmunocompromiso S aislamientos
| NO
1ICS-SIDA 4 2 6
México/
Guatemala ICS-VIH(-) ’ 1 1
N =17
ICL 4 6 10
ICS-SIDA 28 8 36
Argentina
N =57 ICS-VIH(-) 13 2 15
IcL 4 2 6

Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de referencia Downs v G186B, por carecer de datos
compleros.

Tabla 14. Relacidn eatre el matenal clinico de onigen y la capacidad de conversion 1r /o a la fase
L de los mslamsentos.

Material de origen Conversién dimérfica Total de
p o aislamientos
Sangre /MO 20 7 7
Piel 14 5 19
Mucosa 4 5 8
Tracto respiratorio 7 4 11
Otros 8 8

Notai no se incluycron en la tabla los datos de las cepas de referencia Downs y G186B, por carecer de La
informacién pertinente.
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Tabla 15. Relacidn eotre el ongen geografico, la condicidéo de mnmunocompromiso del paciente y
el fenoupo SDS-PAGE de los aislamsentos.

Fenotipos SDSPAGE
Procedencia i Condicion de’ P Total
NMUNOCOMpPromiso
I m v \% Vil
México/ ICS-SIDA 1 5 (]
Guatemalia ICS-VIH(-) 1 1
N=17
fcL 5 4 1 10
ICS-SIDA 1 3 26 1 4 1 36
Argentina
N =57 ICS-VIK(-) 15 15
IcL 1 5 6
EU Downs 1
Panaméa G186B 1

Tabla 16. Relacién entre el matenal clinico de ongen y el fenotipo SDS-PAGE de los

aslamientos.
Material de origen Fenotipos SDS-PAGE
Total
1 a oI v v A 4!

Sangre /MO 1 6 16 1 3 27
Plel 3 16 19
Mucosa 1 1 7 . s
Tracto

respiratorio 2 3 6 "
Otros 3 1 2 1 1 8

Nota: no se incluyeron en ls tabla los datos de las cepas de mfesencia Downs ¥ G186B, por carecer de la
informacién pectinente.
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Tabla 17. Relacién entre el onigen geografico, la condicion de nmunocompromisso del paciente v
el genotipo RAPD-PCR de los asslamientos.

Condicién de Genotipos RAPD-PCR

Procedencia Total
inmunocompromiso | n m v v Vi VO VIl I
ICS-SIDA 6
México! 2 L
Guatemala ICS-VIH(-) 4 1
N =17
IcL 7 1 1 1 10
ICS-SIDA 1 1 34 386
Argentina
N = 57 ICSVIH() 15 15
ICL 6 6
EU Downs 1
Panamé G186B 1

Tabla 18. Relacién entre el matenal clinico de origen y el genotipo RAPD-PCR de los
aislamientos.

Material de origen Genotipos RAPD-PCR
Total
1 v v Vi Vi Vil X
Sangre/ MO 3 4 3 1 19 27
Piel 1 18 19
v Mucosa 1 8 9
Tracto respiratoro 3 1 1 6 11
Otros 2 1 5 8
Nota: Los genotipos 1 y 11} no aparecen posque corsesponden s las cepas de referencia.
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Tabla 19. Relacién entre el ongen geogrifico, la condicién de inmunocompromiso del paciente y

el numero de bandas ccomosdmicas de los aislamientos.

Numero de bandas cromosémicas

Procedencia . Condicion de Total
inmunoecompromiso 3 4 5 6 7

México/ ICS-SIDA 1 2 1 4
Guatemala
N=8 IcL 1 1 2 4

ICS-SIDA 1 5 16 6 1 29
Argentina

ICL 3 1 4

EU Downs
Panamé G1868 1

El aimero de bandas cromosomicas fue detectado por PFGE, ver detalles ea Materiales y Mérodos
Nota: no se incluyeron en la tabla datos de los aislamientos 1CS-VIH(-) de MX/GT. por carecer de 12 informacion

peronente.

Tabla 20. Relacién entre el matenal clinico de origen y el numero de bandas cromosomicas de

los arslamuentos.

Material de origen

NUmero de bandas cromosémicas

Total
3 4 5 6 7
Sangre/ MO 3 12 4 1 20
Plei 5 7 3 15
Mucosa 2 2 4
Tracto respiratorio 1 4 2 7
Otros 1 1 3 3 8

El numero de bandas cromosomicas fue dewectado por PFGE, ver detalles en Marteriales y Métodos.
Nota: no se incluyeron en la tabla los datos de las cepas de refecencia Downs § G186B, por casecer de la wnformacion

perunente.
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Tabla 21. Relacion entre el ongen geogrifico, la condicidn de inmunocompromsso de) paciente v
el Ek de los aislamientos. '

. Eks
Procedencia Condicién de. Total
Inmunocompromiso I m vV %] Vit v X X

Méxicol ICS-SIDA 2 1 1 4
Guatemala
N=8 IcL 13 4

ICS-SIDA 1 3 1 22 1 1 29
Argentina

ICS-VIH(- 1 1 13
N = 46 () 1 1 8 1

IcL 3 1 4

EU Downs 1
Panamé G1668 L

Los Eks fueron revelados por el anilisis de UPGMA de los perfiles obtenidos por PFGE, ver detalles en Matenales v Mérodos.
Nota: no se inchiyeron en )a tabla dacos de Jos aislamientos [CS-VIH(-) de MX/GT, por carecer de 2 informacién perancnre.

Tabla 22, Relacién entre el matenal clinico de ongen y el Ek de los asslamuentos.

Material de origen Eks
Total

1 n m v v A4 VIl VI IX
Sangre/ MO 4 13 1 2 20
Piel 1 1 10 2 1 15
Mucosa 1 2 1 4
Tracto
respiratorio ! 6 7
Otros 1 1 1 4 1 8

Los Eks fueron revelados por el anilisis de UPGMA de los perfiles obtenidos por PFGE, ver detalles en Matenales y Métodos

Nota: no se mcluyeron en la tabtla los datos de las cepas de referencia Downs (Ek VT) y G186B (Ek X, exclusivo de esta cepa).
poc carecer de 2 informacion peinente.
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Figura 1. Dendrograma originado del anilisis por UPGMA de los aislamientos segun las
caracteristicas macromorfolégicas de las colonias. El mismo fue realizado en NTSY'Spe ver 2.02)
vulizando coeficente de distancia “taxondmica™.
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Figura 2 (2—1). Macromorfologfa de las colonias de cada uno de los grupos formados en

el andlisis por UPGMA. Se udliz el programa NTSYSpc ver 2.02j, (a—i) anversos de colonias con diferentes
morfotpos, (1) reverso de colonias con distnta pigmentacadn.
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Figura 3 (a y b). Macro- y micromorfologia de multiples aislamientos de H. capsularum

de un mismo paciente. (a) Pacieate N° 1: aislamiento 00205 proveaiente de sangre y ¢l 00335 de piel. (b)
Pacienre N° 4: aislamiento 01744 de piel y 01745 de saagre.
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Figura 4 (a-h). Micromorfologia en fase M de algunos aislamientos de H.
capsulatum. Azu) de lactofenol, 400x. las flechas en las figuras c—, sefizlap macrocooidios
pidformes con paredes bisas o coa proyecciones. Los circulos en la figura h, enderran microcorudios en
cadenas cortas.
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Figura 5 (a—f). Micromorfologia en fase M de las cepas de referencia y de
algunos aislamientos de H. capsularum, Azu) de lactofenol, 400x.
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Figura 6 (a—f). Etapas en la conversién termodimorfica. (a) fase M,

(b, ¢) estadio intemnedio de algunos aislarnientos con micelic rudimentano, (d—f) fase
L. Azl de lactofenol, 400x
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Figura 7 (a—f). Macromorfologia de la fase L de diferentes

aislamientos y de las cepas de referencia. Las fotos estin amplificadas 2x con
respecto 4 las de las colonias en la fase M.
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Figura 8 (a y b). SDS-PAGE de los exoantigenos de H. capsulatum revelados con tincién

de plata. Las bandas antgénicas H y M se sealag 2 la izquierda de las figuras a y b, E) primer carnil de ambos
geles corresponde a un antigeno de referendia, elaborado en el INEI-ANLIS, Estiadar de peso molecular (PM) de
6.5~200 kDa. A la derecha de las figuras se indicao los pesos moleculares de las bandas (kDa). ¥ Aislamicntos de
pacientes de AR; V Aislamientos de pacientes de MX/GT.
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Figura 9 (a y b). SDS-PAGE y WB de los exoantigenos de cuatro aislamientos
representativos cgel estudio. Las flechas sefialan las bandas H ¥ M, tanto en el perfil SDS-PAGE (2) como en
el revelado por WB (b). Los dirculos encierran 12 banda de 15 Kdz en SDS-PAGE y destacan su ausencia en WB.
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Figura 10. Dendrograma, gel normatizado y expresién grifica de las bandas obtenidas
por SDS-PAGE. Los datos mostrados proceden del aoalisis por UPGMA En cada nodo del irbo) s seala el
valor de cormrelacién cofenénica segin lo referido en Mategales y Métodos. Los colores idéntcos representan
muldples aislamieptos del mismo paciente. Las flechas en la parte superior de 12 expresion grafica sefialan las bandas
H y M, esta dlima en duplete.
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Figura 11 (a y b). Perfiles del RAPD-PCR obtenidos con doble iniciador. Se udlizaron los
ivciadores 1281-1283 segin las condiciones descritas en Materiales y métodos. M: estandar de pares de bases (123
bp DNA Ladder). Los tamafios de los fragmentos estin indicados en los extrernos 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 expresién grafica de las bandas obtenidas
pot RA.PD-PC”R. Los datos mostrados proceden del anilisis por UPGMA. En cada aodo del irbol se sediala el
valor de correlacién cofeoérica segin lo referido en Materizles y Métodos. Los colores idéndcos representan
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bandas de 0.135 y 1.23 Kb.
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Figura 13. Visualizacién de bandas cromosémicas 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 cromosémicas de algunos de los aislamientos de H.
capsularum obtenidos por PFGE. Los diferentes ejemplos de perfiles se Jusan en Jos geles a-d. A a

izquierda de cada gel se sedalan Jos tamafios esimados de las bandas de la ccpa denominada “Control™ (Mbp).
How.- H. wingei (3.13-1.05 Mbp); S.p.- Séh. pombe (5.7-3.5 Mbp).
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dempo de desarrollo del presente estudio. Los circulos y los signos ? indican cambios de las bandas
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