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L. RESUMEN

La infeccion por Histoplasma capsulatum afecta principalmente a pacientes con
infeccion por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) con cuentas bajas de
CD4+ (<150 cel./ul) quienes presentan comunmente histoplasmosis diseminada
(HD). La mortalidad por todas las causas en los primeros tres meses alcanza el 40%
en esta poblacion y mas del 20% de los casos tienen enfermedad severa con falla
organica multiple. En los casos con enfermedad diseminada y progresiva el curso
natural de la enfermedad es que lleve a la muerte del paciente en el transcurso de
2-6 semanas si no se diagnostica oportunamente y se inicia tratamiento de forma
temprana. Las pruebas diagndsticas en HD, incluyen cultivo, serologia, deteccion
de antigeno urinario, microscopia directa e histopatologia. La prueba mas sensible
y especifica, en el caso de HD, el antigeno urinario, no se encuentra disponible en
la gran mayoria de los centros. El cultivo y la histopatologia confirman la infeccién
por H. capsulatum, sin embargo, el tiempo que se requiere para su crecimiento e
identificacion retrasan el diagndstico. Recientemente se han implementado métodos
moleculares para el diagnéstico rapido de estas infecciones, una de ellas, la PCR
que emplea como blanco genético la secuencia del gen Hc100 el cual es especifico
de Histoplasma capsulatum y se ha demostrado que permite la supervivencia del
hongo dentro de las células humanas, ha mostrado una sensibilidad hasta del 100%
y una especificidad del 92.4%. Otra PCR es la que esta dirigida a una secuencia
genética denominada 1281-1283,,0 SCAR de la cual se ha informado una
sensibilidad y especificidad de 100%. Hasta ahora no se ha demostrado su utilidad

en estudios clinicos prospectivos ni en la poblacién con VIH especificamente.

Por lo que realizamos un estudio prospectivo, multicéntrico, doble ciego de pruebas
diagnodsticas. El objetivo principal del estudio fue determinar la sensibilidad y
especificidad de la PCR dirigida a la region 1281-1283220 SCAR y al gene Hc100 en
sangre periférica para el diagnostico de histoplasmosis diseminada en pacientes
con VIH/SIDA en comparacion con el cultivo de sangre periférica. Objetivos

secundarios incluyeron determinar la sensibilidad y especificidad de la PCR Hc100



y 1281-1283,,0 SCAR en muestras clinicas de mielocultivos y biopsias en
comparacion con el resultado del mielocultivo y cultivo de biopsias respectivamente;
asi como del antigeno urinario de Histoplasma IMMY ALPHA EIA, en comparacion
con la definicion de caso probado de histoplasmosis (positividad por cultivo y/o

biopsia).

Se ingresaron 412 pacientes en el estudio, encontrando 107 (26%) casos con
diagnodstico probado de histoplasmosis. La sensibilidad para la PCR Hc100 en
muestras de sangre periférica, médula ésea y biopsias fue del 65.2% (95% IC, 54.1-
74.9), 76.7% (95% IC, 76.0-77.4), 90.9% (95% IC, 59.4-99.5) respectivamente; con
una especificidad para las mismas muestras del 85.3% (95% IC, 83.0-87.3), 89.2%
(95% IC, 89.0-89.4), 69.9% (95% IC, 65.1-71.2) respectivamente.

La sensibilidad del antigeno urinario para el diagnéstico de HDP probada fue del
66.3% (95% IC, 66.3-66.8) y la especificidad del 96.2% (95% IC, 96.0-96.4); su valor
predictivo positivo es del 86.3 (95% IC, 76.7-92.9) y el valor predictivo negativo del
88.9% (95% IC, 84.9-92.1); el likelihood ratio positivo de 17.6 (95% IC, 9.9-33.1) y
el likelihood ratio negativo de 0.4 (95% IC, 0.3-0.4).



Il MARCO TEORICO

1. Antecedentes.

En 1906 Samuel T. Darling report6 los resultados de la autopsia de un hombre de
27 anos, de raza negra, de ocupacién carpintero, que vivia cerca de la zona del
Canal de Panama, quien ingreso por un cuadro de tres meses de evolucion con
fiebre y vomito. A su ingreso al hospital se le encontré con fiebre, taquicardia,
deterioro neurologico y habla incoherente; hepatomegalia y esplenomegalia, ulceras
en ileon y ciego y linfadenitis mesentérica. La sospecha clinica inicial fue de
tuberculosis miliar, sin embargo, en la autopsia se encontré gran cantidad de
“cuerpos ovales/redondeados” intra y extracelulares en tejido de bazo, médula 6sea
y pulmon sin tener evidencia del bacilo de la tuberculosis. A este nuevo organismo
Darling lo llamo “Histoplasma capsulata”, ya que semejaba un parasito encapsulado

dentro de un histiocito."
.
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Figura 1. (X 2000), dibujos realizados por Samuel T. Darling. 1-8 formas del
parasito; 9, 10, 11, 12 forma de subdivisién; 13, 14 parasito dentro del nucleo de las
células esplénicas; 15, 16, 17, formas flageladas; 18, célula del epitelio alveolar que
contiene parasitos.

Fuente: Darling ST. A protozoan general infection producing pseudotubercles in the
lungs and focal necrosis in the liver, spleen and lymph nodes. JAMA 1906; 46: 1283-
1285.



2. Epidemiologia.

La histoplasmosis, una infeccidén fungica sistémica, causada por Histoplasma
capsulatum var capsulatum, la cual tiene una distribucion mundial y representa la
infeccién fungica respiratoria mas comin en humanos y animales?, asi como la
micosis endémica mas frecuente en los Estados Unidos y en algunas areas de

México y del Centro y Sur de América.
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Figura 2. Distribucion geografica de H. capsulatum var. capsulatum (morado) e H.
capsulatum var. duboisii (sombreado). Los circulos representan el nUmero de casos
publicados autéctonos asociados a SIDA.

Fuente: Bahr NC, Antinori S, Wheat LJ, et al. Histoplasmosis infections worldwide:
thinking outside of the Ohio River Valley. Curr Trop Med Rep 2015; 2(2): 70-80.

En Estados Unidos se sabe que el area endémica en ese pais es en los valles de
los rios Ohio y Mississippi y es la causa mas frecuente de hospitalizaciéon y muerte®
de entre las micosis endémicas. Los registros de vigilancia de los Centros para la
Prevencion y Control de Enfermedades (CDC) estimaron 500,000 infecciones cada

afio en ese pais®. Sin embargo, basados en estudios de pruebas cutaneas se estima



una tasa anual mas alta. En un estudio realizado entre los marinos de la armada de
E.U.A. la positividad para la prueba cutanea de histoplasmina fue del 20%, por lo
que calcularon una tasa de infeccién® del 1%, lo que representa 3 millones de

infecciones al afio.

En México, Aguirre-Pequefic® reportdé que probablemente desde el afio 1895
tuviéramos casos sugestivos de histoplasmosis, segun lo que constaté en las Actas
de Salubridad Publica del Estado de Nuevo Ledn, sugiriendo una prevalencia alta
entre los mineros expuestos a las esporas del hongo desarrolladas en el guano de
los murciélagos; refirio ademas que esta enfermedad era del dominio popular,
apodandola “enfermedad de las cuevas envenenadas”, al manifestarse con cianosis

y expectoracion hemoptoica.

El primer caso de histoplasmosis informado en México fue descrito por Perrin y
Martinez Baez’ en 1943, y el primer brote oficial fue observado en dos individuos
quienes visitaron una mina abandonada, “El Refugio”, en Lampazos, Nuevo Ledn®.
Se establecido desde 1957 por Valle y colaboradores, que pudiera ser una
enfermedad ocupacional, ya que sus victimas eran personas que habian penetrado
en minas con fines de explotacion o bien para extraer guano de murciélago®. En
este sentido, Martinez Baez sefala la importancia de usar métodos de proteccion
para evitar el contagio entre los mineros®. Ya en Estados Unidos de América desde
1950 se habia clasificado a la histoplasmosis como una enfermedad asociada a los

mineros, campesinos y colectores de guano'°.

De 1948 a 1955 se registraron en México 20 brotes y un caso aislado de
histoplasmosis, con un total de 235 personas infectadas, algunos solo manifestados
por la prueba de histoplasmina positiva. Y de 1956 a 1963 se reportaron 137
personas infectadas (en 11 brotes y 4 casos aislados)'".

Gonzalez-Ochoa fue el primer micélogo mexicano que propuso de alguna forma la
prevalencia de la infeccion por Histoplasma en 22 estados de la Republica,

estableciendo un panorama epidemiolégico de la infeccion basado sobre todo en



121314 con una prevalencia entre el 5% al 50% de la
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pruebas de histoplasmina
poblacién, dependiendo del area estudiada (figura). Por ejemplo, en un estudio’
realizado en individuos de areas rurales del estado de Querétaro (pueblo minero de
Bucareli) alcanzaron valores de positividad de 53% en la prueba cutanea de
histoplasmina. Estudios posteriores en el estado de Guerrero reportaron reaccion
positiva a la prueba cutanea del orden de 87.2, 80 y 4.7% en Juxtlahuaca, Olinala y
Coyuca de Benitez, respectivamente’®. La variacién de los valores dentro del mismo
estado se explica posiblemente por la actividad ocupacional de los habitantes, ya
que en Juxtlahuaca la poblacién estudiada se asocia al trabajo en las grutas
turisticas de la regién, en Olinala a la crianza de gallos de pelea y en Coyuca son

una poblacién de pescadores'”.

O Menos de 5

Figura 3. Distribucién geografica de la histoplasmosis en la Republica Mexicana

segun la prevalencia a la histoplasmina.

Fuente: Vaca-Marin MA, Martinez-Rivera MA, Flores-Estrada JJ. Histoplasmosis
en México. Aspectos historicos y epidemiolédgicos. Rev Inst nal Enf Resp Mex 1998;
11: 208-215.



Desde 1963 y hasta 1994, Velasco-Castrejon documenté alrededor de 1500 casos
en 110 brotes registrados'®. (Tabla) Por su parte la Direccién General de
Epidemiologia (DGE) registr6 por medio del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica, SSA, 1065 casos de la forma epidémica de histoplasmosis de 1988
a 1994, siendo los estados del centro del pais, seguidos del Pacifico Sur y del Golfo
(sobre todo Veracruz y Oaxaca) los lugares donde mas registro de casos hubo.
(mapa) Los brotes se han registrado sobre todo en los estados de Campeche,

Oaxaca, Veracruz, Colima y Tabasco.

Afio  Sitio de la Epidemia, Estado No. Letalidad Afo Sitio de la Epidemia, Estado No. Letalidad

Casos (%} Casos (%)
1956 Grutas de Cacahuamilpa, Gro. 8 80 1980 Tecalitlén (tinel), Jal. 8 ND
1960 Tinel de Cardona, Colima 50 84.7 1980 Etzatidn, (mina aband.), Jal. 4 ND
1960 Cueva la Joya, Durango 11 100 1980 Guadalajara (caverna), Jal. 4 ND
1961 Grutas de Cacahuamilpa, Gro. 5 55.6 1980 Torreén {caverna), Coah. 4 ND
1973 El Chico (mina activa), Hgo. 15 46.6 1980 Tijuana, B.C.N. 1 ND
1973 Mina de los Santos, Querétaro 15 46.6 1980 Guanajuato (mina aband.), Gto. 4 ND
1979 Copalillo (tinel), Gro. 15 133 1980 Huxtlahuaca {caverna), Gro. 3 ND
1979 Tepic (mina aband.), Nay. 8 125 1980 San Joaquin (mina aband.), Qro. 1 ND
1979 Ajijic {tanel), Jalisco, 15 ND 1980 Tzitzio (mina aband.}, Mich. 3 ND
1979 S.L.P. (cavernas), S.L.P. 30 ND 1980 S.L.P. (mina aband.} 3 ND
1979 Tzitzio {mina aband.), Mich, 1 ND 1980 Tamaulipas (cueva} 30 ND
1979 Chiapas, Chis. 1 100 1980 Yucatan (cueva) 3 ND
1979 Huasteca Potosina
{mina aband.), S.L.P. 1 ND 1980 Indeterminado 13 ND
1979 Cuernavaca (mina aband.),Mor. 2 ND
1979 Jalisco (mina aband.) 2 ND

Tabla 1. Cronologia de los brotes de histoplasmosis y focos de infeccién informados
en México, 1956-1980.
Fuente: Boletines Epidemiolégicos, Direccion General de Epidemiologia. ND= No

determinada; aband = abandonada.

Desde 1995 en nuestro pais ya no se registran de forma oficial los casos, por lo que
se ha observado, desde esa fecha, un importante descenso de la enfermedad
debido a los escasos registros de la misma, lo que ha traido como consecuencia
que no se cuente con reportes recientes de la epidemiologia de la enfermedad. De
esta forma no se aprecia la magnitud del problema, sin embargo, ésta debe ser muy

importante considerando su asociacion con la infeccion por VIH/SIDA.
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Figura 4. Distribucion geografica de casos de histoplasmosis en la Republica Mexicana, durante el

periodo 1988-1994, segun los datos de la Direccion General de Epidemiologia.
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Con la extensién de la epidemia por VIH en el mundo, la histoplasmosis diseminada
y progresiva (HDP) se ha convertido en una amenaza para estos pacientes, ya que
si no reciben tratamiento el desenlace suele ser fatal. La tasa de letalidad parece
ser mayor en los paises con areas endémicas de histoplasmosis y una alta
prevalencia de infeccion por VIH y que ademas se tenga baja sospecha clinica,
escaza capacidad diagndstica y poca experiencia en micologia'®. Mas aun, la
histoplasmosis es frecuentemente confundida con tuberculosis, y cuando el
paciente presenta falla al tratamiento se diagnostica de forma equivocada como
tuberculosis resistente?®. Como consecuencia, una gran cantidad de los casos y
muertes reportados en estadisticas a nivel nacional como asociadas a VIH y

tuberculosis, en realidad son causados por histoplasmosis?".

Segun el reporte del 2013 de ONUSIDA en América Latina se estima que hay 1.5
millones de personas que viven con VIH?*2. Histoplasmosis es considerada una
enfermedad definitoria de SIDA desde 1987%. Se estima que en Panama®* el 7.65%
de los pacientes con VIH tienen histoplasmosis confirmada por cultivo; en
Guatemala®, la histoplasmosis es la segunda infeccién oportunista mas frecuente
en los pacientes con VIH solo después de tuberculosis, pero con una mortalidad
mas alta; en Venezuela®, antes de que se introdujera la terapia antirretroviral
altamente activa (TARAA), la histoplasmosis se diagnosticaba en el 21.5% de los

pacientes con VIH; en Fortaleza, Brasil*’

, en un estudio que documentd 378
ingresos consecutivos por VIH, se encontré6 HDP en 164 pacientes (43%); en la
Guiana Francesa®®, histoplasmosis es la principal causa de enfermedad definitoria
de SIDA y de muerte y se encontré que el 42% de los pacientes con VIH con cuentas
celulares de CD4+ menores de 200 y el 85% de los pacientes con CD4+ menores
de 50 son diagnosticados con HDP en ese pais®®. Basados en estos datos y
estimando una tasa de mortalidad de 40% por histoplasmosis en los pacientes con
VIH, se estima que hay 9600 muertes por esta causa cada afo; comparado con 84
muertes por malaria y 6000 muertes relacionadas a tuberculosis en pacientes con

VIH en el 2013 (figura).
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Figura 5. Numero estimado de muertes por afo por tipo de infecciones principales

en América Latina.

Fuente: Group, Group, T. neglected histoplasmosis in L. A. (2016). Disseminated
histoplasmosis in Central and South America, the invisible elephant: the lethal blind
spot of international health organizations. AIDS, 30(2). Retrieved from
https://journals.lww.com/aidsonline/Fulltext/2016/01140/Disseminated_histoplasmo

sis_in_Central_and_South.2.aspx

El progreso en el cuidado de las personas viviendo con VIH, sobre todo la Terapia
Antirretroviral Altamente Activa (TARAA) ha disminuido de manera importante la
incidencia de SIDA y muertes relacionadas a SIDA en paises desarrollados. En
paises en vias de desarrollo estos aspectos continuan siendo un reto, y las
infecciones fungicas oportunistas representan un grupo etiolégico importante y poco
sospechado. Se cree que la histoplasmosis es la principal condicion definitoria de
SIDA y principal causa de muerte en pacientes con VIH en América Latina. Las
guias de la OMS de 2017 para el manejo de infeccién avanzada por VIH
recomiendan por primera vez realizar tamizaje y tratamiento para histoplasmosis en

las personas viviendo con VIH en América Latina.
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En un estudio publicado en el Lancet Infectious Diseseases® en agosto de 2018
cuyo objetivo era comparar la carga de histoplasmosis asociada a VIH con la de
tuberculosis en América Latina, reporté una prevalencia de exposicion previa a H.
capsulatum del 32.2% para América Latina en la poblacién general, con un rango
de 0.1% en Chile a 57.2% en Guatemala; México con una mediana de 22.8%. La
incidencia de histoplasmosis (sintomatica y asintomatica) en pacientes viviendo con
VIH en México en el 2012 fue de 0.92 (0.88-096) por 100 personas viviendo con VIH
(comparada con la incidencia para la region de América Latina en general de 1.48
casos por 100 personas viviendo con VIH, lo que representa 22 000 casos al ano).
El numero total de casos con histoplasmosis sintomatica asociados a VIH en
personas con cuentas de CD4 <200 células/pL en América Latina fue de 22637 para
el ano 2012 y para nuestro pais se estimo6 considerando tres escenarios donde el
30%, 50% y 70% del total de infectados con histoplasmosis fuera sintomatica se
calculé una mediana de 477, 794, 1112 casos respectivamente, en comparacion
con el reporte de la OMS de 2500 casos de tuberculosis sintomatica asociada a VIH
en el mismo afo en México. Considerando un escenario intermedio en el que el
50% de las infecciones por Histoplasma en pacientes con VIH en América Latina
son sintomaticas, estimaciones sobre el numero total de muertes relacionadas a
histoplasmosis en personas viviendo con VIH en esta region para el ano 2012 fue
de 1118 de acuerdo a un 10% tasa de mortalidad, 2237 con un 20% de mortalidad,
4473 en el escenario de 40% y de 6710 en el escenario de 60% de mortalidad. Para
ese mismo afno hubo 5062 muertes por tuberculosis en pacientes con VIH segun el
reporte de la OMS en América Latina. Considerando el peor escenario con un 60%
de mortalidad y con la tasa mas alta de histoplasmosis sintomatica (70%), el numero
total de muertos asociados a histoplasmosis fue de 9394 pacientes en América
Latina. En México, con estas mismas consideraciones se estimarian 667 muertes

asociadas a histoplasmosis comparadas con 430 muertes asociadas a tuberculosis.
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Figura 6. Mapa. Incidencia anual estimada de histoplasmosis por 100 personas

viviendo con VIH en América Latina en el afio 2012.

Fuente: Adenis, A. A., Valdes, A., Cropet, C., McCotter, O. Z., Derado, G., Couppie,
P., Nacher, M. (2018). Burden of HIV-associated histoplasmosis compared with
tuberculosis in Latin America: a modelling study. The Lancet Infectious Diseases.

doi:10.1016/s1473-3099(18)30354-2
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Argentina 37-8% 98000 1-89 1864 559 932 1305 280
(35:3-40-3) (80000-120000) (170-210)  (1546-2232) (464-670)  (773-1116)  (1082-1562)  (270-630)
Belize 49-4% 3100 3-04 94 28 47 66 29
(41.7-57-1) (2800-3400) (2:22-415)  (68-130) (21-39) (34-65) (48-91) (26-31)
Bolivia 22:0% 16000 0-88 141 42 70 99 420
(20-9-23-1) (8500-24000) (0-82-0-94)  (93-191) (28-57) (47-96) (65-134) (390-560)
Brazil 20-3% 595000 0-79 4714 1414 2357 3300 14000
(19:7-20-8) (530000-660000)  (0-77-0-82)  (4321-5120) (1296-1536)  (2161-2560)  (3025-3584)  (13990-14010)
Chile 0-1% 39000 0-003 1.22 0-37 0-61 0-85 51
(0-03-017) (25000-61000) (0-001-0-005) (0-35-2-36) (010-0-71)  (017-118)  (0-24-1-65) (48-120)
Colombia 25-1% 150000 1.04 1565 469 782 1095 1400
(244-257) (110000-190000)  (1-01-1-08)  (1264-1867) (379-560)  (632-933) (885-1307)  (1200-1700)
Costa Rica 367% 9800 1-81 177 53 89 124 61
(345-385)  (8800-11000) (164-1-95)  (156-199) (47-60) (78-100) (109-140) (55-68)
Ecuador 22:6% 52000 091 508 153 254 356 1200
(20-0-25-2) (36000-99000) (078-1.05)  (346-762) (104-228) (173-381) (242-533) (1100-1400)
ElSalvador  44-5% 25000 2:50 660 198 330 462 220
(35-9-55-0) (16 000-45000) (175-3-80)  (383-1166) (115-350) (191-583) (268-816) (210-220)
French 32-5% 2900 1-.50 42 13 21 30 22
Guiana (293-357) (1935-3390) (129-173)  (32-53) (10-16) (16-26) (23-37) (14-30)
Guatemala  572% 58000 416 2676 803 1338 1873 900
(54-8-59-6)  (36000-130000) (378-4-60)  (1665-4322) (500-1297)  (833-2161)  (1166-3025)  (810-1000)
Guyana 47-0% 7200 2.76 204 61 102 143 200
(371-56:9)  (4300-12000) (1-84-412)  (116-353) (35-106) (58-177) (81-247) (200-270)
Honduras 38-8% 26000 1.97 518 155 259 363 460
(38:5-39:0) (21000-33000) (1-95-1-99)  (441-607) (132-182) (220-304) (308-425) (360-560)
Mexico 22-8% 170000 0-92 1589 477 794 1112 2500
(22:1-23-6) (150000-210000)  (0-88-0-96)  (1411-1818) (423-545)  (706-909)  (988-1273)  (2500-2600)
Nicaragua 36-7% 9600 1.81 179 54 89 125 110
(34-5-38-6) (6600-15000) (1-64-1-95)  (130-241) (39-72) (65-120) (91-168) (100-120)
Panama 34-9% 17000 1.67 284 85 142 198 280
(33-8-36:0)  (12000-22000) (159-175)  (224-346) (67-104) (112-173) (157-242) (250-310)
Paraguay 17-5% 13000 0-66 90 27 45 63 280
(16-4-18-6) (7400-24000) (0-61-071)  (57-134) (17-40) (29-67) (40-94) (260-300)
Peru 19-7% 76000 0-76 693 208 346 485 2400
(18-4-21.0) (36 000-230000) (070-0-83)  (334-1302) (100-391) (167-651) (234-912) (2200-2700)
Suriname 431% 4000 2:36 94 28 47 66 59
(40-7-45-5) (3600-4400) (214-2:60)  (83-107) (25-32) (42-53) (58-75) (51-67)
Uruguay 10-2% 13000 0-35 47 14 24 33 130
(10-0-10-5) (9800-19 000) (035-0-36)  (37-60) (11-18) (19-30) (26-42) (120-140)
Venezuela 48-2% 110000 2-90 3243 973 1622 2270 1200
(47-8—48~6) (74 000-160 OOO) (2»85—2~95) (2422-4178) (727—1253) (1211-2089) (1695-2925) (1000-1200)
Total for 322% 1500000 1-48 22637 6710 11183 15657 26202
LatinAmerica (32:0-32-4) (1200000-1900000) (1-47-1-49)  (18934-26225) (5680-7867) (9467-13112) (13254-18357) (25155-28032)

Figura 7. Incidencia anual estimada de histoplasmosis por 100 personas viviendo con VIH en América Latina en el afio 2012
y prevalencia.

Fuente: Adenis, A. A, Valdes, A., Cropet, C., McCotter, O. Z., Derado, G., Couppie, P., Nacher, M. (2018). Burden of HIV-
associatedhistoplasmosis compared with tuberculosis in Latin America: a modelling study. The Lancet Infectious Diseases.
doi:10.1016/s1473-3099(18)30354
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3. Micologia.

Histoplasma capsulatum es un hongo dimoérfico, que tiene la capacidad de crecer
tanto en una forma levaduriforme como en una fase micelial en respuesta a los

estimulos ambientales, como son la tension de CO,, la temperatura de incubacion,

potenciales de oxidacién-reduccion y factores nutrimentales®’.

Imagen 1. Fotografias de microscopia electrénica sobre el momento de cambio de
fase levaduriforme a fase micelial de Histoplasma capsulatum.

Fuente: Garrison RG, Lane JW. Yeastlike to Mycelial Phase Transformation of
Histoplasma capsulatum as Observed by Scanning Electron Microscopy.

Mycopathologia et Mycologia applicate, vol. 43, 2, pag. 185-193, 1971.

Existen dos variedades de H. capsulatum que son patdbgenas en humanos: H.
capsulatum var. capsulatum e H. capsulatum var. duboisii, mientras que H.
capsulatum var. farciminosum es un patégeno en caballos. Hasta ahora se han

identificado 8 clados: (i) América del Norte clado clase 1; (ii) América del Norte clado
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clase 2; (iii) América Latina clado grupo A; (iv) América Latina clado grupo B; (v)
clado Australiano; (vi) clado de los Paises Bajos (¢,Indonesia?); (vii) clado Euro-Asia
y (viii) clado Africano. Lo que en realidad tiene importancia es que estos clados
representan especies filogenéticas con poblaciones geograficamente distintas. Se
cree que la presencia de Histoplasma en América Latina tiene entre 3 y 13 millones
de afios®.

Netherlands
(Indonesia?)

7 Latin America A

Australia

<

Eurasia

H140,
H185

Latin America B

H69

T Hi153

H167

' Africa
North America 1 Ha3

Last Glacial
Maxima

. 18 000 years ago
North America 2 13.0 Ma

Y
/ Viocens _ [pieane] |
~_ 32Ma -
Pliocene [ Pieistocene | Present
-
The average center-to-tip distance (arrow) is
1.40%, which is equivalent to 3.2 and 13.0

million years when p = 4.3 x 10 and 1.1 x 107
are used, respectively.

Figura 8. Representacion grafica del arbol filogenético de la vecindad-unién de los
clados de histoplasma. El promedio de distancia genética entre los diferentes linajes
fue de 2.8%. La mitad de los valores corresponde al punto del tiempo de la radiacion,
que es entre 3.2 y 13.0 millones de afos cuando se usan tasas de sustitucion de
ADN de 4.3 x10°y 1.1 x10°®, respectivamente.

Fuente: Kasuga, T., White, T. J., Koenig, G., Mcewen, J., Restrepo, A., Castafeda,
E., Da Silva Lacaz, C., Heins-Vaccari, E. M., De Freitas, R. S., Zancopé-Oliveira, R.
M., Qin, Z., Negroni, R., Carter, D. A., Mikami, Y., Tamura, M., Taylor, M. L., Miller,
G., Poonwan, N. and Taylor, J. W. (2003), Phylogeography of the fungal
pathogen Histoplasma capsulatum. Molecular Ecology, 12: 3383-3401.
doi:10.1046/j.1365-294X.2003.01995.x
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Este hongo se encuentra en la naturaleza principalmente como un moho saprofitico,
en suelos enriquecidos con fuentes organicas de nitrdgeno como es en los suelos

con guano de aves o de murciélagos®°.

Las actividades que mas comunmente se han asociado como fuente de exposicion
a Histoplasma capsulatum incluyen los granjeros, exposicion a gallineros o cuevas,
remodelacion o demolicion de edificios viejos, y tala o limpia de arboles donde aves

como los mirlos han estado®* *°,

En el laboratorio el hongo puede crecer como hongo filamentoso cuando es
sembrado en medios de cultivo a temperaturas menores de 35°C. La forma
filamentosa se compone de hifas hialinas septadas de 1-2.5 um de diametro. Estas
hifas producen dos estructuras hialinas de reproduccion asexual. Las macroconidias
que son estructuras redondeadas, de pared gruesa, de 7-15 um de diametro,
tuberculados o con proyecciones cilindricas cortas. Las microconidias por su parte
son estructuras esféricas, de pared delgada, de forma piriforme, entre 2-6 um de

diametro®.
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20 pm

_ ae 8
Imagen 2. Representacion grafica y foto de tincion con azul-algodon de H.
capsulatum, en fase micelial, donde se observan hifas hialinas, macroconidias y

microconidias.
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En contraste, la forma parasitica de levadura generalmente se identifica en
muestras de tejido, dentro de los macrofagos y células del sistema reticuloendotelial.
H. capsulatum var. capsulatum suelen ser levaduras pequefias (2-4 um de largo),
de pared gruesa y forma ovoide, con base estrecha en un extremo. En el laboratorio
crece a temperaturas = 37°C en medios especiales®’.

Imagen 3. lzquierda. Foto de microscopia electronica: Célula de levadura
uninucleada (N) madre y botdn. Mitocondria (M), reticulo endoplasmico (ER),
granulo de polifosfato (P). Las flechas indican el inicio de la formacién del septo.
Derecha: tincion de Wright de concentrado leucocitario donde se observan
estructuras ovaladas, levaduras, intracelulares y extracelulares, sugestivas de H.

capsulatum.

Fuente: Garrison, R. G. 1985. Cytological and ultrastructural aspects of
dimorphism. p. 15-47. In P. J. Szaniszlo (ed.). Fungal dimorphism with emphasis on
fungi pathogenic for humans. Plenum Publishing Corp. New York.
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Kwon-Chung describié una fase sexual de H. capsulatum, clasificado como
ascomiceto, designado originalmente como Emmonsiella capsulata (y después
renombrada como Ajellomyces capsulatum). A. capsulatum es heterotalico: tiene
dos formas de apareamiento (+) y (-). Los pacientes con histoplasmosis tienen

preferentemente el tipo de apareamiento (-)*.
4. Patogénesis.

La infeccion por histoplasma ocurre al inhalar las microconidias que se encuentran
en el ambiente. Esta suele ser asintomatica en personas sanas, a menos que el
inodculo inhalado sea alto®. En ausencia de situaciones de inmunocompromiso, la
infeccion aguda se resuelve mediante la activacion de la inmunidad celular. Como
consecuencia del reconocimiento del estimulo patégeno por los linfocitos T, se
induce la produccién de factor de necrosis tumoral o e interferon gamma, activando
asi los macréfagos para inhibir el crecimiento del organismo y proteger al hospedero
en contra de la infeccion®®. La deplecién de linfocitos T produce una menor
produccion de citosinas proinflamatorias (factor de necrosis tumoral a e interferén

gamma), aumentando la carga fungica y la mortalidad en los pacientes.

Los mamiferos quedan expuestos a H. capsulatum al inhalar las conidias y
fragmentos de hifas que se encuentran en la tierra; hasta el momento no existe
documentacion de casos que se hayan infectado por transmisién a través de
contacto con individuos infectados. Sin embargo, la transmision vertical se
documentoé en una ocasion en un neonato*'. En raras ocasiones, la histoplasmosis

se puede adquirir por inoculacién cutanea del hongo.
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Environmental Form Host-associated Form

Figura 9. En el ambiente, Histoplasma capsulatum se encuentra como hongo
filamentoso con hifas aéreas. Las hifas producen macroconidias y esporas de
microconidias que son aerosolizadas y dispersadas en el ambiente. Las
microconidias son inhaladas hacia los pulmones en los huéspedes susceptibles o
en riesgo. La temperatura corporal mas calida activa la transformacion del hongo en
levaduras ovoideas, las cuales son fagocitadas por el sistema inmune y
transportadas a los ganglios linfaticos regionales, desde ahi, el hongo puede viajar
a través de la sangre a cualquier parte del cuerpo, sobre todo en casos de pacientes
inmunosuprimidos.

Fuente: https://www.cdc.gov/fungal/diseases/histoplasmosis/causes.html; Centers

for Disease Control and Prevention

A pesar de que el organismo puede persistir en granulomas de forma continua en
la mayoria de los individuos sanos, por lo general el hongo no es viable y es poco
frecuente que ocurra infeccion latente, como ocurre en tuberculosis. Sin embargo,
entre los pacientes inmunocomprometidos, donde la inmunidad celular no se
desarrolla normalmente, puede existir una reactivacion y progresion de la infeccién

y la muerte si no reciben tratamiento de forma oportuna.
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El primer paso en la patogénesis es la conversion de la fase saprofitica micelial a la
fase de levadura parasitaria. Este proceso puede llevar un tiempo en el medio de
cultivo, pero en la presencia de macrofagos en el cuerpo humano ocurre mas rapido.
La fagocitosis de microconidias y pequefos fragmentos de micelios ocurre en 4 a 6
horas, y la conversién a la fase levaduriforme es aparente entre 24 y 72 horas*?.
Esta transicion a levadura es absolutamente necesaria para producir infeccion®. La
conversion en el laboratorio de la fase micelial a la fase de levadura es
desencadenada por la temperatura, teniendo relacion con el cambio entre el suelo
y las células del huésped. Otro factor reconocido necesario en algunas cepas para
lograr esta transicion es la presencia de cisteina, que se piensa es la que provee de
grupos sulfhidrilos suficientes para el proceso y ademas es un nutriente esencial

para la levadura®.

Como se menciond previamente, H. capsulatum tiene la habilidad de parasitar a los
macrofagos. Una vez que es ingerido y dentro del fagosoma, las levaduras se
multiplican a una velocidad comparable a cuando se encuentran en medio de cultivo
liquido®. El ambiente intracelular provee de ventajas para la supervivencia,
incluidas el tener acceso a otros 6rganos via sanguinea o linfatica y contar con

niveles suficientes de hierro Utiles para el crecimiento de las levaduras®.

Las levaduras y las microconidias de H. capsulatum se unen a los receptores CD18
presentes en los macréfagos derivados de monocitos, macréfagos alveolares y
polimorfonucleares*’ lo que permite su unién a estas células y facilita su ingestion.
Es probable que la conversion de la fase micelial a la fase levaduriforme tenga lugar,

al menos parcialmente, en el espacio intracelular.

Después de la transformacion de conidias a levaduras que se lleva a cabo en el
pulmén, las levaduras migran, muy posiblemente de forma intracelular, a ganglios
linfaticos y posteriormente a érganos distantes ricos en fagocitos mononucleares

(higado, bazo). Las levaduras crecen dentro de los macréfagos.
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Para lograr ser un parasito intracelular exitoso, Histoplasma no solo debe evitar el
efecto de los metabolitos de oxigeno téxico, sino que también debe evadir las
vesiculas fagociticas que acidifican el medio y eventualmente se fusionan con los
lisosomas. Un mecanismo de supervivencia que emplea el hongo es el de la
alcalinizacion del fagolisosoma*®. El mantener el pH en el fagosoma entre 6.0 y 6.5
tiene un doble efecto, por un lado, permite inactivar a las hidrolasas acidas de los
lisosomas y por otro, con este pH las levaduras son capaces todavia de adquirir el
hierro de la transferrina®®, ya que esto requiere un ambiente acido.

Trends in Microbiology

Imagen 4. Micrografia electrénica de levaduras de Histoplasma capsulatum dentro
de un macréfago humano. Notese la pared celular gruesa electron-traslucida de las
levaduras, lo que caracteriza a las especies de Histoplasma. Escala barra = 1 um.
Fuente: Macrophages in host defense against Histoplasma capsulatum. Trends
Microbiol. 7:67-71 1999

Se ha reportado que los macréfagos de los pacientes infectados por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) tienen interaccién defectuosa con H. capsulatum.

Estas células unen menor cantidad de levaduras que las células de pacientes no
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infectados por VIH; ademas existe una correlacion directa entre la cuenta de
linfocitos T CD4+ y la capacidad de los macréfagos de unirse a las levaduras. Sin
embargo, una vez dentro de los macrofagos la velocidad de reproduccion de las
levaduras es mayor en pacientes con VIH. La glicoproteina 120 del VIH es la
responsable de la inhibicion de la union de las levaduras con los macréfagos, pero

no altera las caracteristicas de crecimiento de la levadura dentro de los fagocitos*®.
5. Manifestaciones clinicas.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad varian desde un cuadro
asintomatico, enfermedad similar a influenza, histoplasmosis pulmonar crénica,
nodulos pulmonares, linfadenopatia mediastinal (o adenitis mediastinal),
granulomas o fibrosis mediastinales, histoplasmomas pulmonares, broncolitiasis,
presunta histoplasmosis ocular, hasta histoplasmosis diseminada y progresiva,
pudiendo afectar practicamente cualquier tejido del cuerpo®. Las manifestaciones
dependen principalmente de la magnitud de la exposicidén (numero de particulas
inhaladas), el estado inmunoldgico del huésped y la virulencia de la cepa
infectante®’. La gran mayoria de las personas infectadas no presentan sintomas o

son leves, por lo que la enfermedad pasa inadvertida®.

Entre las personas sintomaticas la infeccién suele presentarse posterior a la
exposicion primaria de H. capsulatum, sin embargo, es posible que pueda haber
reactivacion de la infeccion latente sobre todo entre los pacientes inmunosuprimidos

como se menciono previamente.

La CDC definié enfermedad severa como la que se presenta en aquellos pacientes
con histoplasmosis diseminada que presenten uno o mas de los siguientes criterios:
temperatura >39°C, presion arterial sistélica <90 mmHg, pO, <70 torr, pérdida de
peso >5% del peso corporal total en los ultimos 6 meses, score de desempefio
Karnofsky <70, hemoglobina <10 g/dL, cuenta de neutrdéfilos <1000 cel./uL, cuenta

de plaquetas <100,000 cel./uL, AST >2.5 veces el limite superior normal, bilirrubina
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o creatinina >2 veces el limite superior normal, albumina <3.5 g/dL, coagulopatia,

presencia de disfuncién organica o meningitis confirmada®®.
5.1 Histoplasmosis diseminada y progresiva.

El término de histoplasmosis diseminada y progresiva (HDP) se refiere al
crecimiento implacable del hongo en multiples érganos y sistemas. Se estima que

la incidencia es de 1 en 2000 casos de histoplasmosis.

En un estudio publicado con respecto a dos epidemias de histoplasmosis en
Indianapoilis, los principales factores de riesgo identificados para el desarrollo de
HDP fueron la edad mayor a 54 afios y la inmunosupresion® especialmente la
infeccion por VIH/SIDA con cuentas de linfocitos T CD4+ <200 cel./uL. En la era pre
terapia antirretroviral altamente activa (pre-TARAA), la incidencia lleg6 a ser de 25%
en pacientes con SIDA en regiones endémicas. Otros factores de riesgo
documentados para HDP son el uso de antagonistas anti-TNF-o. o de esteroides,
linfopenia de CD4+, malignidad hematolégica, trasplante de 6rgano sélido o de
médula 6sea, inmunodeficiencia comun variable, sindrome de hiper-IgE (Job),

defectos en interleucina 12 o en IFN-gamma®>°°.

Un paciente puede desarrollar HDP tras la exposicion a un gran indculo del hongo
o por la reactivacion de un sitio endoégeno latente. Actualmente las poblaciones mas
frecuentemente afectadas son los pacientes con SIDA (Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida) y los pacientes con malignidad hematolégica como

linfomas.

En los pacientes infectados por VIH, los factores de riesgo asociados a
histoplasmosis son: cuenta de CD4+ menor a 200 células/uL, historia de exposicién
a gallineros y la presencia de anticuerpos contra histoplasma previamente®” . En mas
del 90% de los casos los pacientes presentan fiebre, pérdida de peso, fatiga, mal

estar general y anorexia. Los hallazgos fisicos mas frecuentes son estertores,
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hepatoesplenomegalia y linfadenopatias. Es menos frecuente que presenten
Ulceras orales o lesiones cutaneas. Aunque estudios reportados previamente
mencionan que los casos de América Latina en comparacién con los de Estados
Unidos, mas frecuentemente reportan lesiones en piel®®. Otras manifestaciones
reportadas son: masas coldnicas, ulceras perianales, corioretinitis, meningitis y
encefalitis. Como complicaciones del cuadro puede haber insuficiencia adrenal,
sindrome hemofagocitico reactivo y choque séptico con falla hepatica, renal,
respiratoria (incluyendo SIRA) y coagulopatia. Las afecciones a sistema nervioso
central como meningitis, cerebritis o lesiones focales en cerebro o médula espinal

ocurren en el 5% al 10% de los casos.

Entre los hallazgos de laboratorio en esta poblacion se encuentran: anemia,
trombocitopenia y leucopenia; la elevacion de enzimas hepaticas, de

deshidrogenasa lactica y de ferritina son poco especificos pero sugestivos de HDP.

En la radiografia de térax es comun la presencia de opacidades nodulares o un
patrén reticulo-nodular difuso, intersticial o miliar, aunque en 10% a 50% de los
casos la radiografia puede ser normal®®.

La mortalidad de HDP en pacientes inmunosuprimidos es del 100% si no reciben
tratamiento oportuno. Es por esto que un diagndstico rapido y correcto que permita
el inicio de antifungicos de manera temprana es critico para mejorar el desenlace
de los pacientes. En la era previa a la existencia de antifungicos efectivos, la
mayoria de los pacientes morian en el transcurso de 5 a 6 semanas del inicio de los

sintomas. Con terapia, las tasas de supervivencia son mayores al 80%.
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6. Diagnostico.

Histoplasmosis representa un reto para los médicos por tres motivos:
1. Los sintomas clinicos no son especificos.
2. No existe una prueba diagndstica que sea al mismo tiempo sensible,
especifica, accesible, rapida y barata.

3. Los tratamientos mas efectivos son téxicos y caros.

La “European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal
Infections Cooperative Group” (EORTC) y el “National Intitute of Allergy and
Infectious Diseases Mycoses Study Group” (MSG) publicaron definiciones estandar
para establecer el diagnostico de infecciones fungicas invasivas y por micosis
endémicas®®. Esto con el fin de facilitar la homogenizacién de los grupos de
pacientes para investigaciones clinicas y epidemiologicas, ayudar a disenar
estudios clinicos para evaluar nuevos farmacos y estrategias de manejo, y para

lograr una comunicacién entre investigadores internacionales.

De acuerdo a la EORTC se define “Histoplasmosis Probada” como aquel

paciente que presente una enfermedad consistente con histoplasmosis y tenga uno
de los siguientes:
- Cultivo positivo para Histoplasma capsulatum obtenido de algun sitio
afectado o en sangre
- Demostracion por histopatologia o por microscopia directa la presencia de
levaduras intracelulares caracteristicas dentro de un fagocito en frotis de

sangre periférica 0 en macrofagos de tejidos.

E “Histoplasmosis Probable” como la presencia de factores de riesgo en el

hospedero para la enfermedad (como historia reciente de neutropenia, receptor de
trasplante alogénico de células hematopoyéticas, uso prolongado de esteroides,
uso de inmunosupresores o inmunodeficiencias heredadas o adquiridas, entre

otros), mas cuadro clinico compatible con la enfermedad y evidencia micoldgica
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sugestiva de histoplasmosis como antigeno de Histoplasma positivo ya sea en orina,

sangre o liquido cefalorraquideo.

Basados en las definiciones previas, el diagndstico de histoplasmosis requiere
generalmente un abordaje multifacético, que incluya evidencia convincente por
laboratorio. El escoger un método diagndstico sobre otro dependera de la forma de
presentacion y estadio de la enfermedad, la disponibilidad de la misma, el costo, la

sensibilidad, especificidad y el tiempo que se tarden en tener listos los resultados.

Los métodos diagndsticos probados incluyen tinciones de tejidos o fluidos
corporales (Wright, Grocott), cultivos, deteccion de antigenos en orina y anticuerpos

en sangre, métodos moleculares y analisis histopatoldgico de biopsias®’.

Cultivo

El cultivo sigue siendo el estandar de referencia en el diagnéstico de histoplasmosis
diseminada, sobre todo en pacientes con VIH. La especificidad es cercana al 100%
pero la sensibilidad depende de las manifestaciones clinicas (pulmonar vs
diseminada), del estado de inmunidad del paciente, de la carga fungica y de la
experiencia del laboratorio, por lo que se ha reportado una variacion entre el 50% y
85%.

En la enfermedad diseminada, el cultivo con mayor rendimiento diagndstico es el
cultivo de médula ésea, el cual es positivo en mas del 75% de los casos®2. En los
casos diseminados, si se utiliza la técnica de hemocultivo con centrifugacion-lisis
puede contribuir a aumentar el rendimiento diagnéstico de H. capsulatum. Cuando
la muestra se incuba en el medio apropiado a 25-30 °C, el crecimiento del hongo en
la fase micelial ocurre regularmente entre las 2-3 semanas, pero puede tomar hasta

8 semanas demostrar su crecimiento, lo que retrasa el tratamiento del paciente®?.
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Histoplasma capsulatum en su fase filamentosa de H. capsulatum generalmente
crece como un micelio algodonoso color blanco o amarillo, y que en la examinacion
microscoépica con tincion de azul algodon lactofenol se observan microconidias (2-5

m) y macroconidias redondas (7-15 um) con tubérculos, que se originan de
conidiéforas hialinas septadas. Las macroconidias con tubérculos son muy
sugestivas de Histoplasma sin embargo es importante tomar en cuenta que
Sepedonium spp produce conidias similares en apariencia, por lo que para realizar
la identificacion definitiva se recomienda usar pruebas de ADN como secuenciacion
de acidos nucleicos, sin embargo, estas técnicas se encuentran disponibles
unicamente en laboratorios muy especializados de referencia. Ademas, el cultivo y
la manipulacion de la fase filamentosa de H. capsulatum requiere de personal

entrenado y laboratorios con instalaciones con nivel de bioseguridad 2 y 3.

Pt
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Imagen 5. lzquierda: conidias de Sepedonium spp. Derecha: conidias de

‘ '

Histoplasma capsulatum.

El medio de cultivo Myco/F Lytic es un medio no selectivo que se utiliza para el
aislamiento de micobacterias, levaduras y hongos en la sangre. Desde mediados
de los afnos 80°s hubo un incremento de la poblacién inmunosuprimida, asi como
del reporte de septicemia causada por patdogenos oportunistas. Entre 1985 y 1992
hubo un incremento del 18% en los casos reportados de tuberculosis. Para 1990 las
infecciones diseminadas por micobacterias no tuberculosas en los pacientes con
SIDA reportaron una incidencia acumulada de 7.6%. También se reportdé un
incremento sostenido en la incidencia de fungemia desde principios de los afos

80's, por lo que esta técnica de cultivo tomo relevancia®
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Myco/F Lytic es una formulacién de Middlebrook 7H9 y caldo de infusién de cerebro
y corazon que se utiliza para la recuperacion de micobacterias en muestras de
sangre y de levaduras y hongos en sangre y fluidos corporales estériles. Se han
hecho modificaciones especificas para mejorar el crecimiento y recuperacion de
estos microorganismos. Estas modificaciones incluyen la adicion de citrato férrico
amonico como una fuente de hierro para cepas especificas de micobacterias y
hongos, la adicion de saponina como un agente hematolitico y la adicion de

proteinas y azucares especificos para aportar suplementos nutritivos.

Cada frasco contiene un indicador que puede detectar descensos en la
concentracion de oxigeno en el frasco como resultado del metabolismo vy
crecimiento de microorganismos. El instrumento BD BACTEC de la serie
fluorescente supervisa el sensor para detectar el aumento en la fluorescencia, que
es proporcional a la disminucién del oxigeno. Un resultado positivo indica la

presencia presunta de microorganismos viables dentro del frasco®.

Patologia

La demostracion de la presencia de levaduras intracelulares consistentes con H.
capsulatum comprueba el diagnostico de histoplasmosis. Las levaduras tienen
forma ovoide, miden entre 2-4 um, tienen una pared celular delgada no refractaria
a la luz y presenta una base estrecha de gemacion. Estas levaduras generalmente
se encuentran agrupadas dentro de los macréfagos e histiocitos, aunque en algunas

ocasiones es posible verlas en el espacio extracelular.

Entre los diagnodsticos diferenciales a considerar se incluyen: Cryptococcus spp.,
Blastomyces dermatitidis, Candida glabrata, Pneumocystis jirovecii, Coccidiodes
spp., Talaromyces (antes Penicillium) marneffei, Leishmania spp., Toxoplasma
gondii y Trypanozoma cruzi®®. El uso de tinciones histoquimicas especificas facilita
la diferenciacion de estos patégenos, como son la tincion de Gomori metenamina

de plata y el acido peryddico de Schiff (PAS) al resaltar la pared de la levadura. La
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tincion de hematoxilina y eosina (H&E) generalmente puede ser insensible para
detectar la presencia de H. capsulatum, excepto cuando la carga fungica es muy
alta. La tincién de mucicarmina permite también la diferenciacion con otros hongos
al resaltar la capsula y producir la apariencia de halos caracteristicos. Ademas, la
presencia de respuesta histopatoldgica granulomatosa orienta al diagndstico.
Cuando se realizan frotis de sangre periférica, la tincion de Wright-Giemsa puede

ser util para identificar grupos de levaduras intracelulares.

Los resultados por lo general se obtienen en el transcurso de una semana, tienen
una sensibilidad de <50% en pacientes con VIH y una tasa de falsos positivos del
9%, ademas de contar con el inconveniente de requerir un procedimiento invasivo

para la toma de la muestra y contar con personal especializado para su analisis®’.

Imagen 6. Espécimen de ganglio cervical por aspirado con aguja fina, mostrando
un histiocito con organismos intracelulares consistentes con Histoplasma

capsulatum (Wright-Giemsa).

Serologia

Las pruebas seroldgicas ofrecen una alternativa rapida a las técnicas
microbioldgicas; las técnicas mas usadas son la deteccion por inmunodifusién y
fijacion de complemento. Estas pruebas son mas utiles en pacientes con cargas

fungicas bajas, con cuadros crénicos o infecciones primarias con sintomas leves.
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La elevacion de anticuerpos toma entre 2-6 semanas después de la exposicidon. Sin
embargo, los titulos de los anticuerpos anti H. capsulatum permanecen elevados
meses e incluso afos después de terapia exitosa, como resultado, no es posible
diferenciar entre infecciones sub-agudas o inactivas, formas crénicas y recaidas.
Ademas, en los pacientes inmunosuprimidos o con infecciones crénicas

diseminadas puede haber frecuentemente resultados falsos negativos®?.
Deteccion de antigeno

Debido a su naturaleza no invasiva, “accesibilidad” para los clinicos (aunque en
nuestro pais no la tenemos aun disponible de forma comercial) y buen rendimiento,
las pruebas de deteccion de antigeno se han vuelto una modalidad destacada para
el diagndstico de histoplasmosis. Como se menciond previamente, para establecer
un diagndstico definitivo de histoplasmosis se requiere del aislamiento del hongo en
cultivo o confirmacion por histopatologia; el tener un antigeno positivo en un
paciente en riesgo y un cuadro clinico compatible establece un diagnoéstico

probable.

La primera modalidad de prueba diagndstica usando la deteccion del antigeno de
Histoplasma fue desarrollada en 1986 como un radioinmunoensayo en sandwich®®
usando '?°l como marcador. Posteriormente la prueba fue modificada en 1989 como
un inmunoensayo enzimatico (EIA)® utilizando anticuerpos policlonales IgG de
conejo anti-H. capsulatum como el anticuerpo de captura y anticuerpos con biotina
marcados como los detectores, éstos ultimos en lugar del radiofarmaco 125I, sin
embargo, tenia el inconveniente de que presentaba falsos positivos con pacientes

trasplantados que habian recibido globulina anti-timocito de conejo.
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0: Anti-Hc
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Figura 10. Interacciones de union responsables por un resultado verdadero positivo
causado por el antigeno de Histoplasma (seccidon superior) y un resultado de
antigenemia falso positivo causado por anticuerpos anti-conejo (seccion inferior). El
asterisco indica el marcaje con biotina en el anticuerpo detector. Un resultado
verdadero positivo ocurre cuando el antigeno de Histoplasma se une a la porcion
F(ab)'2 del anticuerpo de captura y al anticuerpo detector biotinilado. Un resultado
falso positivo resulta cuando en ausencia de antigeno, el anticuerpo anti-conejo se

une a la porcién Fc de los anticuerpos de captura y detector.

Fuente: L. Joseph Wheat, John Witt, Michelle Durkin, Patricia Connolly; Reduction
in false antigenemia in the second generation Histoplasma antigen assay, Medical
Mycology, Volume 45, Issue 2, 1 March 2007, Pages 169-
171, https://doi.org/10.1080/13693780601185947

En el 2004 se produjo una segunda generacion de EIA®® que permitia obtener
resultados semicuantitativos (calculado en unidades de inmunoensayo enzimatico -
EU- basados en la comparacion con un control negativo) y eliminando
practicamente la tasa de falsos positivos causados por anticuerpos humanos anti-
conejo (en pacientes que habian recibido previamente tratamiento con globulina

anti-timocito de conejo). Para su elaboracion, se utilizaban microplacas cubiertas
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con anticuerpos policlonales de conejo anti-Histoplasma (anticuerpo de captura),
después se incubaban las muestras de los pacientes en dichas microplacas,
permitiendo la unidn del antigeno al anticuerpo de captura. El antigeno unido era
identificado al usar un anticuerpo detector con biotina, seguido por la identificacién
con estreptavidina peroxidasa de rabano y tetrametilbenzidina. Se mejor¢ la tasa de
falsos positivos causados por anticuerpos anti-conejo al utilizar como anticuerpo
detector marcado con biotina el fragmento F(ab)," del anticuerpo de conejo anti-
Histoplasma IgG diluido en buffer que contiene suero normal de conejo. Se
demostré ademas que los niveles de antigeno disminuian con el tratamiento

0.7y aumentaban con las recaidas’?, siendo su medicién una prueba Util

efectivo
para monitorizar la respuesta a tratamiento. Se consideraban las muestras con

valores de unidades de EIA (EU) >= 1 como positivos.

En el 2007 se produjo una tercera generacion de pruebas para deteccion de
antigeno de Histoplasma (MiraVista H. capsulatum Galactomanano EIA) brindando
resultados cuantitativos”, al determinar el contenido de antigeno en los calibradores
del ensayo y compararlos con estandares de referencia que contenian
concentraciones conocidas de galactomanano de H. capsulatum. Las
concentraciones Optimas del antigeno para los calibradores fueron calculadas
usando cuatro parametros en la curva de ajuste estandar variando entre 0.6 y 39
ng/ml. En el estudio publicado sobre su evaluacién clinica, estableciendo una
prevalencia de histoplasmosis del 10%, se calculé un valor predictivo positivo del
91.4% y un valor predictivo negativo de 99.5%. Los resultados se reportan como
positivos 0 negativos, con un rango cuantitativo entre 0.4 a 19 ng/ml. Las muestras
con resultados >0 y <0.4 ng/ml y >19 ng/ml se reportan como “positivos, por debajo
de limite de cuantificacion” y “positivos, por arriba del limite de cuantificacion”,
respectivamente. El significado clinico de estos valores positivos bajos, no se ha
definido.

Ademas de su utilidad en el diagndstico, las pruebas de tercera generacion de

antigenos EIA Histoplasma también permiten una medicién cuantitativa para el
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seguimiento de respuesta o falla a tratamiento antifungico. En los estudios
realizados en poblacion con VIH/SIDA se ha establecido un punto de corte <2 ng/ml

en la antigenemia y antigenuria para determinar cura y suspension del tratamiento’®.

Como limitaciones importantes en esta tercera generacion de antigeno se
encontraron reacciones cruzadas en el 70% de los casos con otras micosis
endémicas (blastomicosis, 7/10 pacientes; coccidiodomicosis, 6/10 pacientes;
paracoccidiodomicosis, 4/5 pacientes; y penicilliosis marneffei, 4/5 pacientes,
esporotricosis 1/1); y la tasa de falsos positivos de hasta el 15% reportados en
pacientes trasplantados que reciben globulina anti-timocito”®. Mas aun, el antigeno
de MiraVista no se encuentra disponible comercialmente, por lo que no es posible
que cada laboratorio instaure la prueba de forma local, siendo obligado el envio de
las muestras a Indianapolis, E.U.A, aumentando asi el tiempo de obtencion de
resultados. Y no ha sido aprobado por la Food and Drug Admnistration (FDA) en

Estados Unidos.

En un estudio multicéntrico publicado en el 2011 cuyo objetivo era determinar la
sensibilidad del antigeno de tercera generacion en diferentes categorias de
histoplasmosis en muestras de sangre y orina, se encontré que la sensibilidad del
antigeno urinario de MiraVista EIA Histoplasma tuvo el mejor rendimiento entre los
pacientes que tenian enfermedad diseminada (en los que claramente la carga de
enfermedad es mucho mas alta), seguida de los pacientes con enfermedad cronica
pulmonar y después los que tenian histoplasmosis pulmonar aguda (91.8%, 87.5%
y 83%, respectivamente), encontrando los valores mas bajos en los pacientes con
histoplasmosis subaguda (30%). La sensibilidad de esta prueba es particularmente
alta en los pacientes con VIH/SIDA con enfermedad diseminada, en el que la

antigenuria se detecto en el 95% de los casos’®.

Las pruebas de antigeno realizadas en muestras de orina generalmente han
probado tener una mayor sensibilidad en las diversas manifestaciones de

histoplamosis en comparacién con las pruebas realizadas en suero. Se ha intentado
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su realizacion en otros fluidos corporales, como el lavado broncoalveolar (LBA) y
liquido cefalorraquideo. En estudios realizados en muestras de LBA”" ® se han

encontrado resultados variables, con una sensibilidad del 70% hasta el 93%.

Debido a que hasta ese momento los reactivos de MiraVista no estaban disponibles
de forma comercial (y siguen sin estarlo), comenzaron a surgir alternativas
desarrolladas por otros investigadores, tal es el caso de un EIA in vitro (antigeno
Histoplasma IMMY ALPHA EIA) aprobado desde el 2007 por la “Food and Drug
Administration” (FDA) para uso en muestras de orina, disponible de forma comercial
para ser implementado en cada laboratorio’® (hasta ahora es el Unico que cuenta

con la aprobacion de la FDA y esta disponible de forma comercial).

El antigeno Histoplasma IMMY ALPHA EIA es una prueba por inmunoensayo
enzimatico, en sandwich, realizado en microplacas usado para la deteccion

cualitativa del antigeno polisacarido de Histoplasma en muestras de orina.

Para su realizacion se utilizan anticuerpos de conejo IgG anti-Histoplasma unidos a
micropocillos en placa como anticuerpos de captura y anticuerpos de conejo IgG
anti-Histoplasma biotinilado como anticuerpos de deteccidén. Se agrega la muestra
de orina al pocillo y si contiene antigenos de Histoplasma se uniran a los anticuerpos
de captura y posteriormente seran reconocidos por los anticuerpos de deteccion.
Finalmente se utiliza estreptavidina y tetrametilbenzidina para resaltar los
anticuerpos. Se utiliza un lector de longitud de onda para determinar la densidad
Optica (absorbancia). Un resultado positivo se considera cuando es >=2.0 unidades

EIA. Aunque un resultado negativo no descarta el diagndstico de histoplasmosis®.
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Figura 11. Esquema representativo del funcionamiento del inmunoensayo

enzimatico en sandwich para la deteccion del antigeno de histoplasma en orina.

Entre las limitaciones reportadas se encuentran que solo esta aprobado su uso para
muestras de orina. Ademas, se han reportado reacciones cruzadas con
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis y Paracoccidioides brasilliensis;
Penicillium marneffei no se probd, pero se cree que pudiera también tener reaccion
cruzada. Como tercer punto, esta prueba no debe de usarse con el fin de medir
respuesta a tratamiento pues no ha sido aprobada para tal fin. Finalmente, no fue

evaluada en muestras de poblacion pediatrica por o que su uso es incierto.

La prueba de deteccion de antigeno de Histoplasma IMMY ALPHA EIA tiene una
sensibilidad reportada por su fabricante del 80.9% (95% IC 67.5-89.6) y una
especificidad del 98.7% (95% CI1 96.3-99.6). Su mayor utilidad se ha demostrado en
pacientes inmunosuprimidos con enfermedad diseminada. Sin embargo, en un
estudio publicado por el grupo de investigadores de MiraVista en el que se comparo
la sensibilidad y especificidad del antigeno IMMY ALPHA con la de MiraVista (50
muestras de orina positivas por MiraVista, 50 muestras de orina negativas por

MiraVista) se encontraron valores menores®' para el antigeno IMMY ALPHA
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(sensibilidad de 44% y especificidad del 84%). Los promotores del antigeno de
Histoplasma IMMY ALPHA respondieron a dicha publicacion sefalando que hubo
sesgo por parte del equipo de MiraVista al tener fallas técnicas y clinicas serias
durante el estudio asi como conflictos de interés, ya que el estandar de referencia
para comparar los resultados fue el mismo resultado de antigeno urinario por
MiraVista sin contar con otra técnica diagnéstica que abalara dicho resultado; dudas
sobre el uso correcto del calibrador 6ptico y la forma de almacenar las muestras de
orina, asi como la obtencidn del kit comercial del antigeno Histoplasma IMMY

ALPHA por parte de MiraVista, entre otros®.

Se puede decir que en términos generales el antigeno disponible comercialmente
(IMMY ALPHA) ha demostrado un buen desempefio, pero carece de validacion

clinica suficiente.

Un estudio multicéntrico en el que participaron 3 hospitales en Brasil publicado en
el 2016, se comparo de forma prospectiva el desempefio diagnéstico de la prueba
de deteccion de antigeno de Histoplasma en orina IMMY ALPHA EIA y del Elisa
desarrollado por el CDC en comparacion con el cultivo/histopatologia en una
cohorte de pacientes infectados por VIH y sospecha de histoplasmosis diseminada
y progresiva (HDP). Participaron 78 pacientes, ocho fueron confirmados con HDP
(7 por histopatologia y 3 por cultivo). La sensibilidad de IMMY ALPHA fue del 16.7%
y del de la CDC de 17.9%. Hubo concordancia entre las pruebas en el 96.2%. Sin
embargo, los reactivos de dicha prueba no seguiran estando disponibles y no habra

mas distribucion de la misma®38°.

En el 2009 se publicaron los resultados de un estudio realizado entre investigadores
del CDC (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, E.U.A) y
del Hospital General San Juan de Dios, Guatemala, que en conjunto desarrollaron
una prueba de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) para la deteccion de
antigeno polisacarido de Histoplasma. El estudio us6 anticuerpos policlonales en
contra de H. capsulatum tanto de deteccion como de captura y establecieron una

curva de referencia estandar para cuantificar la antigenuria y garantizar su
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reproducibilidad. El punto de corte en este estudio fue de 0.84 ng/ml de antigeno de
H. capsulatum. Este antigeno fue validado en una cohorte de pacientes con
VIH/SIDA y sospecha de histoplasmosis diseminada y progresiva y ademas en
personas sanas en Guatemala (histoplasmosis probada por cultivo n=48; personas
sanas n=83; y otras enfermedades n=114). La prueba demostré una sensibilidad
del 81% y una especificidad del 95% al detectar el antigeno de H. capsulatum en
orina®*. Segun otro estudio realizado en una cohorte de pacientes colombianos con
VIH e histoplasmosis probada, esta prueba es de utilidad también para medir de
forma satisfactoria la respuesta a tratamiento®®. Sin embargo, esta prueba atin no

se encuentra disponible en forma comercial para su uso generalizado.

Siguiendo con la evolucion del antigeno, se desarrolld un reactivo de analito
especifico (ASR) de antigeno de H. capsulatum EIA (IMMY, Norman, OK)®’ el cual
es un inmunoensayo que detecta el antigeno de galactomanano por medio de
anticuerpos monoclonales, y que brinda resultados cuantitativos (los resultados se
reportan en un rango entre 0.4ng/ml a 25 ng/ml, los valores >0.5 ng/ml son
considerados positivos). El cual permite la deteccién de antigeno galactomanano de
H. capsulatum galactomanano en muestras de orina para ser realizado en un
analizador EIA Triturus automatizado y que ha demostrado mejor desempefio que
el antigeno Histoplasma IMMY ALPHA® e incluso ser muy similar al de MiraVista
EIA% (tomando el punto de corte sugerido por el fabricante de 0.5 ng/ml hubo una
concordancia en el 97.6% de los resultados, valores de k de 0.75; en comparacion
con MiraVista, el IMMY ASR tuvo una especificidad 99.8% y sensibilidad del 64.5%;
si se disminuia el punto de corte a >0.15 ng/ml, la sensibilidad aumentaba a 80.7%,
con una especificidad de 96.3% y una concordancia con el antigeno de MiraVista

del 95.3%). Los resultados estan disponibles en menos de 3 horas.

Finalmente, un estudio retrospectivo®™ publicado en junio de 2018, comparé esta
prueba de antigeno vs cultivo positivo para histoplasma en una cohorte de pacientes

con VIH y sospecha de HDP en Guatemala y Colombia. Hubo 63 casos probados
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por cultivo de H. capsulatum, la sensibilidad fue del 98% (95% CI, 95-100%) y
especificidad del 97% (95% ClI, 95-99%).

En la conferencia ISHAM 2018 se presenté un pdoster (informacién aun no publicada)
sobre el nuevo ensayo de MiraVista diagnostics, sobre una prueba de antigeno
urinario “lateral flow” usado en pacientes con VIH y no VIH como controles e
histoplasmosis confirmada por cultivo, reportaron una sensibilidad del 95% vy
especificidad del 82%. Por su parte IMMY se encuentra en proceso de desarrollo de

un analisis lateral flow para H. capsulatum.

Lateral Flow Assay Architecture

Antibodies conjugated Tag  Test Line Control Line
(Gold, Latex, Fluorophore, etc.) (Antibodies) (cdgG Antibodies)

Sample Conjugate Nitrocellulose Wicking
P Pad Membrane Pad

Test Line Control Line
(Positive) (Valid Test)

Figura 11. Representacion grafica del uso de ensayos por lateral flow para la

deteccion de antigenos.

Sin embargo, como bien se sefiala una revision sistematica publicada
recientemente®, todos los estudios reportados previamente han incluido pocos
casos de pacientes con histoplasmosis probada (cultivo y/o histopatologia positivos,
n= 10-63 casos), con manifestaciones diferentes (HDP, histoplasmosis pulmonar),
y ademas utilizan el antigeno de MiraVista como estandar de referencia para
comparar los resultados, en general son retrospectivos y utilizan poblaciones

variables no especificamente pacientes con VIH/SIDA.
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Reaccion en cadena de polimerasa

Los ensayos de reaccidn en cadena de polimerasa (PCR) para amplificar
secuencias de genes de hongos se han introducido de forma satisfactoria en el
armamento para el diagndstico de infecciones fungicas invasivas. Es importante
mencionar que estas herramientas no reemplazan el cultivo, la microscopia o la
valoracion clinica por parte del personal médico, pero pudieran ser de utilidad para
el diagndstico de histoplasmosis en regiones en las que no se cuente con la
infraestructura o la experiencia suficiente para el aislamiento de H. capsulatum en

cultivo®,

En las ultimas dos décadas se han desarrollado algunos abordajes moleculares
para la deteccion del ADN de H. capsulatum en muestras clinicas humanas. Existen
diversas publicaciones acerca de pruebas de PCR, por ejemplo, dirigidas al gen que
codifica para la proteina 100-kDa de H. capsulatum, la cual es esencial para la
supervivencia del hongo dentro de las células humanas®®; una PCR que detecta el
18S rDNA; una PCR que detecta la regidon “internal transcribed spacer” (ITS) del
complejo genético rRNA; una PCR que detecta los antigenos M y H. Dichos estudios
se han llevado a cabo en muestras de biopsias en parafina, en muestras de sangre,
tejidos de ratones infectados y muestras de cultivos in vitro; sin embargo esta
herramienta diagndstica no se ha establecido de forma regular y tampoco existe un

kit comercial disponible para su uso generalizado.

Un estudio publicado en el 2002 por Bialek® y colaboradores, reportaron los
resultados de dos PCR anidadas dirigidas a identificar los genes que codifican para
la proteina Hc100 y los de la seccion de ADN ribosomal (rDNA)18S en biopsias de
tejidos humanos en parafina (29 casos de histoplasmosis y 33 biopsias negativas
para histoplasmosis). Los primers de la PCR externa dirigida a Hc100 (H.
capsulatum 100-kDa) delimita una secuencia de 391 nucledtidos del gen que
codifica para la proteina de 100-kDa (unica para H. capsulatum). El producto final

de la PCR anidada es de 210 pares de bases. La sensibilidad para Hc100 y
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18S(rDNA) en este estudio fue del 68.9%, y la especificidad para Hc100 fue del
100% y para (rDNA)18S fue de 45.5%.

En otro estudio realizado en Colombia® de forma prospectiva en el 2009, cuyo
objetivo era validar la PCR anidada dirigida a la proteina especifica Hc100 en
comparacion con el cultivo, analizaron 146 muestras clinicas de 135 pacientes con
sospecha de histoplasmosis (de éstos hubo 67 muestras de cultivo positivas para
H. capsulatum; no se tuvo acceso a datos clinicos de los pacientes y tampoco se
especifica su serologia con respecto a infeccion por VIH); 20 individuos sanos, 29
con enfermedad respiratoria pero con muestras negativas para Histoplasma y 60
muestras con otra infeccion probada. En este estudio la PCR de Hc100 mostré una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 92.4%; el valor predictivo positivo fue
del 83% y el valor predictivo negativo fue del 100%; el likelihood ratio positivo fue
de 25y el negativo de 0, es decir, un resultado positivo por PCR anidada Hc100 es
25 veces mas probable en un paciente con histoplasmosis que en un individuo sin
histoplasmosis. Los resultados se confirmaron mediante secuenciacion de los
productos de PCR. Ademas, sirvid para determinar la ausencia de este blanco
genético en hongos relacionados como Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces
dermatitidis, Aspergillus, Cryptococcus, Candida, Coccidioides y especies de
Mycobaterium. Una aportaciéon mas de este estudio fue el confirmar el limite de
deteccion de la prueba, siendo muy sensible pudiendo detectar aproximadamente
un minimo de 10 células de levadura por reaccion, o concentraciones tan bajas de

ADN de H. capsulatum como de 20 fg.

Simon y colaboradores® reportaron la sensibilidad y especificidad de una PCR en
tiempo real usando el sistema TagMan (con las ventajas de disminuir el riesgo de
contaminaciéon en comparacion con una PCR anidada y con mayor rapidez para
obtener los resultados en <3 horas) en comparacién con el cultivo y examinacion
microscoépica. Usaron primers especificos de H. capsulatum y la sonda de TagMan
de una region del ITS (internal transcribed spacer) del complejo genético de rRNA.
Se probaron 348 muestras clinicas, de las cuales 71 muestras fueron positivas para

H. capsulatum var. capsulatum 'y 277 fueron negativas. El limite de deteccion de la
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prueba fue de 10 fg de ADN por microlitro de H. capsulatum. Se reportd una
sensibilidad de 95.4% y una especificidad de 96.0%.

En el 2011, Frias de Leén y colaboradores®, del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Medicina de la UNAM describieron un nuevo blanco
genético para la deteccion de H. capsulatum por PCR, SCAR 1281-1283,, el cual
validaron con 36 muestras clinicas (17 humanas, 9 experimentales y 10 animales)
y 20 muestras ambientales, mostrando una especificidad del 100% y un limite de

deteccion de 0.001 ng de ADN de H. capsulatum.

En el 2012 se publicéd un estudio multicéntrico®® con el objetivo de comparar el
desempeno diagnéstico de diferentes protocolos de PCR (Hc100, SCAR2, ITS1)
para detectar ADN de H. capsulatum en cinco laboratorios que forman parte del
MICOMOL-Network en la regiéon de Iberoamérica (Argentina, Brasil, Colombia,
México y Espafia), incluyendo el Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
UNAM, en Meéxico; en el cual evaluaron 10 tubos que contenian diferentes
concentraciones de ADN fungico (H. capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis) y
controles. En general, se reportd una sensibilidad de 86% y una especificidad del

100% similar entre los tres marcadores.

Investigadores mexicanos del Hospital Juarez de México, del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la UNAM y del Hospital
General de México® reportaron en el 2016 los resultados de la evaluacién de la
PCR dirigida a Hc100 y a SCAR 1281-1283220) en muestras obtenidas durante tres
brotes ocupacionales y recreacionales entre el 2012-2013, en los estados de
Morelos, San Luis Potosi y Chiapas. Analizaron siete muestras clinicas de pacientes

infectados (suero) y 14 muestras ambientales, con una sensibilidad del 85.7%.

En el 2017 se realizé un estudio para evaluar PCRs cuantitativas en tiempo real
(qPCR) dirigidas a tres genes (proteina 100-kDa, el antigeno H y M) en infeccién
controlada de histoplasmosis en un modelo animal con ratones y con infeccion
pulmonar adquirida via intranasal con levaduras de H. capsulatum. Se compararon

30 extractos de ADN de cultivos de H. capsulatum (que representaban 6 diferentes
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clados) y 36 muestras de ADN extraidas de patdégenos clinicos relevantes
(Aspergillus, Fusarium, Rhizopus, Absidia, Cunninghamella, Apophysomyces,
Syncephalastrum, Penicillium, Scedosporium, Chrysosporium, Candida, Sporothrix,
Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides, Mycobacterium). Se encontré una

sensibilidad y especificidad del 100% para Hc100 y el antigeno H%.

En resumen, en la actualidad las pruebas basadas en la identificacion de ADN no
han logrado establecerse como pruebas rutinarias en el diagndstico de
histoplasmosis, ya que no cuentan con la suficiente validacion en estudios en
humanos, de tipo prospectivos, en poblaciones especificas en riesgo como VIH, ni
con un numero suficiente de participantes por lo que no se ha logrado un consenso

en su uso ni tampoco existen pruebas comerciales disponibles.
7. Tratamiento de histoplasmosis diseminada y progresiva.

La histoplasmosis diseminada suele ser fatal si no se da tratamiento® por lo que
este esta indicado en todos los casos. La historia natural de la enfermedad en los
casos de HDP, los pacientes mueren en el transcurso de 2-6 semanas
aproximadamente. El tratamiento debe enfocarse en dos objetivos principales: la
administracion de terapia antifungica efectiva y la disminucién o mejoramiento de la
inmunosupresion. En pacientes hospitalizados el tratamiento de eleccion es
anfotericina B liposomal por 1-2 semanas seguidas de itraconazol por un afo. Se
recomienda el seguimiento durante 1-2 afnos después de haber terminado
tratamiento, de niveles de antigenemia y antigenuria para valorar respuesta al
tratamiento'®. El tratamiento es de por vida en pacientes en los que no se puede

disminuir la inmunosupresion.
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1. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En la actualidad los pacientes viviendo con VIH/SIDA en México aun se presentan
en estadios tardios de la enfermedad en los cuales la histoplasmosis es una de las
infecciones oportunistas con mayor mortalidad y morbilidad, manifestandose
generalmente como enfermedad diseminada y progresiva. Ademas, la mayoria de
los hospitales en el mundo y en nuestro pais contindan sin tener los medios
necesarios para diagnosticar histoplasmosis y no cuentan con el tratamiento de
eleccidn para atenderla, sobre todo en los pacientes mas graves, en quienes el
prondstico suele ser fatal si no se diagnéstica y trata de forma oportuna. Por lo que
nos enfrentamos a una doble tragedia, por un lado, los médicos fallamos en
diagnosticar lo que esta matando a nuestros pacientes y por otro lado las
autoridades de salud publica no logran controlar una de las principales cargas de la

enfermedad.

El diagndstico micologico recae en el examen directo y en los cultivos de muestras
clinicas, lo que suele ser invasivo, suele tomar varias semanas para la deteccién e
identificacion de H. capsulatum, ademas de requerir de laboratorios con

bioseguridad nivel 3, los cuales se encuentran solamente en centros de referencia.

Las pruebas moleculares para el diagndstico de HDP han demostrado utilidad en
algunas poblaciones, pero pudieran tener variacion en su rendimiento de acuerdo
al clado prevalente. Actualmente estas pruebas son cada vez mas econdmicas, de
facil acceso, no requieren de instalaciones con bioseguridad nivel 3 y el
entrenamiento del personal es sencillo. En el caso de 1281-1283220 SCAR no ha
sido estudiada su utilidad en pacientes con VIH, por lo que debera de ser valorado
su rendimiento diagnostico debera de ser valorado en estos pacientes, incluyendo
muestras clinicas de sangre y tejidos. Considero que la estandarizacion de la
metodologia, asi como la evaluacion de la sensibilidad y especificidad en
poblaciones de pacientes inmunocomprometidos, especificamente de pacientes

viviendo con VIH es de gran relevancia.
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En cuanto a las alternativas para la deteccion de antigenos de H. capsulatum en la
orina 0 en suero por medio de inmunoensayos enzimaticos, estos han ido
aumentando, y representan una forma simple, no invasiva y en teoria sensible,
aunque su distribucién en la actualidad ha sido en pequeia escala en América

Latina.

Entre las brechas en investigacion que hacen falta por llenar, se encuentran el
establecer un método diagndstico simple que ayude a incrementar el conocimiento
sobre la incidencia de la enfermedad y diferenciarla de otras infecciones con
manifestaciones clinicas similares como es la tuberculosis, sobre todo en pacientes
viviendo con VIH. Desafortunadamente, histoplasmosis continia siendo una
enfermedad olvidada, no sospechada, sub diagnosticada y no tratada en América

Latina.

Por lo que el tener una mayor sospecha clinica y conciencia de la enfermedad entre
los médicos, lograr establecer un diagndstico temprano e iniciar terapia adecuada
pueden lograr disminuir el numero de muertes asociadas a histoplasmosis entre las
personas que viven con VIH. La disponibilidad de pruebas rapidas como los
inmunoensayos enzimaticos para la deteccién de antigenos en orina y pruebas
moleculares para la deteccion de ADN, asi como el entrenamiento del personal de
salud en este respecto ha logrado un aumento en el diagndstico de histoplasmosis

y una disminucion en la mortalidad por esta causa.

Si se pretende que una prueba diagndstica genere un cambio en la practica clinica
actual en la atencién de histoplasmosis, ésta debe ser accesible, sensible,
especifica, amigable para el usuario, rapida, que no requiera de un equipo
sofisticado y que los resultados estén disponibles para el que lo solicita de forma
inmediata. Ademas, debe contar con la adecuada validacion en una cohorte de
pacientes lo suficientemente grande y con las caracteristicas especificas en las que
se pretende tenga su mayor aplicacién, como es el caso de pacientes con infeccion
por VIH.
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Los estudios publicados previamente han evaluado de forma incompleta las
opciones de métodos diagndsticos como los antigenos urinarios y PCRs, pues en
algunos casos han utilizado como estandar de referencia el antigeno realizado en
el laboratorio de MiraVista y no el cultivo y/o patologia considerados el estandar de
referencia en la actualidad. Ademas de que incluyen un numero de pacientes
pequefio (7-60 casos confirmados de histoplasmosis) y en todo caso no se cuenta
con la informacion clinica suficiente o relevante para el analisis o son muestras
ambientales. Por otro lado, la mayoria de los estudios son retrospectivos, utilizando
muestras congeladas que se recabaron para estudios previos y vueltas a utilizar
para su analisis casi 10 afos después de su obtencidn. Finalmente hay muy pocos

estudios realizados en poblaciones de pacientes viviendo con VIH.

Hasta ahora no hay estudios que comparen la sensibilidad y especificidad de las
PCRs dirigidas a los genes que codifican para la proteina Hc100 y 1281-128322
SCAR, asi como del antigeno urinario de Histoplasma IMMY ALPHA vs el cultivo de
sangre periférica, médula 6sea y tejidos e histopatologia en muestras clinicas de
pacientes viviendo con VIH y sospecha de histoplasmosis diseminada y progresiva

de forma prospectiva.
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IV.  PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es la sensibilidad y especificidad de las PCR Hc100 y 1281-1283,,0 SCAR en
muestras de sangre periférica de pacientes hospitalizados con VIH/SIDA vy
sospecha de histoplasmosis diseminada y progresiva en comparacion con el cultivo

de sangre periférica?

V. HIPOTESIS

La sensibilidad y especificidad de las PCR Hc100 y 1281-1283,20 SCAR en
muestras de sangre periférica para el diagndstico de histoplasmosis diseminada y
progresiva en pacientes hospitalizados con infeccion por VIH/SIDA y sospecha de
histoplasmosis diseminada y progresiva en comparacion con el cultivo de sangre

periférica sera del 95%.

VI.  OBJETIVOS

Objetivo primario: Determinar la sensibilidad y especificidad de las PCR dirigidas

al gen que codifica para la proteina Hc100 y para la region 1281-1283,50 SCAR en
muestras de sangre periférica en comparacion con el cultivo de sangre periférica

para el diagnostico de HDP en pacientes con VIH/SIDA.

Objetivos secundarios:

- Determinar en pacientes con sospecha de HDP e infeccién por VIH/SIDA la
sensibilidad y especificidad de las PCR dirigidas al gen que codifica para la
proteina Hc100 y para la regién 1281-1283,20 SCAR realizadas en:

o Meédula 6sea vs mielocultivo

o Biopsias de tejido vs cultivo de biopsias de tejido
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- Determinar la sensibilidad y especificidad del antigeno Histoplasma IMMY

ALPHA EIA en comparacién con la definicion de ‘“histoplasmosis

diseminada probada”

VI. METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio prospectivo, multicéntrico, doble ciego, de pruebas
diagnosticas. Participaron diez centros de referencia distribuidos en siete estados
de la Republica Mexicana (ocho hospitales de tercer nivel y dos de segundo nivel,
ver tabla). De noviembre de 2015 a abril de 2018. El protocolo fue aprobado por los

Comités de Etica e Investigacion en cada centro.
Criterios de inclusién
Se incluyeron pacientes, hombres y mujeres, mayores de 18 afios, con diagndstico

establecido de infeccién por VIH/SIDA, que cumplieran con la definicion de

“Sospecha de Histoplasmosis Diseminada y Progresiva”, que estuvieran

hospitalizados en alguno de los centros incluidos en el protocolo y que aceptaran
participar. Los pacientes eran identificados e invitados al protocolo por un médico
infectdlogo, con experiencia en el manejo de los pacientes con VIH, quienes eran

los responsables del proyecto en cada centro.

Definicion de “Sospecha de Histoplasmosis Diseminada y Progresiva”:

pacientes que cumplieran con tres de cualquiera de los siguientes criterios o fiebre

+ 2 de cualquiera de los siguientes criterios:

Clinicos: pérdida de peso (>5% del peso corporal total en los ultimos 6 meses),
linfadenopatias, hepatomegalia, esplenomegalia, ulceras en mucosas, lesiones en

piel, sangrado gastrointestinal y/o diarrea.
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Laboratorio: bicitopenia o pancitopenia (definido como hemoglobina <10 g/dL,
cuenta total de neutrdfilos <1.8 x10%/L, plaquetas <100,000/uL), elevacién de dos

veces el limite superior normal de AST y/o DHL y elevacién de ferritina.

Radiologia: Evidencia radiografica de involucro extrapulmonar (adenopatias
cervicales, axilares, mediastinales, abdominales, retroperitoneales, inguinales;
hepatomegalia, esplenomegalia, abscesos hepaticos y/o esplénicos, pancreatitis,
colecistitis, lesiones adrenales, lesiones esofagicas, lesiones en intestino delgado o
colon, lesiones en sistema nervioso central, pericarditis, derrame pericardico,

endocarditis, osteomielitis, artritis séptica, prostatitis y/o epididimitis).

Criterios de exclusion

- Pacientes que tuvieran informacién clinica incompleta en el expediente
clinico y/o en el cuestionario demografico

- Pacientes que hubieran recibido tratamiento antifungico intravenoso con
anfotericina B por >72 horas previos al ingreso al protocolo y la toma de las

muestras clinicas

Criterio de eliminacion

- Pacientes cuya muestra presentara inhibidores que no permitieran su

amplificacion por PCR

A cada hospital participante se le envio el material necesario para la recoleccion y
transporte de las muestras clinicas de manera periddica mediante una empresa

especializada contratada para dicho fin.

Los pacientes que aceptaban participar (mas dos testigos) firmaban un formato de
consentimiento informado (méas dos testigos), aprobado por los Comités de Etica e

Investigacion en cada centro (ver Anexo 1). El médico infectélogo era responsable
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de recabar mediante un cuestionario previamente establecido, la informacion
demografica y clinica necesaria (antecedentes relacionados con la infecciéon por
VIH, historia de otras infecciones oportunistas, datos clinicos, de laboratorios y por
imagen; asi como informacion relacionada al tratamiento antifungico iniciado, ver

Anexo 2) de cada paciente.

Quedo a criterio del médico infectélogo en cada centro, el solicitar las muestras para
analizar por cultivos, histopatologia, deteccion de antigeno urinario y PCRs, que
considerara conveniente dependiendo de cada caso clinico, las cuales podrian

incluir:

- Cultivo de sangre periférica
o 5 ml de sangre en medio de cultivo BD BACTEC™ Myco/F Lytic

- Muestra para PCR de Hc100 y 1281-1283220 SCAR en sangre periférica
o 4 ml de sangre en Tubos 7.2 mg BD Vacutainer®K; EDTA

- Cultivo de médula ésea

o 5 ml de sangre de médula 6sea en medio de cultivo BD BACTEC™
Myco/F Lytic

o 3 ml de sangre de médula 6sea en medio de cultivo BD BACTEC™
Peds Plus™/F

o 0.5 ml de sangre de médula 6sea en medio de cultivo Lowenstein-
Jensen

o 0.5 ml de sangre de médula ésea en medio de cultivo Sabouraud

o 4 laminilla con extendido de sangre de médula 6sea para realizar

tincion de Gram, Ziehl-Neelsen, Grocott metenamina de plata y Wright
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- Muestra para PCR de Hc100 y 1281-1283220 SCAR en sangre de médula
O6sea
o 4 ml de sangre de médula 6sea en tubos 7.2 mg BD Vacutainer®K3
EDTA

- Biopsias de tejido

o Cultivo
= Medio de transporte Stuart
= Medio Aerobio BD BACTEC™ Plus
= Medio Anaerobio BD BACTEC™ Plus
= Medio de cultivo Lowenstein-Jensen

= Medio de cultivo Sabouraud

o Analisis histopatolégico: transporte en frasco con formaldehido
10%

o Muestra para PCR de Hc100 y 1281-1283,20 SCAR en biopsias
= Se maceraba el mismo tejido utilizado para el cultivo de biopsia

y se suspendia en solucion salina estéril al 0.9%

- Antigeno Histoplasma IMMY ALPHA EIA

o 20 ml de orina transportada en frasco estéril y refrigerada a 4 °C

- Concentrado leucocitario

o 4 ml de sangre periférica en tubos 7.2 mg BD Vacutainer®K, EDTA

Los cuestionarios, el consentimiento informado y las muestras biolégicas tomadas
en cada centro, fueron enviadas al Laboratorio de Microbiologia Clinica y al
Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

“Salvador Zubiran” (INCMNSZ) en la Ciudad de México para su analisis.
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El proceso y analisis de las muestras fue realizado por personal diferente, siguiendo
la metodologia habitual que se realiza en el Laboratorio de Microbiologia Clinica (el
cual cuenta con la Certificaciéon del American College of Physicians, E.U.A.) del
INCMNSZ y en el Departamento de Patologia del INCMNSZ. Los analistas se
encontraron cegados de la historia clinica del paciente, asi como del resultado de

las otras pruebas.

- Los cultivos, concentrados leucocitarios y antigeno urinario fueron
interpretados por personal capacitado para ello (A.R.C. y J.S.C.), quienes
tienen amplia experiencia en la identificacion de microorganismos en el area

de micologia.

- Por otro lado, las pruebas para PCR fueron realizadas por otros
investigadores, quienes tiene amplia experiencia en métodos moleculares
(R.A.M.G. y N.G.V.Z. realizaron la PCR Hc100; mientras que investigadores
del Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Recursos en Micologia
de la Facultad de Medicina de la UNAM, M.R.R.M., E.D.E., M.G.F.L, J. A.R.B.,
realizaron la PCR 1281-1283,,0 SCAR).

- Las biopsias de tejidos fueron evaluadas y reportadas por el servicio de
Patologia del INNCMSZ.

Los resultados preliminares y definitivos de los cultivos, estudios histopatolégicos y
del antigeno urinario fueron informados tan pronto como se tuvieron disponibles al
médico infectdlogo encargado de cada paciente (primero por mensajeria de texto
via celular y luego por correo electronico adjuntando los reportes definitivos de los
resultados oficiales expedidos por el Laboratorio de Microbiologia y el
Departamento de Patologia del INCMNSZ).

Debido a que es un estudio que pretende evaluar la sensibilidad y especificidad de

las pruebas para PCR realizadas en las muestras clinicas, los resultados obtenidos
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de las mismas fueron unicamente del conocimiento del investigador principal, no se

les dio valor clinico alguno, ni su resultado fue informado a los médicos tratantes.

El manejo y tratamiento de cada paciente estuvo a cargo en su totalidad por el

médico infectdlogo responsable de cada paciente.

| Paciente identificado con “Sospecha de HDP” | || Hemocultivo sangre periférica:
T * 5 ml de sangre en BD BACTEC™ Myco/F Lytic Vial

PCR para Hc100 en sangre periférica:
Firma de consentimiento informado y llenado + 4 ml de sangre en Tubos BD Vacutainer® EDTA 7.2 mg_|
de cuestionario demografico / clinico
Mielocultivo:
3 * 5 ml de sangre en BD BACTEC™ Myco/F Lytic Vial
Toma de muestras clinicas para el diagnéstico [<| * 3 ml de sangre en BD BACTEC™ Peds Plus™/F Vial
con base al criterio de cada investigador * 0.5 mlde sangre en medio Lowenstein-Jensen
¥ * 0.5 mlde sangre en medio Sabouraud
PCR para Hc100 en médula ésea:
Envio de las muestras al Laboratorio de +__4ml de sangre en Tubos BD Vacutainer® EDTA 7.2 mg |
Microbiologia Clinica y al Departamento de
Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Biopsia:
Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran” Cultivo
_ * Medio Stuart (transportacion)
$ +  Medio BD BACTECTM Plus Aerdbico
El andlisis de las muestras fue cegado para * Maedio BD BACTECTM Plus Anaerdbico
todas las partes * Medio Lowenstein-Jensen
* Medio Sabouraud
Los resultados preliminares y definitivos de Aném—Lgl_lzsr:;‘sic;o;t::Sb;;:g?\aldehido 10%
inf:'smca‘:ﬁz‘:sl msstt?:aazlrotg;: ;ur:zg e * Tejido macerado y suspendido en S.S. estéril 0.9%
tenian disponibles Antigeno EIA Histoplasma en orina IMMY ALPHA:

* 20 ml de orina: contenedor estéril 42C (transporte)

Figura 12. Metodologia seguida durante el protocolo, para la seleccion de
pacientes, recopilacién de informacion; toma, envio y andlisis de muestras y reporte

de resultados.
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Otras definiciones operacionales:

e Definicion de caso probable de HD: Pacientes con sospecha de

histoplasmosis diseminada y progresiva y antigeno urinario para histoplasma

positivo

e Definicion de respuesta clinica a tratamiento empirico (el paciente debera

cumplir todas las siguientes):
o Temperatura maxima diaria menor a 37.8 °C por 72 h consecutivas sin
uso de antipiréticos
o No presentar incremento en la gravedad de signos, sintomas o
anormalidades en el laboratorio atribuibles a histoplasmosis
o Resolucion de al menos un signo o sintoma de histoplasmosis que califico

al paciente para ingresar al protocolo
Con base en la European Organization for Research and Treatment of Cancer
(EORTC)%/Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute

of Allergy and Infectious Diseases Mycosis Study Group se establecio:

e Definicion de caso probado de HDP: pacientes con al menos uno de los

siguientes:
o Cultivo positivo para Histoplasma capsulatum (hemocultivo por lisis

de sangre periférica, mielocultivo y/o cultivo de biopsia de tejido)

o Histopatologia compatible con histoplasmosis (levaduras
intracelulares o extracelulares e infiltracion masiva de macrofagos y
escasos linfocitos, identificados mediante las tinciones de Grocott
metenamina de plata y acido periodico de Schiff, PAS) en cualquier

muestra clinica de tejidos
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e Definicion de otro diagnéstico, NO HDP: Pacientes en los cuales, posterior a

transcurrido el periodo de incubacion del cultivo no exista evidencia de

crecimiento de Histoplasma y/o que no se tenga evidencia histopatolégica

sugestiva de histoplasmosis, o bien que se haya identificado otra causa de los

signos y sintomas iniciales, con antigeno urinario negativo y que no haya

requerido tratamiento anti fungico.

Metodos microbiologicos

1. IMMY ALPHA Histoplasma Antigen Enzyme Immunoassay (HAGEIA)

Material general

1.

Bolsa de residuos biologicos.

2. Puntas para micropipetas thermo scientific de 20-200ul y de 200-1000ul.
3. Probeta de 100ml.
4. Vaso de precipitados de 100ml.
5. Recipiente con tapén de rosca con capacidad de 125 ml (para
almacenamiento de la solucién de lavado 1X).
Instrumentos
1. Micropipeta thermo scientific con capacidad de 20-200pl.
2. Micropipeta thermo scientific con capacidad de 200-1000pl.
3. Lector de ELISAS de longitud de onda doble, con absorbancias leidas a 450
nmy 630 nm, BioRad.
4. Micropipeta multicanal de 8 puntas thermo scientific con capacidad de 20-
200ul.
Equipo
0. Incubadora de 37°C.

1.

Impresora conectada al lector de ELISAS BioRad.
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Desarrollo de la técnica

Se siguieron las indicaciones recomendadas por el fabricante IMMY Diagnostics,
realizando ligeros ajustes de forma de trabajo y limpieza. Estos pasos se respetaron

en cada corrida de muestras.

Las muestras de orina se recibieron y se mantuvieron en refrigeracion hasta un
maximo de dos semanas antes de ser procesadas de acuerdo a las indicaciones

presentes en el inserto del fabricante.

1. Serealizé un registro de las muestras, indicando la posicion en coordenadas
en la microplaca de cada muestra a procesar y los controles.

2. Se preparo y sanitizo el area de trabajo con una solucion clorada al 1% vy
alcohol al 70%.

3. Todos los componentes del kit y muestras se llevaron a temperatura
ambiente.

4. Se homogeneizé cada reactivo antes de su uso.

5. Se prepard, en cada corrida, una solucion de lavado 1X, se utilizd una
relacion 1:20 de buffer concentrado 20X con agua destilada.

6. Se saco un numero suficiente de micropocillos (HAGMW1) para estandares
y muestras a procesar y se insertaron en el soporte para micro pozos.

7. Los pocillos restantes se colocaron en la bolsa original con desecante, y ésta
se guardd a 4°C.

8. Se afiadieron 100 pl de buffer de lavado 1X (EIAWB1) al pocillo de la posicién
A1 (blanco para el ensayo).

9. Se anadieron 100 ul de reactivos estandar a la placa, para la construccion de
la curva, como se indica a continuacion.

- Posiciéon (B1) 100 ul del estandar para la curva de 100 unidades EIA.
- Posicién (C1) 100 ul del estandar para la curva de 30 unidades EIA.
- Posicién (D1) 100 ul del estandar para la curva de 10 unidades EIA.
(

- Posiciéon (E1) 100 pl del estandar para la curva de 2 unidades EIA.
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10. Se anadieron 100 ul del control positivo al pocillo de la posicién F1 y el control
negativo al pocillo de la posicion G1.

11.A partir de la posicién H1 en adelante se colocaron 100 ul de cada una de
las muestras de orina (sin tratamiento) en cada uno de los pocillos.

12.La placa se homogeneizo suavemente, por 10-15 segundos, con
movimientos elipticos sobre la mesa.

13.La placa se incub¢ a 37 °C = 1 °C durante 60 minutos * 5 minutos.

14.Usando una pipeta, se aspir6 el contenido de los pocillos y se desechd en un
recipiente para residuos biologicos.

15.Con el uso de una pipeta multicanal, se llenaron todos los pocillos con 200 ul
de buffer de lavado 1X.

16. Se repitieron los pasos 14 y 15 dos veces mas para obtener un total de tres
lavados. Después del lavado final, la placa se golped sobre un papel
absorbente para quitar la mayor cantidad de solucion de lavado posible, sin
dejar secar los pocillos.

17.Se afadieron 100 pL del anticuerpo de detecciéon (HAGDAB) a cada pocillo.

18.La placa se homogeneizé por movimientos elipticos suaves por 10-15
segundos sobre la mesa.

19.La placa se incubd a 37 °C = 1 °C durante 60 minutos * 5 minutos.

20. Se repiti6 el procedimiento de los tres lavados de los micropozos respetando
los pasos del paso 14-16.

21.Se afadieron 100 pl de estreptavidina-HRP conjugada (EIASA1) a cada
pocillo.

22.La placa se homogeneizé por movimientos elipticos suaves por 10-15
segundos sobre la mesa.

23.La microplaca se incub6 a 25 °C = 3 °C durante 30 minutos + 2 minutos.

24. Se realiz6 el procedimiento de tres ciclos de lavado respetando los pasos del
14 al 16.

25.En condiciones de minima cantidad de luz, se afnadieron 100 pl de sustrato
TMB (EIA) a cada pocillo. En el momento de la adicién del sustrato al primer

pocillo, se inicié el conteo de 10 minutos.
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26.La placa se homogeneizé por movimientos elipticos suaves por 10-15
segundos sobre la mesa.

27.La placa se incub6 a temperatura ambiente (22 - 25°C) durante 10 minutos +
1 minuto.

28.Se afiadieron, en condiciones de minima interferencia de luz (EIASS1), 100
Ml de solucion de paro a cada pocillo en el mismo orden que en la etapa del
sustrato TMB.

29.La placa se homogeneizé por movimientos elipticos suaves por 10-15
segundos sobre la mesa.

30.La placa se leyd en el espectro y registraron los resultados. La lectura se

realizé en un tiempo maximo de 10 minutos.

Interpretacion de resultados de la prueba
e Positivo: Cuando se reporta un valor mayor o igual de absorbancia a una
longitud de onda de diferencia de entre 450 y 620nm al estandar mas bajo
de 2 unidades EIA.
e Negativo: Cuando se reporta un valor menor de absorbancia a una longitud
de onda de diferencia de entre 450 y 620nm al estandar mas bajo de 2
unidades EIA.

Segun el inserto del producto del antigeno urinario no se ha documentado reaccién
cruzada con Candida albicans, Cryptococcus neoformans o Aspergillus spp. en

orina.
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DIAGRAMA DE FLUJO

IMMY, ALPHA Histoplasma Antigen Enzyme Immunoassay

Atemperar muestras
y reactivos 30min
antes y preparar la
solucion de lavado
1X

Realizar un disefio de
placa indicando en
las coordenadas la

posicion de cada
control y muestras

Anadir 100ul de
anticuerpo de
deteccién

Anadir al pocillo
100p! de muestra o
controles segun sea

el caso

Lavar 3 veces con la
solucion de lavado
(1X)

Incubar 60 min, a
37°C. Decantar

Incubar 60 min, a
37°C. Decantar

Lavar 3 veces con la
solucion de lavado
(1X)

Anadir 100 pl del
sustrato TMB e
incubar 10min a

oscuridad

Anadir 100 yl de HRP

Estreptavidina

Lavar 3 veces con la
solucién de lavado
(1X)

Anadir 100 pl de la
solucion de paro

Incubar 30 min a
25°C. Decantar

Medir D.O. a una
longitud de onda de
450-630 nm

Reportar resultados

62



2. PCR anidada Hc100 en muestras de sangre periférica, médula 6sea y

biopsias de tejidos

Separacion de leucocitos de sangre periférica y médula 6sea.

La separacioén de las células blancas se llevo a cabo por el método de centrifugacion
por gradiente, que consistio en hacer una dilucion 1:1 de sangre periférica o médula
O0sea en PBS1X estéril (2ml de PBS por 2ml de sangre o médula désea) y
posteriormente se hizo una dilucién 3:4, se tomaron 3ml de la mezcla (PBS + sangre
o médula ésea) y se vertieron en un tubo falcon con 4 ml de Ficoll (HISTOPAQUE®
-1077, Sigma Aldrich). Mediante centrifugacion a 1700 rpm durante 25 minutos se
obtuvo la separacion de las fases, con ayuda de una pipeta de transferencia se retird
la primera fase para posteriormente transferir la capa leucocitaria a un tubo
eppendorf de 1.5ml. Se centrifugé durante 15 minutos a 12000 rpm, después el
paquete celular se lavé con 1ml de PBS1X y se repitid la centrifugacion en las

mismas condiciones. El pellet se utilizé para la extraccion de DNA.

Extraccion de DNA

Después de la separacion de las células blancas se hizo la extraccion de DNA total.
El pellet se resuspendio en 180 pl de buffer de lisis (ATL) y se afiadieron 20 pl de
proteinasa K, la mezcla se incubd a 56°C durante 1 hora. Posteriormente la muestra
se expuso 5 min a bafio maria a estos, seguidos de tres ciclos de nitrégeno liquido
(1min) y bafio maria (2 min). Terminada la lisis la muestra se dej6é aproximadamente
5 min a temperatura ambiente para continuar la extraccion siguiendo el protocolo
del kit DNeasy® Blood & Tissue (Quiagen, Alemania). En breve, se afadieron 200
pl de buffer AL y se mezcld vigorosamente en el voértex, se incubé a 56°C durante
10 minutos, después se agregaron 200 ul de etanol grado Biologia Molecular
(previamente enfriado a -20°C) y se mezclo con agitacion leve. El contenido del tubo
eppendorf se transfirid a una columna y se centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto, la

columna se transfirié a otro tubo receptor para hacer los lavados con 500 ul de buffer
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PW1 seguido de centrifugacién a 8000 rpm por 1 min, la columna se transfirid
nuevamente a otro tubo receptor y se agregaron 500 pl de buffer PW2, se centrifugo
a 14000 rpm por 3 minutos. La columna se paso a un tubo eppendorfde 1.5 pl y se
agregaron 100 pl de buffer de elucion (AE), después de 3 min se centrifugd a 8000

rom durante 1 min.

Para la extraccion de DNA a partir de biopsias, los fragmentos de tejido se
maceraron en un mortero, el macerado se transfirié a un tubo de 1.5 ml, la muestra
se centrifugo a 12000 rpm por 10 minutos, se decant6 el sobrenadante y el tejido se
resuspendio en 180 pl buffer de lisis (ATL) mas 20 pl de proteinasa K, la muestra se
incubd a 56°C durante toda la noche. Al otro dia la extraccion de DNA se llevé a
cabo siguiendo el mismo procedimiento utilizado para la extracciéon a partir de

sangre y meédula osea.

Para estimar la concentracion y determinar las impurezas proteicas presentes en
cada muestra, se utilizé el espectrofotémetro NanoDrop ND1000 (© 2010 Thermo
Fisher Scientific Inc, Wilmington, U.S.A) de acuerdo al Manual de usuario (V3.8

User’s Manual).

PCR B-globina (control interno)

Para evaluar la eficacia del proceso de extraccion de DNA y la ausencia de
inhibidores en el producto final, se realizé una PCR para amplificar como control
interno de la reaccion un fragmento del gen de beta globina (268 pb) utilizando los
iniciadores GH20 (5"GAA GAG CCA AGG ACAGGTAC 3")y PCO4 (5°CAACTT
CAT CCA CGT TCA CC 3"). Como control positivo de la reaccion se utilizé una
muestra de DNA extraido a partir de sangre y como control negativo se utilizé la

mezcla de reactivos sin muestra.

De cada muestra se tomaron 2 ul de DNA para hacer la PCR que quedd en un

volumen de reaccion final de 50 ul. Las concentraciones de los reactivos utilizados
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fueron las siguientes: buffer 10x, MgCl, 1mM, dNTP’s 100 uM, primers GH20 y
PCO4 0.5pmol de cada uno y 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen). El programa
utilizado fue: 95°C por 7minutos, 35 ciclos de 94°C por 1minuto, 50°C por 30

segundos, 72°C por 45 segundos y una extension final de 72°C por 7 minutos.

PCR anidada HC100

Los oligonucledtidos que se utilizaron en este trabajo fueron los descritos por Bialek
et. al (2002). Para la PCR externa se utilizaron HCI (5°GCG TTC CGA GCC TTC
CAC CTC ACC 3") y HCII (5°’ATG TCC CAT CGG GCG CCG TGT AGT 37) donde
se amplificé un fragmento de 391 pares de bases. La PCR se estandariz6 en las
condiciones del laboratorio. La reaccion se realizé en un volumen final de 50 pl. Las
concentraciones de los reactivos utilizados fueron las siguientes: buffer 10x, MgCl,
1mM, dNTP’s 100 pM, primers HCl y HCII 0.5pmol de cada uno, 1.5 U de Taq
polimerasay 10 pl de la muestra de DNA. El programa utilizado fue: 95°C por 5min,
35 ciclos de 94°C por 30seg, 65°C por 30seg, 72°C por 1 min y una extension final
de 72°C por 5 minutos.

Del producto de la primera reaccion HC100 externo se tomaron 5 ul como templado
para la 2da PCR interna (anidada), los primers utilizados fueron HCIIl (5" GAG ATC
TAG TCG CGG CCAGGT TCA 3") y HCIV (5"-AGG AGA GAACTG TAT CGG TGG
CTT G- 37) que delimitan un fragmento de 210 pb. La reaccion se realizé en un
volumen final de 50 ul y la concentracion de los reactivos fue la siguiente: buffer
10x, MgCl, 1mM, dNTP’s 100 pM, primers HCIlIl y HCIV 0.5pmol de cada uno y
1.35 U de Taq polimerasa. El programa de amplificacion fue: 95°C por 5min, 30
ciclos de 94°C por 30seg, 72°C por 1 minuto y una extension final de 72°C por 5

minutos.

Todos los ensayos incluyen controles negativos sin DNA y controles positivos de

DNA extraido a partir de un cultivo de Histoplasma capsulatum.
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Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
colorante SYBR® Safe y la electroforesis se llevo a cabo a 100v durante 1 hora en
buffer TBE (Tris-borato-EDTA) al 0.5X. Como marcador de peso molecular se utilizé
el de 100bp DNA ladder (Invitrogen). Posteriormente la fotodocumentacién del gel
se tomo en el equipo Kodak GEL Logic 1500 Transilluminator Integrated Imaging
System (© 2018 New Lab Scientific, Inc.) para observar e identificar el producto

correspondiente al peso esperado.

Los amplicones se purificaron con QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen,
Alemania) y se secuenciaron de acuerdo a la guia de usuario del equipo Applied
Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer. Las secuencias obtenidas se

identificaron por BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).
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Institucion Participante
Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy

Nutricion “Salvador Zubiran”

Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias (INER)

Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”

Hospital Civil “Fray Antonio Alcalde”, Unidad de

VIH, Guadalajara, Jalisco

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”,
San Luis Potosi, S.L.P.

Hospital General de Puebla “Dr. Eduardo
Vazquez Navarro”

Hospital de Alta Especialidad de Veracruz
“Virgilio Uribe”

CAPASITS-COECIDA Oaxaca, Hospital Regional
de Alta Especialidad de Oaxaca HRAEO
Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan

Graham Casasus”, Villahermosa, Tabasco.

Hospital Dr. Gaudencio Gonzalez “La Raza”

Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
Recursos en Micologia, Facultad de Medicina,
UNAM

Responsables

Dra. Maria Dolores Niembro Ortega
Dra. Rosa Areli Martinez Gamboa
Dr. Alfredo Ponce de Le6n Garduiio
Dr. Pedro Torres Gonzalez

Dra. Brenda E. Crabtree Ramirez
Dr. José Sifuentes Osornio

Dr. Armando Gamboa Dominguez
Dr. Edgardo Reyes Gutiérrez
Q.F.B. Andrea Rangel Cordero
Q.F.B. Janeth Santiago Cruz

Q.F.B. Nancy Guadalupe Velazquez Zavala
Dr. Gustavo Reyes Teran

Dr. Victor Hugo Ahumada Topete
Dr. Victor Hugo Lozano Fernandez
Dr. Juan Pablo Ramirez Hinojosa
Dra. Patricia Rodriguez Zulueta

Dr. Pedro Martinez Ayala

Dr. Jaime Andrade Villanueva

Dra. Luz Alicia Gonzalez Hernandez
Dr. Javier Araujo Meléndez

Dr. Martin Magafia Aquino

Dr. Christian Hernandez Ledn

Dra. Sandra Maldonado Castafeda

Dra. Marisol Manriquez Reyes

Dra. Norma Eréndira Rivera Martinez
Q.F.B. Sofia Cruz Martinez

Dr. Jesus Ruiz Quifiones

Dr. Oscar Israel Flores Barrientos
Dra. Samantha Chavez Molano

Dra. Victoria Matilde Cerino Palomino
Dr. Alberto Chaparro Sanchez

Dr. Jesus Enrique Gaytan Martinez
Dra. Maria del Rocio Reyes Montes
Dra. Maria Lucia Taylor Da Cunha E Mello
Dra. Esperanza Duarte Escalante

Dra. Maria Guadalupe Frias de Leodn

Tabla 1. Hospitales y centros participantes, asi como el personal responsable en

cada centro de llevar a cabo el protocolo.



Calculo del Tamano de Muestra

Con base en la formula de calculo de tamano de muestra de una proporcion, se
calculé un numero total de pacientes a incluir en el estudio de 146. Asumiendo una
sensibilidad y especificidad del 95% y una tolerancia del 5% para las pruebas

diagnosticas de PCR.

n=Zo’PQIT?

SENSIBILIDAD

= (1.96)%(0.95) (0.05) / (0.05)?

= 0.1825/0.0025 =73

ESPECIFICIDAD

= (1.96)%(0.95) (0.05) / (0.05)?

= 0.1825/0.0025 =73

TAMANO DE MUESTRA TOTAL = 146 pacientes a incluir en el protocolo
Analisis de datos

Se estimo la sensibilidad y especificidad de las PCR Hc100 y 1281-1283,50 SCAR
con intervalos de confianza del 95% en muestras clinicas de pacientes con infeccién
por VIH/SIDA y sospecha de HDP. También se determinaron los valores predictivos
positivos y negativos vy likelihood ratios correspondientes. Se utiliz6 como estandar
de referencia el crecimiento de Histoplasma capsulatum en cultivo y/o reporte de
patologia compatible con histoplasmosis. Se empled estadistica descriptiva para
reportar las caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién en estudio. Se
us6 media o mediana como media de tendencia central en las variables continuas
y desviacion estandar o intervalos intercuartilares para determinar la dispersion,
dependiendo de la distribucién de las variables. Se utilizé STATA version 14.1
Software (College Station, TX).
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VIIl.  RESULTADOS

Durante el periodo de estudio (30 meses), hubo 444 pacientes potencialmente
elegibles para participar. De esos se excluyeron treinta y dos pacientes (25
pacientes por no cumplir con la definicion de “Sospecha de Histoplasmosis
Diseminada y Progresiva”, cuatro pacientes por no contar con la informacion clinica
completa y tres por haber recibido tratamiento antifungico con anfotericina B
intravenosa por >72 horas previas al ingreso al protocolo y la toma de muestras
clinicas). En total, incluimos 412 pacientes para el andlisis, los centros con mayor
numero de pacientes ingresados al protocolo fueron el INER, el Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”, el Hospital Civil de Guadalajara y el INCMNSZ (ver

grafica de distribucién por hospital participante).

TABASCO
33
OAXACA
(8%) 15 INCMNSZ
(3.6%) 52
(12.6%)
VERACRUZ
15
(3.6%)
PUEBLA
30
(7.3%)

INER

126

GUAoAsLsAJARA (30.6%)
(13.4%)

(4.9%)

GEA GONZALEZ
66

(16%)

Grafica 1. Distribucion de los 412 pacientes ingresados al protocolo por hospital

participante.
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De los 412 pacientes incluidos en el estudio (ver Figura 13, diagrama de flujo), el
personal del Laboratorio de Microbiologia Clinica del INCMNSZ analizé un total de
2,526 muestras: 409 hemocultivos por lisis de sangre periférica (375 pacientes
tuvieron un hemocultivo tomado y 17 pacientes tuvieron dos hemocultivos por lisis
tomados); 397 muestras para concentrado leucocitario (una por paciente), 395
muestras para PCR sangre periférica (una por paciente), 395 muestras de orina
para antigeno Histoplasma IMMY ALPHA EIA (una por paciente), 378 muestras para
mielocultivo (una por paciente), 349 muestras para PCR de médula ésea (una por
paciente), 116 muestras de cultivo de biopsias (71 pacientes con una muestra, 16
pacientes con dos muestras, tres pacientes con tres muestras y un paciente con
cuatro muestras) y de éstos se tuvieron 87 muestras para PCR en biopsia. En el
Departamento de Patologia del INCMNSZ se analizaron un total de 173 muestras
de biopsias (97 pacientes con una muestra, doce pacientes con dos muestras, ocho
pacientes con tres muestras, dos pacientes con cuatro muestras, cuatro pacientes
con cinco muestras). Los resultados relacionados a las pruebas realizadas por parte
de los investigadores de la UNAM (1281-1283,,0 SCAR) no se encuentran aun

disponibles por lo que no se reportaran.
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Participantes
potencialmente elegibles

n=444 Excluidos
n=32
‘ - Informacion clinica incompleta (n=4)
l - No cumplieron con criterios de inclusién (n=25)
- Recibieron anfotericina B >72 h previo a la toma de muestras (3)
Pacientes con “Sospecha de HDP”
(Nov 2015 — Abril 2018)
n=412
No se tomo prueba indice
- PCR sangre periférica (n=17)
- PCR médula ésea (n=63)
- PCR biopsia (n=336)
PCR sangre PCR médula PCR
periférica 6sea biopsias
n=395 n=349 n=87
Negativo Positivo Inconcluso Negativo Positivo Inconcluso Negativo Positivo Inconcluso
n=301 n=91 =3 n=256 n=85 n=8 n=52 n=32 n=3
NO se tom No se tom
hemocultivo hemocultivo ’
n=8 n=2 . .
i : - = = 5 n N . Cultivo Cultivo Cultivo
Hemocultivo Hemocultivo por Hemocultivo Mielocultivo Mielocultivo Mielocultivo - biopsia biopsia
por lisis tomado lisis tomado por lisis tomado tomado tomado tomado biopsia tomado tomado
n=293 n=89 =3 n=256 n= n=8 i n=32 n=
n=52
Diagnéstico Final Diagnéstico Final Diagnéstico Diagnéstico Final Diagnéstico Final Diagnéstico Final Diagnéstico final Diagnéstico final Diagnéstico
Histoplasmosis n=23 || Histoplasmosis n=43 Final Histoplasmosis n=17 || Histoplasmosis n=56 Histoplasmosis n=2 || Histoplasmosis n=1 Histoplasmosis n=10 Histoplasmos
Ofro diag. n=39 Otro diag. n=14 Histoplasmosis || Otro diag. n=48 Otro diagnéstico n=13 Otro diag. n=2 Otro diag. n=10 Otro diagnéstico n=9 Negativo n=2
Negativo n=231 Negativo n=32 n=3 Negativo n=181 Negativo n=16 Negativo n=4 Negativo n=41 Negativo n=13

Figura 13. Diagrama de flujo de los pacientes participantes en el estudio y las muestras tomadas (Diagrama STARD). Inconcluso = muestra
insuficiente, muestra coagulada, no amplificé el control con beta-globina.
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A continuacion, se muestran las caracteristicas generales de los 412 pacientes

ingresados al protocolo (Tabla 2).

Caracteristica

Total de Pacientes
n=412

Datos demograficos y evoluciéon de
VIH
Edad; mediana (RIQ)
Género masculino (%)
Diagnéstico VIH al momento del
ingreso
Meses desde el diagndstico VIH,
mediana (RIQ)
Cuenta de linfocitos
(cel./mm3); mediana (RIQ)
CV VIH plasma (copias/mm3);
mediana (RIQ)
Virgen a tratamiento ARV (%)
Ha recibido tratamiento ARV (%)
2 ITRAN + 1 ITRNN (%)
2 ITRAN + | IP/r (%)
2 ITRAN + 1 1l (%)
Otro tratamiento ARV
No especificado
Infecciones oportunistas previas
(reportadas por médico tratante)
PCP (%)
Complejo tuberculosis previa (%)
MAC diseminada previa (%)
Histoplasmosis previa (%)
Servicio de ingreso
Urgencias
Hospitalizacion
Unidad de terapia intensiva
Sintomas
Fiebre
Pérdida de peso
Hepatomegalia
Adenopatias
Tos

Esplenomegalia
Disnea
Diarrea

CD4+

35.8 (28-42)
357 (86.7)
275 (66.8)

32.1 (0-35)
70.2 (13-80)
864,013 (26,573-569,305)

226 (55)

185 (45)
112/185 (60.5)
38/185 (20.5)
10/185 (5.4)
24/185 (13)
1/185 (0.6)

66 (16)
51 (12.8)
8 (2)

14 (3.4)

159 (38.8)
236 (57.6)
15 (3.6)

391 (95.1)
371 (90)

290 (70.4)
260 (63.1)
252 (61.2)
223 (54.1)
217 (52.7)

203 (49.3)
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Nausea 114 (27.7)

Lesiones en piel 97 (23.5)
Vémito 86 (20.9)
Lesion renal aguda 70 (17)
Lesiones en mucosas 52 (12.6)
Sangrado tubo digestivo 50 (12.1)
Anormalidades en el laboratorio
Anemia (Hb <10 g/dL) 238 (58.6)
Leucopenia (Nt <1800/ulL) 127 (31.9)
Trombocitopenia 158 (39.1)
Bilirrubina total (mg/dL); mediana 1.2 (0.45-1.13)
(RIQ)

Alanino aminotransferasa (UI/L);  55.6 (22-62)
mediana (RIQ)

Aspartato aminotransferasa 108.5 (31-117.5)
(UI/L); mediana (RIQ)

Deshidrogenasa lactica (UI/L); 955 (219-813)
mediana (RIQ)

Ferritina (ng/mL), mediana (RIQ) 2227.4 (472-2060)

Involucro pulmonar radiografico 287 (69.8)
Otras infecciones
oportunistas/neoplasia
MAC diseminado 34 (8.3)
Tuberculosis diseminada 29 (7)
Cryptococcus neoformans 7 (1.7)
diseminado
Enfermedad por CMV 5(1.2)
Sarcoma de Kaposi 9 (2.2)
Linfadenopatia por VIH 2 (0.5)
Linfoma 10 (2.4)
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Identificamos 107/412 (26%) pacientes con diagndstico de histoplasmosis probada.
Casi la mitad del total de estos pacientes provenian de dos centros hospitalarios, el
25.2% del Hospital Civil de Guadalajara y el 21.5% del Hospital Regional de Alta
Especialidad de Tabasco. Los centros que mostraron las tasas de incidencia mas
altas fueron Veracruz (73.3%), Tabasco (70%), Guadalajara (49%), Oaxaca (46.7%)
y Puebla (30%). (Ver mapa)

2 PP i ) el ™
co

nN 707  12/107 8107  3/107  27/107 (25.2%) 9/107 11107 23/107 71107
(6.5%) (11.2%) (7.5%) (2.8%) (8.4%) (10.3%)  (215%)  (6.5%)

nn  7/52  12/126  8/66 3/20 27/55 (49%) 9/30 11/15 23/33 7115
(13.5%) (9.5%) (12.1%)  (15%) (30%) (73.3%) (70%)  (46.7%)

Tabla 3. Distribucion de casos positivos de histoplasmosis diseminada y progresiva

por hospital de ingreso.

n/N = Numero de casos probados de histoplasmosis por centro participante/total de

casos probados de todos los centros.

n/n = Numero de casos probados por centro participante/total de pacientes

ingresados al protocolo por cada centro.
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Mapa. Localizacion de los 107 pacientes con Histoplasmosis Diseminada y Progresiva Probada, de acuerdo a sitio de residencia.
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De los 107 casos probados de histoplasmosis, en el 28% (30/107) de los pacientes
se identifico la presencia de Histoplasma de forma simultanea tanto por cultivo como
por patologia. En el 60% (64/107) el diagndstico fue por aislamiento de Histoplasma
capsulatum en al menos un cultivo y en el 12% (13/107) de los pacientes el
diagnodstico fue exclusivamente por hallazgos histopatoldgicos compatibles con

histoplasmosis en biopsias de tejido.

Cultivo (+)  Cultivoy  Patologia

n=64 Patologia (+)
(+) n=13
n=30

Grafica 2. Numero y distribucion de los 107 casos con histoplasmosis diseminada

y progresiva por método de diagndstico.
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Del total de 412 pacientes, H. capsulatum crecié en el 17.8% (73/409) de los
hemocultivos por lisis de sangre periférica (un paciente tuvo dos hemocultivos por
lisis positivos para H. capsulatum); en el 22% (83/378) de los mielocultivos y en el
10.3% (12/116) de los cultivos de biopsias tomadas (un paciente tuvo dos biopsias
de diferentes sitios positivas para H. capsulatum). El 25.4% (44/173) de las
muestras para analisis histopatolégico fue compatible con histoplasmosis (un

paciente tuvo dos biopsias de diferentes sitios compatibles con histoplasmosis).

La distribucion de positividad por tipo de prueba diagnostica exclusivamente en los
107 pacientes con diagnostico de histoplasmosis diseminada probada, se muestra

en la siguiente tabla.

Hemocultivo Mielocultivo Cultivo Biopsia
por lisis biopsia patologia
n/N (%)
73/409 83/378 12/116 44/173
412 pacientes
ingresados al (17.8) (22) (10.3) (25.4)
protocolo
n/N (%) 72/101 83/99 11/31 43/60
107 casos HDP (71.3) (83.8) (35.5) (71.7)

Tabla 4. Distribucidn de positividad por tipo de prueba diagnostica.
n = Numero de cultivos y/o biopsias positivas para Histoplasma capsulatum.
N = Total de cultivos y/o biopsias tomadas.

Los sitios de las doce biopsias de cultivos positivas son: ganglio linfatico (5), piel (5),
hueso (1), pulmén (1). Y los sitios de las 44 muestras de biopsias positivas por
patologia son: hueso/médula ésea (24), piel (12), ganglio linfatico (5), pulmén (2),

ileon/colon (1).
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SITIO ANATOMICO

CULTIVOS POSITIVOS PARA H.
CAPSULATUM

HISTOPATOLOGIA POSITIVA PARA
HISTOPLASMOSIS

SANGRE
MEDULA OSEA
PIEL Y TEJIDOS BLANDOS
TRACTO GASTROINTESTINAL
HUESO / BIOPSIA MEDULA OSEA
GANGLIOS LINFATICOS
HIGADO O BAZO
PULMON
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
NO ESPECIFICADA

TOTAL

Tabla 5. Muestras positivas por microbiologia e histopatologia para Histoplasma capsulatum del total de muestras procesadas para los 412

No./N (%)
73/409 (17.8)
83/378 (22)
5/24 (20.8)
0/21 (0)
1/26 (3.8)
5/23 (21.7)
0/11 (0)
1/6 (16.7)
0/3 (0)
0/2 (0)

168/903 (18.6)

pacientes con sospecha de histoplasmosis diseminada y progresiva.

No./N (%)

12/28 (42.9)
1/35 (2.9)
24/70 (34.3)
5/16 (31.3)
0/12 (0)
2/9 (22.2)

0/1 (0)

Rifdn y testiculo
0/2 (0)

44/173 (25.4)
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El diagndstico establecido de manera mas frecuente entre los participantes fue
precisamente el de histoplasmosis diseminada y progresiva en un total de 107
pacientes (de éstos, 22 pacientes ademas de histoplasmosis tuvieron al menos otro

diagnodstico agregado).

El segundo diagndstico mas comun fue la infeccion por micobacterias en 66
pacientes: 34 pacientes con infeccion por MAC (de éstos, cinco pacientes tuvieron
enfermedad concomitante con H. capsulatum); 29 pacientes con infeccion por M.
tuberculosis; y tres pacientes con otras micobacterias (M. fortuitum, M simiae y M.

chelonae) con un caso de cada uno.

Otros diagndsticos establecidos fueron: sarcoma de Kaposi (9 pacientes), linfoma
(10 pacientes), Cryptococcus neoformans (7 pacientes), bacteriemia por Salmonella
spp. (5 pacientes), enfermedad por CMV (5 pacientes), y otros diagndsticos (37

pacientes) (ver grafico).

No se logro llegar a un diagnodstico con base en las muestras clinicas analizadas

dentro del protocolo en el 50% (205/412) de los pacientes participantes.
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Otro diagnostico, NO HDP

Histoplasmosis probable

89
(21.6%)

Histoplasmosis PROBADA
Sin diagnostico

107

205 (26%)

(49.7%)

1
(2.7%)

Grafica 3. Numero de pacientes por tipo de diagndstico definitivo. Un total de 107

pacientes fueron diagnosticados con Histoplasmosis Diseminada y Progresiva.

Otro diagnéstico, NO HDP= se identificé una etiologia diferente a Histoplasma

capsulatum.

Histoplasmosis PROBADA= se confirmé el diagnéstico de histoplasmosis por

cultivo y/o patologia.

Histoplasmosis PROBABLE= Antigeno urinario de histoplasma positivo, pero

sin evidencia de positividad por cultivo y/o patologia.

Sin_diagnéstico= no se llegé a un diagnéstico con las muestras clinicas

analizadas.
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Tabla 6. Diagndsticos establecidos en los pacientes ingresados en el protocolo. Otras bacterias: Escherichia coli (9), Enterobacter cloacae
(1), Klebsiella pneumoniae (1), Staphylococcus aureus (3), Rhodococcus equi (1); Pseudomonas aeruginosa (1), Pseudomonas fluorescens
(1), Pseudomonas putida (1), Serratia marcescens (1), Streptococcus pyogenes (1), Enterococcus faecium (1), Roseomonas sp. (1). Otros
hongos: Candida albicans (4); Rhodotorula mucilaginosa (1), Candida tropicalis (1), Malbranchea sp. (1). Otros virus: VPH (1); Herpes virus
(1), VZV (1), VPH (1). Otra histopatologia: HIVAN (1), angioinvasion pulmonar fungica (1)
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Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con HDP en

comparacion con los que tuvieron infeccién por micobacterias (MTB/MAC)

En ambos grupos el sexo predominante fue el masculino, con un promedio de edad
de 34 anos. El grupo de HDP tenia menos tiempo (mediana de 2 meses) con el
diagndstico de infeccion por VIH en comparacion con el grupo de los pacientes
infectados con micobacterias (mediana 4 meses). Sin embargo, ambos grupos
tienen una mediana de cuenta de linfocitos T CD4+ de 50 cel./mm?®. De igual manera
aproximadamente la mitad de los pacientes en ambos grupos son virgenes a

tratamiento antirretroviral.

En cuanto a las manifestaciones clinicas, los pacientes con HDP se manifestaron
mas frecuentemente con fiebre y elevaciéon de AST y DHL. Por su parte los
pacientes infectados con micobacterias (MAC/MTB) tuvieron mas frecuentemente
hepatomegalia, esplenomegalia, adenopatias periféricas, tanto a la exploracién

fisica como por estudios de imagen.

El 10% (11/107) de los pacientes con HDP probada fueron diagnosticados con al
menos otra infeccion oportunista o una malignidad definitoria de SIDA, siendo lo
mas frecuente infeccion por MAC, C. neoformans, Salmonella spp., sarcoma de

Kaposi, enfermedad por CMV, y linfomas.
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Carécteristica Total HDP Probada MTB/MAC p
n=412 (%) n=102 (%) n=58 (%)

Género (hombre), n(%) 357 (86.6) 84 (82.4) 51 (87.9) 0.35
Edad (afios), media (DS)  35.8 (+9.9) 34.0 (£9.5) 33.6 (+8.7) 0.81
Infeccién por VIH
Meses desde el 2 (0-35.3) 2 (0-32) 4 (0.25-73.75) 0.09
diagnéstico con VIH,
mediana (RIQ)
Cuenta de linfocitos T 70.2 (0-1493) 50.0 (0-340) 47.5 (1-369) 0.60
CD4+ (cel/mm?), mediana
(min-max)
Virgenes a TARAA 226/411 (55.0) 60/102 (58.8) 29/58 (50) 0.28
Signos y sintomas
Fiebre 391/411 (95.1) 101/102 (99.0) 53/58 (91.4) 0.01
Périda de peso 371/412 (90.1) 93/102 (91.2) 56/58 (96.6) 0.19
Hepatomegalia 290/412 (70.4) 68/102 (66.7) 50/58 (86.2) 0.01
Esplenomegalia 223/412 (54.1) 50/102 (49.0) 41/58 (70.7) 0.01
Adenopatias periféricas 260/412 (63.1) 49/102 (48.0) 44/58 (75.9) 0.01
Lesiones cutaneas 97/412 (23.5) 33/102 (32.4) 14/58 (24.1) 0.27
Ulceras mucosas 52/412 (12.6) 12/102 (11.8) 11/58 (19.0) 0.21
Sangrado tubo digestivo 50/412 (12.1) 10/102 (9.8) 6/58 (10.3) 0.91
Bicitopenia o Pancitopenia 170/404 (42.1) 51/101 (50.5) 22/58 (37.9) 0.12
Elevaciéon de AST 143/384 (37.2) 60/98 (61.2) 19/53 (35.9) 0.01
Elevaciéon de DHL 126/339 (37.2) 66/90 (73.3) 9/48 (18.8) <0.001
Elevacion de ferritina 56/62 (90.3) 13/14 (92.9) 10/10 (100) 0.38
Involucro radiogréfico 283/410 (69.0) 49/101 (48.5) 47/58 (81.0) <0.001

extrapulmonar

Tabla 7. Comparacion de informacion clinica y demografica de los pacientes con

HDP vs los que tuvieron infecciéon por MTB/MAC.



Sensibilidad y especificidad de la PCR Hc100 y del Antigeno Histoplasma
IMMY ALPHA EIA para el diagnéstico de histoplasmosis diseminada y

progresiva en pacientes con VIH/SIDA

La PCR Hc100 fue positiva en el 23.2% (91/392) de las muestras de sangre
periférica; en el 24.9% (85/341) de las muestras de médula ésea; y en el 38.1%

(32/84) de las muestras de biopsia para cultivo.

La sensibilidad para la PCR Hc100 en muestras de sangre periférica, médula 6sea
y biopsias fue del 65.2% (95% IC, 54.1-74.9), 76.7% (95% IC, 76.0-77.4), 90.9%
(95% IC, 59.4-99.5), en comparacion con los hemocultivos por lisis, mielocultivos y
cultivos de biopsias respectivamente; con una especificidad para las mismas
muestras del 85.3% (95% IC, 83.0-87.3), 89.2% (95% IC, 89.0-89.4), 69.9% (95%
IC, 65.1-71.2) respectivamente. Resaltan los valores predictivos negativos (VPN) de
la PCR Hc100 alcanzando valores del 92.4% (95% IC, 88.8-95.1) en muestras de
sangre periférica; del 93.4% (95% IC, 89.6-96.1) en muestras de médula 6sea; y del
98.1% (95% IC, 89.7-100) en muestras de biopsias de tejido.

Por su parte, el 20.3% (80/395) de los pacientes tuvieron antigeno urinario positivo.
La sensibilidad del antigeno urinario para el diagnéstico de HDP probada fue del
66.3% (95% IC, 65.9-66.8) y la especificidad del 96.2% (95% IC, 96.0-96.4); su valor
predictivo positivo es del 86.3 (95% IC, 76.7-92.9) y el valor predictivo negativo
(VPN) del 88.9% (95% IC, 84.9-92.1); el likelihood ratio positivo de 17.6 (95% IC,
9.9-33.1) y el likelihood ratio negativo de 0.4 (95% IC, 0.3-0.4). (Ver tablas)
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HISTOPLASMOSIS PROBADA

HEMOCULTIVO POR LISIS POSITIVO

PCR SANGRE . o Negativo, No. o Positivo, No. Negativo, No. o
PERIFERICA Positivo, No. (%) (%) Total, No. (%) (%) (%) Total, No. (%)
Positivo 60 (15.3) 31(7.9) 91 (23.2) 43 (11) 48 (12.2) 91 (23.2)
Negativo 36 (9.2) 265 (67.6) 301 (76.8) 23 (5.9) 278 (70.9) 301 (76.8)
Total 96 (24.5) 296 (75.5) 392 (100) 66 (16.9) 326 (83.1) 392 (100)
Sensibilidad %
(95% IC) 62.5 (54.4-69.7) 65.2 (54.1-74.9)
Especificidad %
(95% IC) 89.5 (86.9-91.9) 85.3 (83.0-87.3)
Valor predictivo
positivo % 65.9 (55.3-75.6) 47.3 (36.7-58.0)
(95% IC)

Valor predictivo
negativo %
(95% IC)

88.0 (83.8-91.5)

92.4 (88.8-95.1)

Likelihood ratio
positivo %
(95% IC)

6.0 (4.1-8.5)

4.4 (3.2-5.9)

Likelihood ratio
negativo %
(95% IC)

0.4 (0.3-0.5)

0.4 (0.3-0.6)

Tabla 8. Rendimiento diagndstico de la PCR Hc100 en muestras de sangre periférica en comparacion con la definicion de caso probado
(cultivo y/o histopatologia compatible con histoplasmosis) y en comparacion con el hemocultivo por lisis de sangre periférica, en pacientes con
infeccion por VIH/SIDA.
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HISTOPLASMOSIS PROBADA

MIELOCULTIVO POSITIVO

PCR’MEDULA . o Negativo, No. o Positivo, No. Negativo, No. o
OSEA Positivo, No. (%) (%) Total, No. (%) (%) (%) Total, No. (%)
Positivo 57 (16.7) 28 (8.2) 85 (24.9) 56 (16.4) 29 (8.5) 85 (24.9)
Negativo 30 (8.8) 226 (66.3) 256 (75.1) 17 (5.0) 239 (70.1) 256 (75.1)
Total 87 (25.5) 254 (74.5) 341 (100) 73 (21.4) 268 (78.6) 341 (100)
Sensibilidad %
(95% IC) 65.5 (57.0-72.9) 76.7 (76.0-77.4)
Especificidad %
(95% IC) 89.0 (86.0-91.5) 89.2 (89.0-89.4)
Valor predictivo
positivo % 67.1 (56.0-76.9) 65.9 (54.8-75.8)
(95% IC)

Valor predictivo
negativo %
(95% IC)

88.3 (83.7-92.0)

93.4 (89.6-96.1)

Likelihood ratio
positivo %
(95% IC)

5.9 (4.1-8.6)

7.1 (5.0-9.6)

Likelihood ratio
negativo %
(95% IC)

0.4 (0.3-0.5)

0.3 (0.2-0.4)

Tabla 9. Rendimiento diagndstico de la PCR Hc100 en muestras de médula ésea en comparacion con la definicion de caso probado (cultivo

y/o histopatologia compatible con histoplasmosis) y en comparacion con el mielocultivo, en pacientes con infeccion por VIH/SIDA.
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HISTOPLASMOSIS PROBADA

CULTIVO DE BIOPSIA POSITIVO

PCR BIOPSIA . o Negativo, No. o Positivo, No. Negativo, No. o
CULTIVO Positivo, No. (%) (%) Total, No. (%) (%) (%) Total, No. (%)
Positivo 21 (25) 11 (13.1) 32 (38.1) 10 (11.9) 22 (26.2) 32 (38.1)
Negativo 10 (11.9) 42 (50) 52 (61.9) 1(1.2) 51 (60.7) 52 (61.9)

Total 31 (36.9) 53 (63.1) 84 (100) 11 (13.1) 73 (86.9) 84 (100)

Sensibilidad %

(95% IC) 67.7 (52.6-79.9) 90.9 (59.4-99.5)
Especificidad %
(95% IC) 79.2 (70.4-86.3) 69.9 (65.1-71.2)
Valor predictivo
positivo % 65.6 (46.8-81.4) 31.3 (16.1-50.0)
(95% IC)

Valor predictivo
negativo %
(95% IC)

80.7 (67.5-90.4)

98.1 (89.7-100)

Likelihood ratio
positivo %
(95% IC)

3.3 (1.8-5.9)

3.0 (1.7-3.5)

Likelihood ratio
negativo %
(95% IC)

0.4 (0.2-0.7)

0.1 (0.0-0.6)

Tabla 10. Rendimiento diagnostico de la PCR Hc100 en muestras de biopsias de tejido en comparacion con la definicion de caso probado
(cultivo y/o histopatologia compatible con histoplasmosis) y en comparacion con el cultivo de biopsias de tejido, en pacientes con infeccion por

VIH/SIDA.
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HISTOPLASMOSIS PROBADA

ANTIGENO " o Negativo, No. 0
URINARIO Positivo, No. (%) (%) Total, No. (%)
Positivo 69 (17.5) 11 (2.8) 80 (20.3)
Negativo 35 (8.8) 280 (70.9) 315 (79.7)
Total 104 (26.3) 291 (73.7) 395 (100)
Sensibilidad %
(95% IC) 66.3 (65.9-66.8)
Especificidad %
(95% IC) 96.2 (96.0-96.4)
Valor predictivo
positivo % 86.3 (76.7-92.9)
(95% IC)

Valor predictivo
negativo %
(95% IC)

88.9 (84.9-92.1)

Likelihood ratio
positivo %
(95% IC)

17.6 (9.9-33.1)

Likelihood ratio
negativo %
(95% IC)

0.4 (0.3-0.4)

Tabla 11. Rendimiento diagndstico del antigeno urinario de Histoplasma IMMY ALPHA EIA en comparacién con la definicion de caso probado
(cultivo y/o histopatologia compatible con histoplasmosis) en pacientes con infeccion por VIH/SIDA.
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Desenlaces de los pacientes

Con el fin de conocer el desenlace de los pacientes se les solicitdé a los médicos
infectdlogos de cada centro contestaran cuatro preguntas al término del manejo de
cada paciente.
1. ¢ El paciente recibié tratamiento antifUngico empirico?
2. En caso afirmativo a la pregunta anterior, ¢ presento respuesta clinica
al tratamiento empirico?
¢ El paciente muri¢?
En caso afirmativo a la pregunta anterior, ¢ atribuye usted la causa de

muerte a histoplasmosis?

Contamos con la informacién de la mayoria de los pacientes en todos los centros,
excepto del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” y del Hospital de Alta
Especialidad de Veracruz “Virgilio Uribe® que esta pendiente. En la tabla a
continuacién se muestran los desenlaces de acuerdo al tipo de diagndstico definitivo

establecido. La “n” es el total de pacientes en cada grupo, y el denominador muestra

el total de pacientes de los que se cuenta con informacion.

Un total de 161 pacientes (53.3%) recibieron tratamiento antifungico empirico. El
96.8% de los pacientes con diagnéstico definitivo de HDP lo recibieron, asi como el
77.8% de los casos probables y el 43.3% de los casos que no se tuvo un diagnéstico

definitivo.

Llama la atencidn que cerca de un tercio de los pacientes en cada grupo de “casos
probables/Ag. Urinario positivo”, “otro diagnéstico NO HDP” y del grupo “sin
diagnostico”, los médicos reportaron que si presentaron respuesta clinica al

tratamiento antifungico empirico empleado.
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Con la informacion que se cuenta hasta el momento se calculé una mortalidad global
del 31.7%. Siendo la mas alta en el grupo de pacientes catalogados como “casos
probables/Ag. Urinario positivo” con 54.5%, seguida del grupo de “casos probados
HDP” con una mortalidad del 44%.

En el grupo de pacientes de “casos probables/Ag. Urinario positivo” y en los

pacientes “sin diagndstico” se atribuy6 la causa de la muerte a histoplasmosis en

1/3 de los casos.

Casos
Casos probables Otro Sin
Total probados (Ag. diagnéstico diagnéstico
n=412 HDP Urinario (No HDP) n=205
n=107 positivo) n=89
n=11
¢Recibié tratamiento antifungico empirico? <0.001
si 161/302 61/63 7/9 25/73 68/157
(53.3) (96.8) (77.8) (34.2) (43.3)
No 141/302 2/63 2/9 48/73 89/157
(46.7) (3.2) (22.2) (65.8) (56.7)
¢ Presento respuesta clinica al tratamiento empirico? <0.001
si 84/161 49/61 2/7 9/25 24/68
(52.2) (80.3) (28.6) (36) (35.3)
No 77/161 12/61 5/7 16/25 44/68
(47.8) (19.7) (71.4) (64) (64.7)
¢(El paciente murié? 0.002
si 110/347 33/75 6/11 30/83 41/178
(31.7) (44) (54.5) (36.1) (23)
No 2371347 42/75 5/11 53/83 137/178
(68.3) (56) (45.5) (63.9) (77)
¢El paciente murié a causa de histoplasmosis? <0.001
si 43/110 28/33 2/6 1/30 12/41
(39) (84.8) (33.3) (3.3) (29.3)
No 67/110 5/33 4/6 29/30 29/41
(61) (15.2) (66.7) (96.7) (70.7)

Tabla 12. Desenlaces de los pacientes de acuerdo a diagndstico definitivo.
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Casos probables histoplasmosis

Se identificaron 11 pacientes como “casos probables de histoplasmosis” ya que
tuvieron un antigeno urinario de histoplasma positivo sin evidencia de crecimiento
del hongo en cultivo o datos compatibles en biopsia de patologia. Las caracteristicas

demograficas y clinicas se muestran en la tabla siguiente.

Llama la atencién que en tres de los once casos se identifico Cryptococcus
neoformans tanto en cultivo de hemocultivo por lisis de sangre periférica como en
mielocultivo. Los tres casos tuvieron un desenlace fatal, a pesar de que en dos de
ellos se reportd que recibieron tratamiento antifungico; se desconoce que

tratamiento recibio el tercer caso.

En el documento original publicado por el fabricante del antigeno urinario de
histoplasma IMMY ALPHA se reportd reaccion cruzada con Blastomyces
dermatiditis, Coccidioides immitis y Paracoccidioides brasiliensis en orina. Sin
embargo, se reportd que la prueba no presentaba reaccioén cruzada con Candida

albicans, Cryptococcus neoformans o Aspergillus spp. en orina.

Recientemente se publicd un articulo donde se informé que la meningitis por
Cryptococcus neoformans con anticuerpos positivos para cryptococo en LCR puede
causar resultados falsos positivos en un inmunoensayo enzimatico de anticuerpos

IgG anti-Histoplasma hasta en el 34.8% de los casos (8/23 casos).

Por lo anterior pudiéramos considerar como una posibilidad que la presencia de
cryptococosis diseminada pudiera ser una causa de reaccidn cruzada y tener
resultados falsos positivos en la prueba de antigeno urinario no reportados

previamente'?".
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Tiempo de

Tratamiento

diagnostico Cuenta de anfotericina
de VIH Evidencia P
(meses) / CD4+ Sintomas / radiolégica B empirico Muestras Diagnéstico final
Edad/ | Hospital de (cel/ml) / CV | Tratamiento . 9 >72 hr tomadas 9 .
. Otros Alteraciones de de . . | tratamiento /
Género Ingreso . o VIH en ARV : . previo a para cultivo
diagnésticos laboratorio involucro . Desenlace
. plasma toma de o patologia
establecidos ] pulmonar
. (copias/ml) muestras
en hospital o
X clinicas
de origen
Sin aislamientos /
P.P., fiebre / recibio tratamiento
Hospital Civil anemia, Hemocultivo antifungico
39/M de 39/- 266/20 TDFEFT/TC * plaquetopenia, No No por lisis, empirico y
Guadalajara elevacion 2 VLSN mielocultivo presento
de AST y DHL respuesta clinica/
Vivo
P.P., fiebre, tos, Cryptococcus
Hospital Civil adenopatias, Hemocultivo | _ eoformans /
. lesiones cutaneas . S recibio tratamiento
28/M de 0/- - /- Naive - Si No por lisis, e
Guadalaiara / elevacion 2 mielocultivo antifungico, tuvo
J VLSN de AST y respuesta clinica
DHL inicial / muerto
P.P., fiebre,
disnea, tos,
nausea, diarrea, Sin
%%Pgégi' 190/ ABC + 3TC + adenopatias, No / Hemocultivo aislamientos/se
43/M ’ Tuberculosis, 8/20,300 hepatomegalia / Si Itraconazol > por lisis, desconoce
HRAEO, AZT + ATVIr ; ) . )
Oaxaca PCP anemia, 72 h mielocultivo tratamiento
neutropenia, posterior/muerto
elevacion 2 VLSN
de AST y DHL
P.P., fiebre,
disnea, nausea, L .
vémito Sin aislamientos /
Hospital adenopatlzas recibié tratamiento
General, Dr. . ) . . antifungico
38/M Manuel Gea 0/- 68/- Naive hepatomega_lla, No No Mielocultivo empirico, no tuvo
. LRA / anemia, .
Gonzalez . respuesta clinica /
plaguetopenia, VIVO
elevacion 2 VLSN
de AST y DHL
P.P., fiebre, tos,
TDF + AZT + adg:]a:)r;:\?i,as, Hemocultivo tﬁ”gg;%{;]géfsriyg;
33/M INER 80/ PCP 5/360,747 hepatomegalia, Si No por lisis,
LPV/IR . . . desconoce
esplenomegalia, mielocultivo

LRA / elevacion 2
VLSN de DHL

tratamiento / vivo
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Cryptococcus
P.P., fiebre, Hemocultivo neoformans /
6 27/M INER 82/- 3/130,474 LPV/r+ FTC diarrea, _STD/ si No por lisis, reC|b|’o tra@amlento
+ TDF + EFV anemia, ) . antifungico, no
. mielocultivo
plaquetopenia tuvo respuesta
clinica / muerto
P.P., fiebre, L .
. . Sin aislamientos /
disnea, tos, Hemocultivo se desconoce
7 52/M INER 0/ PCP 13/4,884,278 Naive adenopatias, Si No por lisis, .
. ' ! tratamiento /
hepatomegalia, mielocultivo
. muerto
esplenomegalia / -
P.P., fiebre, Sin aislamientos /
disnea, tos, . recibié tratamiento
vomito Hemocultivo antifungico
8 40/M INER 2/- 30/2,757,021 Naive hepatomegalia, Si No por I|S|§, empirico, no tuvo
. mielocultivo .
esplenomegalia / respuesta clinica /
pancitopenia Vvivo
. P.P. fiebre, Hemocultivo
Hospital ; por lisis, Cryptococcus
. disnea, tos, h N
Regional de adenopatias / No / mielocultivo, neoformans | se
9 46/M Alta 0/- 93/1,480,000 Naive ancitg enia Si Itraconazol > Biopsia desconoce
Especialidad, pancitop : 72 h patologia tratamiento
Tabasco elevacion 2 VL.SN médula osterior / muerto
de AST , P
o6sea
P.P., fiebre,
disnea, tos,
diarrea, Sin aislamientos /
Hospital 106 / adenopatias, Hemocultivo recibié tratamiento
General, Dr. . 3TC + AZT + hepatomegalia, . S antifungico
10 29/F Tuberculosis, 2/40 . Si No por lisis, .
Manuel Gea . LPV/Ir esplenomegalia / ! . empirico, no tuvo
) herpes simple - mielocultivo .
Gonzalez anemia, respuesta clinica /
plaguetopenia, Vivo
elevacion de
ferritina
P.P., fiebre, L .
. Sin aislamientos /
. 0/ disnea, tos, s s :
Hospital _ . . recibié tratamiento
General. Dr Bacteriemia adenopatias, No / Hemocultivo antifangico
11 53/M Manuel Gea por 64/764,793 Naive hepatqmega_lla/ Si Fluconazol > por I|S|§, empirico, no tuvo
. Salmonella pancitopenia, 72 h mielocultivo .
Gonzalez ot respuesta clinica /
spp.- elevacion de
- muerto
ferritina

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de los 11 pacientes catalogados como “casos probables de histoplasmosis”, sin evidencia de

histoplasmosis por cultivo y/o patologia, pero con antigeno urinario positivo. M=masculino, F=femenino. PCP= neumonia por Pneumocystis

carinii/jirovecii. TDF=tenofovir, FTC=emtricitabina, EFV=efavirenz, ABC=abacavir, 3TC=lamivudina, AZT=zidovudina,
ATV/r=atazanavir/ritonavir, LPV/r=lopinavir/ritonavir. P.P.= pérdida de peso, 2 VLSN= 2 veces limite superior normal, AST= aspartato
aminotransferasa, DHL=deshidrogenasa lactica, LRA=lesion renal aguda, STD=sangrado de tubo digestivo.
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Ag. Urinario Falso Negativo

Ag. Urinario Verdadero Positivo

Cuenta de linfocitos T CD4+ (cel/mL),
mediana (95% IC)

82.2 (53.2-111.2)

30.5 (21-40

AST (UI/L) 139.7 (76.8-202.6) 199 (153.1-244.9)
Mediana (95% IC)
DHL (mg/dL) 1170.4 (692.9-1647.9) 2608.8 (1682.6-3535.0)

Mediana (95% IC)

Tabla 14. Comparacion de pacientes con resultados falsos negativos y verdaderos positivos de la prueba de antigeno urinario.
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IX.  DISCUSION

Los resultados de este estudio el cual fue prospectivo, multicéntrico, doble ciego y
cuyo objetivo fue el evaluar la sensibilidad y especificidad de dos métodos
diagnosticos distintos (PCR Hc100 y antigeno Histoplasma IMMY ALPHA EIA), en
zonas endémicas de México, para el diagndstico de histoplasmosis diseminada y
progresiva en pacientes con VIH/SIDA, mostré6 que la PCR tiene una buena
sensibilidad (90.9%) en muestras de biopsias de tejido, y valores predictivos
negativos altos (que van del 92.4% en muestras de sangre periférica, de 93.4% en
médula ésea y hasta el 98.1% en biopsias de tejido). Por su parte, el antigeno
urinario mostré una alta especificidad del 96.2% y VPN del 88.9%. Ambas pruebas
son faciles de realizar de forma local en cada centro, sin requerir de equipo

sofisticado para su elaboracién y obteniendo resultados en poco tiempo.

Sin embargo, la sensibilidad de ambos métodos en general es baja (excepto la PCR
Hc100 en biopsias de tejido). La sensibilidad para el antigeno urinario fue del 66.3%,

y para la PCR Hc100 en sangre periférica del 65.2% y en médula ésea del 76.7%.

El likelihood ratio positivo mas alto fue la del antigeno urinario que mostré que un
resultado positivo de esta prueba es 17.6 veces mas probable en un paciente con

histoplasmosis que en un paciente sin la enfermedad.

Estudios retrospectivos previos han mostrado sensibilidad mas alta del antigeno
urinario IMMY ALPHA (79.3%) pero con menor especificidad (75.7), incluyendo
pacientes con diversos tipos de inmunosupresion y usando como estandar de

referencia otro antigeno urinario (MiraVista) y pacientes sanos.

Un estudio realizado en Brasil, en pacientes con VIH, demostraron una sensibilidad
del antigeno urinario del 100% y una especificidad del 92.9%, sin embargo usaron

pocas muestras (n=8).
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Los valores de sensibilidad y especificidad que nosotros encontramos son mayores
a los encontrados en un estudio realizado por los investigadores de MiraVista
(sensibilidad del 44% y especificidad del 84%), donde usaron 50 muestras positivas,
25 muestras de voluntarios sanos y 25 muestras de pacientes en los que se
descartd la enfermedad, pero usando como estandar de referencia su propio

antigeno (MiraVista).

Si bien ya existe disponible una nueva generacion de antigeno urinario IMMY (IMMY
H. capsulatum GM EIA), ésta recién salioé al mercado y no cuenta con la aprobacion
de la FDA aun, por lo que decidimos trabajar con el unico método diagnostico que
si cuenta con la aprobacioén de la FDA y esta disponible de forma comercial, ya que

es mas probable que pueda ser adaptado en otros centros que asi lo requieran.

Considero que los resultados obtenidos en este estudio son dificiles de comparar
con lo publicado previamente, debido al disefio de nuestro proyecto. Hasta donde
sabemos, es el primer estudio realizado de forma prospectiva, en poblacién
especifica de pacientes viviendo con VIH/SIDA, en el que se cuenta con la
informacion clinica y demografica relevante de los pacientes, realizado en México
de manera multicéntrica y con un numero alto de pacientes ingresados al protocolo.
Ademas, participaron médicos infectélogos quienes estuvieron a cargo de los
pacientes en cada centro, tratando de semejar las situaciones cotidianas y reales a

las que se enfrentan los médicos responsables de la atencion de estos pacientes.

Creemos que la sensibilidad mas baja en este estudio en comparacioén con estudios
previos, se debe, principalmente al kit comercial en si mismo y a que comparamos
con el estandar de referencia (cultivo y/o patologia). Otros factores pudieron haber
contribuido, como son la gran diversidad de cepas de H. capsulatum en nuestra
region, como fue demostrado en un estudio previo, donde la prueba de MiraVista
fallé en identificar la enfermedad durante un brote de histoplasmosis ocasionado por
el clado A de América Latina. Sin embargo, no contamos con estudios en México

que analicen esta posible variabilidad en los clados existentes.
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Por otro lado, al comparar las caracteristicas clinicas de los pacientes con
resultados del antigeno urinario como falsos negativos con los verdaderos positivos,
encontramos que los primeros tenian una cuenta mas alta de CD4, menor nivel de
transaminasas y DHL; lo que pudiera estar en relacion a la presencia de carga
fungica mas baja y por lo tanto menos invasién fungica hacia los tejidos. Mas aun,
estos pacientes mas frecuentemente tuvieron otras infecciones fungicas

oportunistas lo cual pudo haber interferido con el desempeno de la prueba.

En este estudio encontramos una alta prevalencia de histoplasmosis probada 26%,
usando la definicion de “sospecha de HDP” y una busqueda exhaustiva por medio
de estudios de laboratorio y gabinete, lo que se ve reflejado en los valores
predictivos altos. Esto debe tomarse en cuenta, ya que los resultados pueden ser
variables en otras poblaciones, dependiendo de la prevalencia de la enfermedad en
cada sitio en especifico y el indice de sospecha de cada médico que solicite la

prueba.

Al analizar las técnicas que usamos como estandar de referencia, resulté que el
cultivo de médula 6sea y las biopsias de hueso mostraron la sensibilidad mas alta
para el diagnostico, coincidiendo con lo reportado en la literatura. Estas pruebas son
de gran valor tanto para establecer el diagnostico de HDP como el de otras
infecciones oportunistas en el diagndstico diferencial (MAC o tuberculosis

diseminada).

A pesar de contar con los recursos para tratar de establecer un diagndstico
etioldgico, la mortalidad aun continia siendo alta en esta poblacion (mortalidad
global del 31.7%; en pacientes con diagnéstico de histoplasmosis probable 54.5%
y de HDP del 44%). En mi opinidon, asociado principalmente a que los pacientes
acuden de manera tardia en busqueda de atencion médica y son diagnosticados en
estadios avanzados de la enfermedad de VIH/SIDA. Ademas, llamé la atencién la

alta mortalidad asociada a infeccion diseminada por Cryptococcus neoformans. Sin
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embargo, considero que en términos generales, el protocolo logré apoyar a un gran
numero de pacientes para que se pudiera establecer un diagndstico oportuno y se
iniciara de forma temprana el tratamiento, logrando probablemente mejorar el

pronostico de los pacientes participantes.

Dentro de las fortalezas del estudio, se encuentra el hecho que nos enfocamos en
una poblacién de inmunosuprimidos en particular ya que la mayoria de los estudios
previos mezclan diferentes poblaciones. Ademas, nuestros casos de histoplasmosis
fueron todos catalogados como enfermedad diseminada, ya que estudios previos
han incluido pacientes con enfermedad pulmonar donde la sensibilidad tanto de la
PCR como del antigeno pueden verse disminuida. Como tercer punto, la alta
especificidad del antigeno urinario y los valores predictivos negativos de las PCR
son la informacion mas valiosa, pues a diferencia de otros estudios previos, estos
valores se calcularon con base en pacientes negativos para HDP en lugar de

controles sanos.

Finalmente, considero que el poder combinar ambas pruebas (tanto la PCR como
el antigeno urinario) valiéndonos de la buena sensibilidad de la primera y la
excelente especificidad de la segunda pudieran lograr ser una buena combinacién
como parte del abordaje diagndstico en estos pacientes. Al respecto, se podria
solicitar una muestra de sangre periférica para PCR Hc100 y una muestra de orina
para antigeno Histoplasma IMMY ALPHA, la toma de la muestra de orina no
representa riesgo y la de sangre es poco invasiva, ademas no se requiere de equipo

sofisticado y se podrian obtener los resultados en unas horas.

Entre las limitaciones de nuestro estudio se encuentran el hecho de que no
controlamos la ingesta de alimentos que producen coloracion en la orina, cremas
vaginales, cafeina, acido ascérbico, paracetamol o acido acetilsalicilico, los cuales
pudieran interferir en el desempefo del antigeno urinario IMMY ALPHA Histoplasma
EIA.
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Como perspectiva, se realizara confirmacion de todos los casos positivos para HDP
detectados por cultivo mediante el analisis de secuencia para descartar la posible
confusion con Sepedonium spp. y Chrysosporium spp., sin embargo, cabe

mencionar que estos hongos no son endémicos en nuestro pais.
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X. CONCLUSIONES.

La PCR Hc100 y el antigeno Histoplasma IMMY ALPHA son pruebas utiles para el
diagnostico de HDP, sobre todo en pacientes en los que se tiene alta sospecha
clinica y se encuentran en zonas endémicas de H. capsulatum, lo cual podria
acelerar el diagnéstico y tratamiento tempranos en pacientes criticamente
enfermos, mejorando asi su prondstico. Por otro lado, el tener resultados negativos
en ambas pruebas sugiere fuertemente que se consideren otros diagndsticos
diferenciales en la poblacién con VIH como son las infecciones diseminadas por

micobacterias (MTB y M. tuberculosis).

Es importante mencionar que estas pruebas deben de utilizarse como auxiliares en

el diagndstico y no sustituyen al cultivo y/o analisis histopatoldgico.

Finalmente, pero no menos importante, me gustaria sefalar el valor agregado de
este trabajo que permitié establecer una red de colaboracion entre 10 hospitales de
referencia a nivel nacional, a cargo de médicos infectélogos entrenados en el
manejo de los pacientes con VIH, siguiendo todos una misma metodologia y
permitiendo que hospitales remotos con recursos limitados pudieran tener los
medios para establecer diagnosticos de gran relevancia para el pronostico de estos
pacientes. Desgraciadamente en nuestro pais los pacientes que viven con VIH
siguen sin ser diagnosticados de manera temprana y contindan acudiendo en
busqueda de atencién médica por infecciones oportunistas cuando los cuadros

clinicos son ya muy avanzados.

Se espera, que la red de trabajo que se pudo establecer como el “Consorcio
Mexicano para el Estudio de Infecciones Fungicas Invasivas” continue realizando
proyectos de colaboracion que permitan aumentar el conocimiento de estas
enfermedades en nuestro pais, asi como un diagnéstico temprano y acceso a

tratamiento oportuno para mejorar el prondstico de nuestros pacientes.
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101



@ PLOS | RSHCAE Biseases

Check for
updates

G OPEN ACCESS

Citation: Torres-Gonzalez P, Niembro-Ortega MD,
Martinez-Gamboa A, Ahumada-Topete VH,
Andrade-Villanueva J, Araujo-Meléndez J, et al.
(2018) Diagnostic accuracy cohort study and
clinical value of the Histoplasma urine antigen
(ALPHA Histoplasma EIA) for disseminated
histoplasmosis among HIV infected patients: A
multicenter study. PLoS Negl Trop Dis 12(11):
€0006872. https://doi.org/10.1371/journal.
pntd.0006872

Editor: Angel Gonzalez, Universidad de Antioquia,
COLOMBIA

Received: April 4, 2018
Accepted: September 25, 2018
Published: November 5, 2018

Copyright: © 2018 Torres-Gonzalez et al. This is an
open access article distributed under the terms of
the Creative Commons Attribution License, which
permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.

Data Availability Statement: All database will be
available in figshare repository https:/figshare.
com/s/c8afeh35b58831699692.

Funding: This work was supported by the Mexican
Council of Science and Technology (CONACyT)
[FOSISS 2015-1 261482]. The funder had no role
in study design, data collection and analysis,

RESEARCH ARTICLE

Diagnostic accuracy cohort study and clinical
value of the Histoplasma urine antigen
(ALPHA Histoplasma EIA) for disseminated
histoplasmosis among HIV infected patients:
A multicenter study

Pedro Torres-Gonzalez'®, Maria Dolores Niembro-Ortegaw, Areli Martinez-Gamboa'®,
Victor Hugo Ahumada-Topete?, Jaime Andrade-Villanueva®?, Javier Araujo-Meléndez®,
Alberto Chaparro-Sanchez®, Brenda Crabtree-Ramirez', Sofia Cruz-Martinez®,
Armando Gamboa-Dominguez’, Oscar I. Flores-Barrientos®, Jesus Enrique Gaytan-
Martinez®, Luz Alicia Gonzalez-Hernandez®, Christian Hernandez-Leén®, Victor

Hugo Lozano-Fernandez?, Marisol Manriquez-Reyes'?, Martin Magaria-Aquino?,

Pedro Martinez-Ayala®, Juan Pablo Ramirez-Hinojosa®'', Andrea Rangel-Cordero’,
Norma Erendira Rivera-Martinez®, Edgardo Reyes-Gutiérrez’, Gustavo Reyes-Teran?,
Patricia Rodriguez-Zulueta'', Jesus Ruiz-Quifiones®, Janeth Santiago-Cruz', Nancy
Guadalupe Velazquez-Zavala', José Sifuentes-Osornio'2, Alfredo Ponce de Leén'*

1 Department of Infectious Diseases, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,
Tlalpan, Mexico City, Mexico, 2 Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas, Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas, Tlalpan, Mexico City, Mexico, 3 HIV Unit, Hospital Civil
de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”, Guadalajara, Jalisco, Mexico, 4 Department of Internal Medicine,
Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto, San Luis Potosi, San Luis Potosi, Mexico, 5 Adult Infectious
Diseases Department, Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional “La Raza”, Instituto Mexicano del
Seguro Social, Atzcapotzalco, Mexico City, Mexico, 6 Department of Infectious Diseases, Hospital Regional
de Alta Especialidad de Oaxaca, HRAEO, San Bartolo Coyotepec, Oaxaca, Mexico, 7 Department of
Pathology, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, Tlalpan, Mexico City,
Mexico, 8 Intensive Care Unit, Department of Internal Medicine, Hospital “Dr. Juan Graham Casasus”,
Villahermosa, Tabasco, Mexico, 9 Area of Infectious Diseases, Department of Internal Medicine, Hospital
General de Puebla “Dr. Eduardo Vazquez Navarro”, Puebla, Puebla, Mexico, 10 Department of Internal
Medicine, Hospital de Alta Especialidad de Veracruz, Veracruz, Veracruz, Mexico, 11 Infectious Diseases
Department, Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez, Tlalpan, Mexico City, Mexico, 12 Department of
Medicine, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran, Tlalpan, Mexico City, Mexico

@® These authors contributed equally to this work.
* alf.poncedeleon @ gmail.com

Abstract

Background

The Histoplasma urine antigen (HUAQ) is the preferred method to diagnose progressive
disseminated histoplasmosis (PDH) in HIV patients. In 2007, IMMY ALPHA Histoplasma
EIA was approved for clinical for on-site use, and therefore useful for regions outside

the United States. However, ALPHA-HUAg is considered inferior to the MVista-HUAg
which is only available on referral. We aim to evaluate the diagnostic accuracy of ALPHA-
HUAg.
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Methodology/Principal findings

We conducted a multicenter, prospective, diagnostic test study in two secondary and eight
tertiary-care facilities in Mexico. We included HIV patient with PDH suspicion and evaluated
ALPHA-HUAg diagnostic accuracy using as reference standard the Histoplasma capsula-
tum growth on blood, bone marrow, and tissue cultures or compatible histopathologic exam
(PDH—proven). We evaluated the results of 288 patients, 29.5% (85/288; 95% confidence
interval [Cl], 24.3—-35.1) had PDH. The sensitivity of ALPHA-HUAg was 67.1% (95% Cl,
56-76.8%) and the specificity was 97.5% (95% Cl, 94.3%-99.1%). The positive likelihood
ratio was 27.2 (95% Cl; 11.6-74.4). In 10.5% of the PDH—proven patients, a co-existing
opportunistic infection was diagnosed, mostly disseminated Mycobacterium avium complex
infection.

Conclusions/Significance

We observed a high specificity but low sensitivity of IMMY-HUAQ. The test may be useful to
start early antifungals, but a culture-based approach is necessary since co-infections are
frequent and a negative IMMY-HUAg result does not rule out PDH.

Author summary

Histoplasmosis is an endemic mycosis in many regions of Latin America. In the HIV
population it manifests as progressive disseminated histoplasmosis (PDH), an entity hard
to diagnose since the causative fungi—Histoplasma capsulatum—is slow growing and
requires advance biosafety for its handling. As an alternative, the diagnosis can be made
by detecting the histoplasma urinary antigen, but only one kit is commercially available
outside the US. We evaluated this kit (IMMY ALPHA Histoplasma EIA) among HIV
patients with suspected and found a high specificity but low sensitivity (i.e., a positive his-
toplasma urine antigen is almost unequivocal, but a negative result does not rule out the
PDH). However, we believe the test is useful since the positive likelihood rates show that a
patient with PDH is 27 times more likely to have an IMMY-HUAg positive result; this
may allow early targeted treatment.

Introduction

Histoplasmosis is a mycosis endemic to many parts of Latin America, including Mexico. [1]
The clinical presentation varies depending on the host’s immune status; for HIV-infected
patients in advanced stages of the disease, it usually presents as progressive disseminated histo-
plasmosis (PDH), and it is fatal unless timely diagnosed and treated.[2] The standard of refer-
ence for PDH diagnosis is the isolation of Histoplasma capsulatum from a non-respiratory
sample—typically bone marrow or peripheral blood—or the visualization of yeast-like struc-
tures in the histopathologic examination.[3] Unfortunately, H. capsulatum is a slow-growing
fungus, and cultures may require up to six weeks of incubation.[4] Moreover, the handling of
H. capsulatum isolates requires advanced biosafety facilities which are scarce in Latin America.
[5] Because of this, and the absence of reliable and simple methods to establish the diagnosis,
some have advocated that histoplasmosis is underreported in Latin America and since, a
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neglected disease. [6] In the United States, histoplasmosis is also endemic, and its PDH presen-
tation is commonly diagnosed by the detection of Histoplasma urine antigen (HUAg). This
test, introduced in the late 80 s was performed, until recently, by a single central laboratory
(MiraVista Diagnostics).[7] In 2007, a new HUAg detection kit was released approved by the
Food and Drug Administration (FDA) for clinical use and commercialized for on-site use
(IMMY ALPHA Histoplasma EIA Test Kit, IMMY, Inc.). [8] Nevertheless, the diagnostic
accuracy of ALPHA-HUAg is considered inferior to the centralized test (MiraVista Urine
Antigen test).[9] However, multicenter comparisons of these tests against fungal cultures and
histopathology are lacking. For regions outside the United States, an on-site HUAG test is pre-
ferred for logistics, costs and turn-around time of results. Therefore, we decided to prospec-
tively and independently evaluate the diagnostic accuracy of ALPHA-HUAg for the PDH
diagnosis among HIV-infected patients.

Methods
Patients and settings

We conducted a multicenter, prospective, diagnostic test study in two secondary and eight
tertiary-care facilities from seven states of Mexico. From December 2015 to October 2017,
patients older than 18 years with previous HIV diagnosis—or confirmation of diagnosis dur-
ing the hospital stay—and suspicion of PDH were identified by the study s physicians—all of
them Infectious Diseases specialists experienced in the management of HIV-infected patients
—from each center, and hospitalized for study. Suspected PDH was defined as the presence

of at least three of the following clinical signs and symptoms: fever, unintentional weight

loss (>5% usual body weight over 6-12 months), diarrhea, peripheral lymphadenopathy,
hepatomegaly, splenomegaly and skin lesions, mucosal lesions and at least one laboratory
abnormality. We defined laboratory abnormalities as the presence of elevated aspartate amino-
transferase (AST) (2-fold the upper limit), lactic dehydrogenase (2-fold the upper limit), ele-
vated ferritin, bicytopenia or pancytopenia. For inclusion, at least a blood or a bone marrow
culture in media supporting H. capsulatum growth (Bactec Myco F/ Lytic) and 20 ml of urine
were required; according to the on-site physician s criteria, additional tissue samples from
diverse anatomical sites were obtained for culture and histopathology. Demographic and clini-
cal data—history of other opportunistic infections (OI), HIV diagnosis date, antiretroviral
drug treatment, CD4+ lymphocytes count and plasma HIV RNA—, were collected in a case
report form and sent along the biological samples to the study’s central laboratory in Mexico
City. Preliminary and definitive results were informed to the on-site physician as soon as pos-
sible. We defined proven PDH cases as the growth H. capsulatum or the observation of yeast
cells intracellularly or extracellular and massive macrophage infiltration and scattered lympho-
cytes by Grocott s methamine and Periodic acid-Schiff stains during the histopathology exam,
in any sample besides the lungs. In accordance with the European Organization for Research
and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the National
Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group definitions, [10] we classi-
fied as PDH-negative cases as the absence of H. capsulatum growth in cultures or the absence
of yeast-like structures in the histopathology exam regardless of whether other OI or AIDS-
defining malignancies were diagnosed. Since we are testing HUAg, cases with a positive test in
absence proven PDH were considered as false positives—instead of possible PDH—and cases
with a negative result of HUAg in the presence of proven PDH, as false negatives. Simulta-
neous diagnosis of HIV and PDH was considered whenever both infections were diagnosed
within the same month.
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Microbiologic methods

Every center was provided with the materials for samples collection, and these were shipped to
the study s central laboratory for processing. At least 5 mL of peripheral blood were inoculated
in a BD BACTEC Myco F/ Lytic (Becton Dickinson, and Company, Franklin Lakes New Jer-
sey, USA) vial; for bone marrow aspirates, a similar amount (5 mL) was inoculated in a Bactec
Myco F/ Lytic and a Bactec Peds Plus F (Becton Dickinson, and Company) (3 ml), and 1 ml in
a Lowenstein-Jensen and Sabouraud solid media. Biopsies for culture were transported in Stu-
art media and for histopathological analysis, in 10% formaldehyde. Bactec Peds Plus F and
Bactec Myco F/Lytic vials were incubated in the semi-automated FX apparatus (Becton Dick-
inson, and Company, Franklin Lakes New Jersey, USA) for seven and 42 days, respectively. If
determined positive by the apparatus, vials were retrieved for Ziehl-Neelsen and Gram staining
and sub-cultured in MGIT liquid media (Becton Dickinson, and Company), Sabouraud solid
media and blood sheep agar. Biopsies for culture were macerated, suspended in saline solution
0.9% and distributed in four vials (Bactec Aerobic/F, Bactec Anaerobic/F, Bactec Peds Plus/F
and Bactec Myco F/Lytic) and incubated for seven, 21, 30 and 42 days respectively. All isolates
were fully characterized by conventional methods and in mycobacterial species using DNA
probes (HAIN Lifescience GmbH, Nehren, GER). The H. capsulatum isolates were identified
by colony morphology at 25-30°C: white to brown or pinkish with fine, dense cottony texture
and microscopically: the presence of large thick-walled, round macroconidia (7 to 15 m in
diameter) with tuberculate, knobby or short cylindrical projections. The central laboratory of
this study is accredited by the College of American Pathology for bacterial, fungal and myco-
bacterial identification. Urine samples—collected upon inclusion to the study by any method
and at time of the day—were transported at 4 C* and upon arrival to the central laboratory,
frozen at -20°C and processed for HUAg in batches every two weeks. The HUAg was per-
formed using the IMMY ALPHA Histoplasma EIA test kit (IMMY, Inc. Norman OK)—cur-
rently, the only Food Drugs Administration approved kit for on-site use—following the
manufacturer s instructions. These kits were purchased from the manufacturer. Laboratory
technicians responsible for the HUAg reading and culture processing were blinded to the
result of the rest of the samples. The pathologists in charge of the histopathologic examination
were also blinded to the microbiology results and the HUAg. Incident HIV cases were diag-
nosed using the kit ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo (Abbot, Wiesbaden, Germany).

Statistical analysis

We described and compared the patient’s characteristics and clinical variables between PDH-
proven patients, PDH-negative patients and the characteristics of the patients with HUAg
false negative results. We used median and interquartile range (IQR) for continuous variables
and frequencies and percentages for categorical variables and Mann-Whitney U and Pearson’s
X? or Fisher s exact test as statistical tests accordingly. A p-value < 0.05 was determined as sig-
nificant. We calculated sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive
value and positive likelihood ratio and their 95% confidence intervals (95% CI) of HUAg using
as a standard of reference the cases classified as PDH-proven. We used the STATA 11.0 soft-
ware (StataCorp LLC, College Station, TX) to perform the statistical analysis.

Ethical considerations

This protocol was reviewed and approved by the Institutional Review Board of the coordinator
center (Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, Comision Insti-
tucional para la Investigacion Biomédica en Humanos REF: 1626) and by the institutional
review boards in each center. The study was conducted according to the principles expressed
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in the Declaration of Helsinki. Physicians collaborating in the study invited patients with sus-
pected PDH to participate and, after explaining the aims of the study, if agreed, patients (or
their relatives in the case of mental impairment or critical illness) signed an informed consent
form.

Results

During the study period (23 months), 336 potentially eligible patients were assessed in the par-
ticipant centers, 30 refused to participate in the study and three did not fulfill the inclusion cri-
teria. The remainder 303 patients with suspected PDH signed the informed consent, but 15
were excluded because the urine sample was not available. We finally included 288 cases for
this analysis. (Fig 1) From these patients, the central laboratory processed 1,068 samples: 277
blood cultures, 252 bone marrow aspirate cultures, 104 biopsies for tissue culture, 147 biopsies
for the histopathologic exam, and 288 urine samples for HUAg detection. (Table 1).

H. capsulatum grew in 20.2% (56/277) of the blood cultures, and in 25.4% (64/252) of the
bone marrow aspirate cultures. From 82 patients we acquired at least one tissue culture, and
H. capsulatum grew in 13.4% (11/82) from at least one sample per patient. From 103 patients,
we also processed at least one biopsy for the histopathologic exam, and in 33.9% (35/103) we
observed changes consistent with histoplasmosis from at least one sample per patient.

We classified 85/288 (29.5%) patients as PDH-proven, 28.2% (24/85) based on positive his-
topathologic exam and positive culture, 58.8% (50/85) by positive culture only and 12.9% (11/
85) by positive histopathologic exam only.

Clinical characteristics of proven and negative progressive disseminated
histoplasmosis patients

The PDH-proven patients, were significantly younger and more frequently received more
than 72 hrs of antifungal treatment before obtaining samples for the study in comparison with
PDH-negative patients. They also presented a significantly larger proportion of weight loss,
skin lesions, anemia, leukopenia, and thrombocytopenia while PDH-negative patients pre-
sented more frequently with peripheral lymphadenopathy. The median levels of total bilirubin,
aspartate transaminase, lactic dehydrogenase, and ferritin were significantly higher among
patients with proven PDH. Ten percent (9/85) of the proven PDH patients, were diagnosed
with at least an additional OI or AIDS-defining malignancy, more frequently disseminated
Mycobacterium avium complex (MAC) infection and Kaposi Sarcoma. Among the PDH-nega-
tive patients, we identified the presence of OI or AIDS-defining malignancy in 28% (57/203)
of the cases, more frequently disseminated MAC infection and M. tuberculosis complex.

(Table 2).

Sensitivity and specificity of Histoplasma urine antigen for the diagnosis of
progressive disseminated histoplasmosis

Twenty-one percent of the patients (62/288) had a positive HUAg. The sensitivity of HUAg for
the diagnosis of proven PDH was 67.1% (95% CI, 56%-76.8%) and the specificity 97.5% (95%
CI, 94.3%-99.1%). The positive likelihood ratio was 27.2 (95% CI; 11.6-74.4), and the negative
likelihood ratio was 0.33 (95% CI; 0.29-0.41). The sensitivity of HUAg for the diagnosis of cul-
ture-proven PDH was 73.9% (95% CI, 62.3%-83.5%) and the specificity 96% (95% CI, 92.8%-
98.3%). The positive likelihood ratio was 19.8 (95% CI; 10.3-41.5) and the negative likelihood
ratio of 0.27 (0.21-0.36). (Table 3). The sensitivity was 69.1% (95% CI; 64.1-69.1) for blood
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Potentially
eligible
participants
(n=336)
Excluded:(n=33):
» - Refused to participate (n=30)
- Did not meet inclusion criteria (n=3)
Eligible
participants
(n=303)
| No index test (n=15)
"| -No urine sample available (n=15)
v
Index test:
Histoplasma urine
antigen
(n=288)
l v l
Index test negative Index test positive Index test inconclusive
(n=226) (n=62) (n=0)
»| No reference |, | Noreference
standard (n=0) standard (n=0)
A4
Reference standard: Reference standard:
-Peripheral blood and/or bone -Peripheral blood and/or bone
marrow culture (n=226) marrow culture (n=62)
v A 4
Final diagnosis Final diagnosis
-Progressive disseminated -Progressive disseminated
histoplasmosis (n=28) histoplasmosis (n=57)
-Discarted histoplasmosis (n=198) -Discarted histoplasmosis (n=5)
-Inconclusive (n=0) -Inconclusive (n=0)

Fig 1. Study flowchart.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006872.9001
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Table 1. Microbiological and histopathological positivity for Histoplasma capsulatum of the samples processed from 288 patients with progressive disseminated

histoplasmosis suspicion.

Anatomical site

H. capsulatum positive cultures

Histopathology positive for histoplasmosis

No./N (%) No./N (%)
Blood 56/277 (20.2) -
Bone marrow aspirate 64/252 (25.4) -
Skin and soft tissues 5/23 (22.7) 11/30 (36.6)
Gastrointestinal tract 0/20 (0) 1/30 (3.3)
Bone/bone marrow biopsy 1/21 (4.7) 17/50 (34)
Lymph nodes 5/21 (23.8) 5/16 (31.2)
Liver or spleen 0/10 (0) 0/10 (0)
Lung 1/6 (16.6) 2/8 (25)
Central nervous system 0/3 (0) 0/3 (0)
Total 132/633(20.8) 36/147 (24.4)

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006872.t001

cultures; 82.1% (95% CI; 77.1-82.1) for bone marrow cultures and 72.9% (95% CI; 65.3-72.9)
for the histopathological exam, in comparison with our standard of reference.

Clinical characteristics of proven progressive disseminated histoplasmosis
cases with a Histoplasma urine antigen false negative result

Thirty-three percent (28/85) of the patients with proven PDH presented a false negative
HUAg result. Among these, 21.4% (6/28) were diagnosed by culture and histopathology,
46.4% (13/28) by culture only, and 32.1% (9/28) by histopathology only. These patients were
similar in age, the frequency of presenting symptoms, plasma HIV RNA, antiretroviral treat-
ment, time since HIV diagnosis, and exposure to antifungal before obtaining the samples, but
had a significantly higher median of CD4+ lymphocytes count and lower median of alanine
transaminase, aspartate transaminase, and lactic dehydrogenase. Patients with a false negative
result of HUAg also presented more frequently with an additional OI or AIDS-defining malig-
nancy besides PDH. (Table 4).

Clinical characteristics of cases with progressive disseminated
histoplasmosis- negative patients with Histoplasma urinary antigen false
positive results

The HUAg was positive in 5/203 (2.4%) of the PDH-negative patients; one of them was diag-
nosed with HIV simultaneously, and four had ART at the time of enrollment. All patients had
blood and bone marrow cultures available. Three of these cases had radiographic pulmonary
involvement. In only one case, the antifungal treatment was started > 72 before obtaining the
samples. Three patients had an alternative diagnosis: one was diagnosed with disseminated
tuberculosis and two with disseminated Cryptococcus neoformans infection. Two patients
remained without a diagnosis, one received empirical antifungals and survived, and the other
died hours after enrollment. (Table 5).

Discussion

The results from this prospective multicenter and independent study evaluating the perfor-
mance of the ALPHA-HUAG test in an endemic region for H. capsulatum, show that the test
has a very high specificity (97%), it is easy to perform on-site without the need of sophisticated
laboratory equipment and therefore faster than other methods. However, it lacks overall
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Table 2. Clinical characteristics of 85 proven progressive disseminated histoplasmosis patients among 288 suspected cases.

Characteristic PDH-proven, No./N (%) PDH-negative, No./N (%) p-value
n=_85 n =203
Demographics and HIV evolution
Age; median (IQR) 33 (27-38) 36 (29-44) 0.031°
Gender (male) 68/85 (80) 176/203 (86.7) 0.149
Simultaneous HIV diagnosis 40/85 (47) 100/203 (49.2) 0.733
Months since HIV diagnosis®, median (IQR) 25.5(5.2-75.8) 47 (8-110) 0.125°
Previous OI and HIV-treatment
Previous tuberculosis 8/85(9.4) 31/203 (15.2) 0.185
Previous disseminated MAC 2/85(2.3) 6/203 (2.9) 0.776
Previous disseminated histoplasmosis 4/85 (4.7) 5/203 (2.4) 0.318
CD4+ lymphocytes (cells/ mm°); median (IQR) 30 (9-62) 41.5 (14-86) 0.084°
Plasma HIV RNA (copies/mm3); median (IQR) 141,607 (38,669-474,905) 238,834 (31,237-808,567) 0.327
ART naive 50/85 (58.8) 110/203 (54.1) 0.470
2 NRTI +1 NNRTI 21/35 (60) 49/93 (52.6) 0.459
2 NRTI + 1IP/r 8/35 (22.8) 26/93 (27.9) 0.560
Other ART 6/35 (17.1) 18/93 (19.3) 0.775
Empirical antifungal > 72 hrs. previous to samples 20/85 (23.5) 28/203 (13.7) 0.043°
Initial admission to critical care 4/83 (4.8) 7/196 (3.5) 0.624
Symptoms
Fever 81/85(95.2) 180/203 (88.6) 0.079
Weight loss 80/85 (94.1) 172/203 (84.7) 0.028
Diarrhea 47/85 (55.2) 90/203 (44.3) 0.089
Peripheral lymphadenopathy 41/85 (48.2) 130/203 (64) 0.013
Hepatomegaly 55/85 (64.7) 123/203 (60.5) 0.512
Splenomegaly 40/85 (47) 93/203 (45.8) 0.847
Mucosal lesion 10/85 (11.7) 35/203 (17.2) 0.243
Skin or soft tissue lesion 28/85 (32.9) 40/203 (19.7) 0.016
Laboratory abnormalities
Anemia 61/85(71.7) 119/203 (58.6) 0.036
Leukopenia 50/85 (58.8) 87/203 (42.8) 0.013
Thrombocytopenia 46/85 (54.1) 73/203 (35.9) 0.004
Total bilirubin (mg/dL); median (IQR) 0.7 (0.5-1.5) 0.6 (0.4-1.1) 0.033°
Alanine transaminase (UI/L); median (IQR) 42 (26-70) 37 (20-58) 0.084°
Aspartate transaminase (UI/L); median (IQR) 102 (57-258) 47 (28-98) <0.001°
Lactic dehydrogenase (UI/L); median (IQR) 985.5 (562.5-2,042.5) 300.5 (193-551) <0.001°
Ferritin (ng/mL), media (IQR) 1,948.5 (1,367.8-10,203.8) 788.1 (432-2084.3) 0.045°
Radiographic Pulmonary Involvement 63/85 (74.1) 141/203 (69.4) 0.427
Other opportunistic infection/neoplasia diagnosed 9/85 (10.5) 57/203 (28) <0.001
Disseminated MAC 4/85 (4.7) 24/203 (11.8) -
Disseminated tuberculosis 0/75 (0) 20/203 (9.8) -
Disseminated Cryptococcus neoformans 1/85 (1.1) 3/203 (1.4) -
Kaposi Sarcoma 2/85 (2.3) 9/203 (4.4) -
HIV lymphadenopathy 0/85 (0) 2/203 (0.9) -
Lymphoma 1/85(1.1) 6/203 (2.9) -
Disseminated Citomegalovirus 1/85(1.1) 4/203 (1.9) -
(Continued)
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Table 2. (Continued)

Characteristic

Extraintestinal Salmonella spp infection

PDH-proven, No./N (%) PDH-negative, No./N (%) p-value
n=_85 n=203
1/85 (1.1) 2/203 (0.9) -

Abbreviation: PDH, progressive disseminated histoplasmosis; IQR, Interquartile Range; MAC, Mycobacterium avium complex; ART, Antiretroviral therapy; NRTI,
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor; NNRTI, Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor; PI/r, Protease Inhibitor/ritonavir. If not otherwise indicated X*

test was applied.

9 Excluding simultaneous HIV/disseminated histoplasmosis diagnosis;

®) Mann-Whitney U-test.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006872.t002

sensitivity (67%) when compared to the centralized latter generations of HUAg. [5] However,
likelihood ratios obtained from our data show that HIV patients with and PDH are 27 times
more likely to present a positive ALPHA-HUAg.

A higher sensitivity (79.3%) but lower specificity (75.7%) for ALPHA-HUAg was reported
in a retrospective study including a mixed immunosuppressed population and used as a stan-
dard of reference urine samples deemed as positive by MiraVista-HUAg test and healthy
controls. [9] Another study in Brazil reported a sensitivity of 100% and a specificity of 92.9%
for ALPHA-HUAg in 8/78 proven PDH cases among AIDS patients.[11] The sensitivity and
specificity of the ALPHA-HUAg found in this study are higher than in a previous report (sen-
sitivity 22.7% and specificity 30%) from a subset of patients with culture-proven or positive
histopathology cases of histoplasmosis and healthy controls.[12, 13] We also found a higher
sensitivity and specificity of ALPHA-HUAg than in a study performed by MiraVista (sensitiv-
ity 44% and specificity 84%) using 50 positive urine samples with their assay, 25 urines from
healthy volunteers and 25 from patients with discarded histoplasmosis as a standard of refer-
ence.[12] Another study, using a more recent kit from IMMY (IMMY H. capsulatum GM
EIA), commercially available but to our knowledge not FDA approved, used as standard of ref-
erence urines determined as positive by MiraVista-HUAg and reported a similar sensitivity
and specificity (64.5% and 99.8%) to the present study and also reported an improvement of
the sensitivity (80.7%) by lowering the diagnostic cut-off. [14, 15] We acknowledge that by
using the IMMY H. capsulatum GM EIA we could have observed a higher sensitivity of the
HUAg, but we chose to test ALPHA Histoplasma EIA since it is FDA-approved and therefore
likely to be approved in our and other regions.

Table 3. Diagnostic accuracy of Histoplasma urine antigen among proven and culture-proven cases of progressive disseminated histoplasmosis.

Histoplasma Urine Antigen
Positive

Negative

Total

Sensitivity % (95% CI)

Specificity % (95% CI)

Positive predictive value % (95% CI)
Negative predictive value % (95% CI)
Positive likelihood ratio (95% CI)
Negative likelihood ratio (95% CI)

Proven PDH
Positive, No. (%)

Culture-proven PDH

Negative, No. (%) |Total, No. (%) |Positive, No. (%) Negative, No. (%) |Total No. (%)

57 (19.8) 5(1.7) 62 (21.5) 54 (18.8) 8(2.8) 62 (21.5)
28(9.7) 198 (68.8) 226 (78.5) 19 (6.6) 207 (71.9) 226 (78.5)
85 (29.5) 203 (70.5) 288 (100) 73 (25.3) 215 (74.7) 288 (100)

67.1 (56-76.8)

97.5 (94.3-99.1)
91.9 (82.1-97.3)
87.6 (82.5-91.6)
27.2 (11.6-74.4)
0.33 (0.29-0.41)

Abbreviation: PDH, progressive disseminated histoplasmosis, CI, confidence interval

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006872.t003

73.9 (62.3-83.5)
96 (92.8-98.3)

87.1(76.1-94.2
91.6 (87.1-94.8
19.8 (10.3-41.5
0.27 (0.21-0.36

= | =
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Table 4. Comparison of clinical characteristics of proven progressive disseminated histoplasmosis with false negative results of Histoplasma urine antigen in HIV

patients.
Characteristic False negative, HUAg No./N (%) True positive HUAg, No./N (%) p-value
n=28 n=>57
Demographics and HIV evolution
Age; median (IQR) 31.5 (26-36.5) 34 (28-39) 0.199°
Gender (male) 24/28 (85.7) 44/57 (77.1) 0.356
Simultaneous HIV diagnosis 10/28 (35.7) 30/57 (52.6) 0.142
Months since HIV diagnosis®; median (IQR) 18.1 (5.6-70.7) 28.1 (5.1-102.7) 0.622°
Previous OI and HIV-treatment
Previous tuberculosis 4/28 (14.2) 4/57 (7) 0.281
Previous disseminated MAC 1/28 (3.5) 1/57 (1.7) 0.603
Previous disseminated histoplasmosis 1/28 (3.5) 3/57 (5.2) 0.729
CD4 count (cells/mm?); median (IQR) 71 (24-120.5) 19 (7-34) <0.001°
Plasma HIV RNA (copies/mm3); median (IQR) 101,821 (2266.5-731,393) 159,000 (61,600-409,000) 0.199°
ART naive 13/28 (46.4) 37/57 (64.9) 0.104
2 NRTI +1 NNRTI 8/15 (53.3) 13/20 (65) 0.486
2 NRTI + 1Pl/r 3/15 (20) 5/20 (25) 0.527°
Other ART 4/15 (26.6) 2/20 (10) 0.367°
Empirical antifungal > 72 hrs. before samples 7/28 (25) 13/57 (22.8) 0.823
Initial admission to critical care 2/27 (7.4) 2/56 (3.5) 0.445
Symptoms
Fever 27/28 (96.4) 54/57 (94.7) 0.729
Weight loss 28/28 (100) 52/57 (91.2) 0.106
Diarrhea 17/28 (60.7) 30/57 (52.6) 0.481
Peripheral lymphadenopathy 14/28 (50) 27/57 (47.3) 0.819
Hepatomegaly 20/28 (71.4) 35/57 (61.4) 0.363
Splenomegaly 14/28 (50) 26/57 (45.6) 0.703
Mucosal lesion 3/28 (10.7) 7/57 (12.2) 0.833
Skin or soft tissue lesion 9/28 (32.1) 19/57 (33.3) 0913
Laboratory abnormalities
Anemia 20/28 (71.4) 41/57 (71.9) 0.962
Leukopenia 18/28 (64.2) 32/57 (56.1) 0.473
Thrombocytopenia 14/28 (50) 32/57 (56.1) 0.593
Total bilirubin (mg/dL), median (IQR) 0.8 (0.5-1.5) 0.7 (0.4-1.8) 0.643"
Alanine transaminase (UI/L), median (IQR) 33 (19-47) 46.5 (29-81) 0.024°
Aspartate transaminase UI/L), median (IQR) 67.5 (50-129) 152.5 (70-318) 0.008°
Lactic dehydrogenase (UI/L), median (IQR) 706 (325-1,249) 1,465 (742-2,894) 0.001°
Ferritin (ng/mL), median (IQR) 1,837.1 (976.7-2,060) 5,407.6 (1,759-15,000) 0.368°
Radiographic Pulmonary Involvement 18/28 (64.2) 45/57 (78.9) 0.147
Other opportunistic infection/neoplasia diagnosed 6/28 (21.4) 3/57 (5.2) 0.023°
Disseminated MAC 2/28 (7.1) 2/57 (3.5) -
Disseminated Cryptococcus neoformans infection 1/28 (3.5) 0/57 (0) -
Kaposi Sarcoma 1/28 (3.5) 1/57 (1.7) -
Lymphoma 1/28 (3.5) 0/57 (0) -
Disseminated Citomegalovirus 1/28 (3.5) 0/57 (0) -
(Continued)
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Table 4. (Continued)

Characteristic False negative, HUAg No./N (%) True positive HUAg, No./N (%) p-value
n=28 n=>57
Extraintestinal Salmonella spp 1/28 (3.5) 0/57 (0) -

Abbreviation: HUAg, histoplasma urine antigen; IQR, Interquartile Range; MAC, Mycobacterium avium complex; ART, Antiretroviral therapy; NRTI, Nucleoside
Reverse Transcriptase Inhibitor; NNRTI, Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor; PI/r, Protease Inhibitor/ritonavir. If not otherwise indicated X test was
applied.

9 Excluding simultaneous HIV/disseminated histoplasmosis diagnosis;

®) Mann-Whitney U-test;

<) Fisher s exact test.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006872.1004

In comparison with studies using different HUAg kits for the diagnosis of PDH the sensi-
tivity found in ours is lower. Recently a multicenter report showed a sensitivity of 92.4% in 38
AIDS patients with PDH using the latest generation HUAg from MiraVista and a specificity of
99% estimated from healthy subjects and non-fungal infected patient urine samples.[16] The
Centers for Disease Control and Prevention in the US developed a urinary antigen assay which
was validated in an AIDS population in Colombia encompassing 28/106 patients with culture-

Table 5. Clinical characteristics of patients with discarded progressive disseminated histoplasmosis with a false positive Histoplasma urine antigen.

Age/gender/ | Time since HIV | CD4 Antirretroviral |Symptoms Radiographic | Empirical Sites sampled for | Final diagnosis/
Enrollment | diagnosis/ +(cells/ treatment pulmonary antifungal | culture treatment/
date Relevant ml)/ involment >72 hrs. evolution
medical history | Plasma before
RNA HIV samples
(copies/
ml)
39/Male/ 39 mo./No 266/20 FTC+TDF+EFV | Weight loss, fever, No Yes Blood culture None/Empirical
Sept-2016 anemia, (negative); Bone amphotericin/
thrombocytopenia, marrow culture survived
leukopenia, AST>2x, (negative)
LDH >2x.
28/Male/ Simultaneous/ | NA None Weight loss, fever, Yes Yes Blood culture Disseminated
Dec-2016 No peripheral adenopathy, (Cryptococcus cryptococcosis/
skin lesions, LDH >2x, neoformans); Bone | amphotericin and
AST > 2x marrow culture (C. | fluconazole/
neoformans) survived
43/Male/ 193 mo./ 8/20,300 | ABC +3TC Weight loss, fever, Yes No Blood culture None/Died
Oct-2016 Tuberculosis, + AZT + ATV/r | diarrhea, hepatomegaly, (negative)+ Bone without a
Pneumocystis; peripheral adenopathy, Marrow culture diagnosis
bicytopenia, LDH >2x. (negative)
33/Male/ 80 mo/P. 5/212,801 | TDF + AZT Weight loss, cough, Yes (budding | No Blood culture Disseminated
Aug-2017 jirovecci + LPV/r diarrhea, fever, tree) (Mycobacterium tuberculosis/
suspected peripheral adenopathy, tuberculosis)+ Bone | antituberculosis
hepatomegaly, marrow culture (M. | drugs /survived
splenomegaly, AST tuberculosis)
>2x, LDH >2x.
27/male/ Oct | 82 mo./No 3/130,474 | LPV/r+FTC Diarrhea, weight loss Yes (Cavities) | No Blood culture (C. Disseminated
-2017 +TDF+EFV fever, digestive tract neoformans) + Bone | cryptococcosis/
bleeding, bicytopenia marrow culture (C. | amphotericin and
neoformans) fluconazole/
survived

Abbreviation: FTC, emtricitabine; TDF, tenofovir; EFV, efavirenz; AST, aspartate transaminase; LDH, lactic dehydrogenase; ABC, abacavir; 3TC, lamivudine; AZT,

zidovudine; ATV/r, atazanavir/ritonavir; LPV/r lopinavir/ritonavir

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006872.t1005
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proven histoplasmosis and showed a sensitivity of 84% and a specificity of 94% using samples
from healthy volunteers or diagnosed with other infectious diseases. [17]

Irrespective of the HUAg kit used, our results are difficult to compare with previous stud-
ied, mainly due to our study design. Aforementioned studies use healthy subject’s urine as
control, does not specify why the disease was suspected and often mix immunosuppressed
population and offer almost none clinical information. However, we believe that the low sensi-
tivity of ALPHA-HUAg found in this study is largely explained by the kit itself, the distinctive
study design, and the use of a different standard of reference to estimate the diagnostic accu-
racy. However, other factors may have contributed as it is the great diversity of the H. capsula-
tum strains in our region, thus the different performance of the test outside North America.
[18] This possibility has been previously approached during an outbreak of histoplasmosis due
to a Latin America clade A class 6 strain in a colony of fruit bats which tested negative to the
MiraVista antigen but further detected experimentally in mice infected by the same strain.

[19] The same authors previously confirmed the utility of the MiraVista antigen in patients
from Panama infected by the same Latin America clade A class 6 strain. [20] However, the per-
formance of the ALPHA-HAUSGg is less studied in this region; although the report from Brazil
informed 100% sensitivity, no information was provided regarding the infecting strains. [11]
Additionally, while comparing the clinical characteristics of patients with IMMY-HUAg false-
negative results with those considered true positives, we found a higher CD4 count, lower
hepatic transaminases, and lactic dehydrogenase; this may be related to lower fungal burden,
and somehow less tissue invasion. On the contrary, IMMY-HUAg false-negative cases, pre-
sented more frequently with other OI’s or AIDS-related malignancy (6/28, four of them in
culture-proven PDH) which may have interfered with the HUAg performance, although not
previously reported.

In this study, we found a high prevalence of proven-PDH (29.5%), using our suspected case
definition and an extensive clinical and laboratory assessment, this is reflected by high positive
predictive values of our test in our study. This should be considered while interpreting the
results, since the usefulness of the test may vary depending on the disease prevalence and the
suspect index of the physician requesting the test.

We analyzed the individual components of our standard of reference, of note bone marrow,
showed a higher sensitivity than the IMMY-HUAg, while blood cultures and histopathological
examination were similar. Bone marrow cultures are a valuable sample for the diagnosis of
PDH and other resembling diseases (disseminated tuberculosis or disseminated MAC), but
unfortunately—although complications are rare, and pain classified as low to moderate—phy-
sicians and patients perceive it as a painful, invasive procedure. We may have observed a
higher sensitivity because we included many patients with hematological abnormalities, the
situation in which is considered more useful.

We consider among the strengths of this study, the fact that we focused on a single immu-
nosuppressed population since most of the studies mix transplant recipients, and immuno-
competent patients. Additionally, our cases were mostly PDH since the majority resulted
positive from blood and bone marrow cultures, while previous studies included more localized
disease as pulmonary affection in which cases the sensitivity of the HUAg diminishes.[16]
Additionally, we departed from a clinical definition of suspected PDH cases that reflects the
daily clinical reasoning that triggers the diagnostic approach and allowed us to evaluate
ALPHA-HUAg in a real-life scenario. Finally, we believe the high specificity of ALPHA-HUAg
observed in this study is the most valuable information, since unlike many previous evalua-
tions, were calculated specificity from PDH-negative instead of healthy controls. This chal-
lenged the ALPHA-HUAg to differentiate PDH from other resembling OI and even co-
infections; these clinical scenarios are very frequent and challenging when treating HIV
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patients. In this regard, we consider that majority of five patients with discarded PDH present-
ing a positive HUAg were indeed false-positives because we found an alternative diagnosis in
three of them and directed treatment lead to the clinical resolution. Of note, two of these cases
were diagnosed with culture-proven disseminated cryptococcosis. Although cross-reactions
with other fungal infections have been reported for the HUAg, Cryptococcus neoformans infec-
tion is not reported among them. [21] This warrants further study since both Ols are frequent
among the HIV patients and targeted antifungal consolidation treatment is needed to avoid
treatment failures. [22]

During the diagnostic approach of this study, we found 66 patients with other OIs and
AIDS-defining malignancy, in nine instances co-infecting or co-existing patients with proven-
PDH. Therefore, it should be advised that although non-culture technics as HUAg are non-
invasive and provide faster results, in the HIV population, the culture-based approach and the
tissue sampling for the histopathologic examination should not be replaced.

Our study has some limitations: despite an aggressive diagnostic workup, we may have
missed some cases due to the biology of the disease and the lack of sensitivity of current fun-
gal cultures. [4] Additionally, we did not perform molecular probe testing as recommended
for positive cultures in order to distinguish from Sepedomium spp and Chrysosporium spp,
fungi with similar macroconidia to H. capsulatum. [23] However, these saprophytic fungi
rarely cause disseminated infection in humans, and most of the reports are from respiratory
samples or considered as contaminants. [24, 25] Finally, although suggested as part of the
diagnostic approach, we did not perform Histoplasma antibody testing, since it was not read-
ily available, and we expected a low sensitivity in the HIV population. [23] Additionally, we
failed to assess the history of food causing coloration of the urine, caffeine intake and the
consumption of acetaminophen and acetylsalicylic acid; this is relevant since the manufac-
turer cites these substances as eliciting an “unknown” effect on the performance of the test.
Finally, we did not assess the turnaround time for results, since the ALPHA-HUAg testing
was performed in the central laboratory and processed in batches. However, our experience
with the on-site use of the test was positive; it was easy to standardize, required only a short
technician training and the turnaround result time for an entire batch was about four hours.
Thus, we believe it can be performed in most of the second and third level hospitals in Latin
America.

In conclusion, ALPHA-HUAG is a useful test for the diagnosis of PDH—in patients with
high level of suspicion in endemic regions for H. capsulatum-and may favor early targeted-
antifungal treatment, thus improving the prognosis of these frail HIV-patients. Nevertheless,
the culture-based approach should ensue simultaneously since co-infections are frequent and
a negative result of ALPHA-HUAg does not discard PDH in patients from endemic regions
for H. capsulatum.
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Abstract Body:

Disseminated histoplasmosis (DH) is an AIDS-defining infection and the most common endemic fungal infection in North
America. The current diagnostic tests for DH are time-consuming, expensive and not widely available. Recently a nested PCR
targeting a 100-kDa protein (Hc100) from H. capsulatum was described for DH diagnosis. Additionally an urine antigen for DH
diagnosis (IMMY alpha) is recently available for in-site use. We aim to determine the diagnostic performance of Hc100 PCRI26d
IMMY alpha urine antigen in comparison with culture for DH in HIV infected patients.



We conducted a double-blind, multicenter, prospective, diagnostic tests study from December 2015 to June 2017. Adult HIV-
positive patients presenting with fever and at least two of the following criteria: lymphadenopathy, hepatomegaly,
splenomegaly, mucosal ulcers, dermatologic lesions, gastrointestinal bleeding; cytopenias, elevation of AST, LDH or ferritin
levels; or radiographic findings suggestive of extrapulmonary infection were included from 10 hospitals in Mexico. At least a
BACTEC MYCO/F Lytic blood culture and a blood sample for Hc100 amplification were required for inclusion. Additional samples
(bone marrow, urine, tissue) for each case were obtained according with the in-site physician”s criteria. Fungal culture and
Hc100 were performed to every additional sample. All clinical specimens were analyzed at a central laboratory.

270 patients with probable DH were included in the study. Fifty-four patients resulted in an alternative diagnosis (50% had
mycobacterial infection). Seventy-seven cases were confirmed with DH (67 of them through culture isolation and 10 by
histopathology only); 218 blood cultures, 171 bone marrow cultures and 53 cultures of tissue were compared with its
corresponding Hc100 nested PCR, and 246 urine samples for the IMMY ALPHA Antigen EIA. (Table 1). The positivity rate of
Hc100 PCR varied depending on the sample. The highest sensitivity (90%) and negative predictive value (96.7%) were observed
from tissue samples. Specificity of the IMMY ALPHA Histoplasma antigen EIA when compared to any positive culture was 95%
(95% C191.8-97.3).

In HIV patients with suspected DH, Hc100 PCR and IMMY ALPHA Histoplasma antigen EIA had a good diagnostic performance
in terms of sensitivity and negative predictive value. Both tests were rapid and accessible to implement in endemic areas were
mycology laboratories are not available.
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Introduction Results

. . . . . . . e . . . . . . . . Potentially eligible
. Disseminated histoplasmosis (DH) is an AIDS-defining condition and the most common endemic fungal infection in North America.’ Graphic 1. Study flow chart of participants through the study. participants ——— Graphic 2. Distribution of eligible participants in the Graphic 3. Proportion of patients by final
n= = = .
| | | | | | | , n=24 study by hospital of enroliment. diagnosis.
. The current diagnostic tests for DH are time-consuming, expensive and not widely available. :;:gi%frf:;‘;tfgfgg;I”ifjfj;gn”aetg) 51”(1)1)
- Did not meet inclusion criteria (n=3)
R . 1 . 1 f - l . f DH . - 3 v - Received itraconazol >72 h prior to samples (17)
. Recently a nested PCR targeting a 100-kDa protein (Hc100) from Histoplasma capsulatum was described for DH diagnosis. Patients with “Suspicion” of DH | - Received amphotericin B >72 h prior to samples (2) ABAsco  OPXACA Another diagnosis (Not DH)
(Nov 2015 — Dec 2017) 18 (3%) INCMNSZ . . . . .
By _ _ _ _ _ _ o _ _ _ n=330 (5%) | 48 Disseminated Histoplasmosis
. Additionally the IMMY ALPHA Histoplasma Antlgen EIA, an immunoenzymatic, sandwich microplate assay used for the qualitative detection of histoplasma anti- R VR (15%) Without diagnosis
gens in urine was FDA approved for in-site use. . - PCR peripheral blood (n=14) ()
- PCR bone marrow (n=57)
- PCR biopsies (n=274) PUEBLA
. . . . . . . . 24
. Multicenter comparisons of these two tests against fungal culture and histopathology analysis in HIV population are lacking. l l (7%)
. Primary outcome: to determine the sensitivity and specificity of PCR Hc100 in peripheral blood samples vs peripheral blood culture for the diagnosis of DH in HIV PCR peripheral PCR bone PCR biopsies
infected patients plood o n=83
. Secondary outcomes:
] ‘ ! ! ! ! ! | | GUADALAJARA
. Determine the SenSitiVity and Sp@lelClty of PCR Hc100 in: Negative Positive Inconclusive Negative Positive Inconclusive Negative Positive Inconclusive (1!::‘6) ";';R
. Bone marrow vs bone marrow culture No blood n=234 n=80 o Bl n=2 n=196 n=69 n=8 n=s0 n=30 n=3 (28%)
. . It < > It
. Blopsy vs biopsy culture Ml | | cue l l l l l l l
Blood culture Blood culture Blood culture Bone marrow Bone marrow Bone marrow Biopsy culture Biopsy culture Biopsy culture
. g g s . . . . . . T - agn taken taken taken culture taken culture taken culture taken taken taken taken
. Determine the sensitivity and specificity of IMMY ALPHA Histoplasma Antigen EIA vs “Proven disseminated histoplasmosis” definition n=229 n=78 n=2 n=196 n=69 n=8 n=50 n=30 n=3
LA RAZA
| l l l l l | | l (;g) . 89 patients with DH (19 patients had at least other diagnosis in
M et h Od S Final diagnosis Final diagnosis Final diagnosis Final diagnosis Final diagnosis Final diagnosis Final diagnosis Final diagnosis Final diaanosis addition to DH)
- Histoplasmosis (n=16) - Histoplasmosis (n=37) - Histoplasmosis (n=2) - Histoplasmosis (n=16) - Histoplasmosis (n=46) - Histoplasmosis (n=2) - Histoplasmosis (n=1) - Histoplasmosis (n=10) _ Histo Iasmogsis (n=1) GEA GONZALEZ . 95 patients with another diagnosis (Not DH)
- Other diagnosis (n=34) - Other diagnosis (n=12) - Other diagnosis (n=42) - Other diagnosis (n=9) - Other diagnosis (n=2) - Other diagnosis (n=10) - Other diagnosis (n=7) _Ne atF:ve (n=2) 57 146 i ith di is b d | | d
- Negative (n=179) - Negative (n=29) - Negative (n=138) - Negative (n=14) - Negative (n=4) - Negative (n=39) - Negative (n=13) g (17%) * patients without diagnosis based on samples analyze
‘ DOUble-innd, mUIticenter, ros eCtive, dla nOStiC teSt StUd _ _ Inconclusive = insufficient sample, coagulated sample, did not amplify beta-globin. * 68 patients had one biopsy taken; * 6 patients had two biopsies taken; * 1 patient had three biopsies taken . . . . . .
_ Prosp _ J o y Procedures and Logistics Table 3. Diagnostic accuracy of PCR in peripheral blood, bone marrow and biopsies samples and of
. 10 referral hospitals from seven different states of Mexico Table 1. Comparison of demographic and clinical information of enrolled patients. Graphic 4. Diagnosis established in enrolled patiets. the IMMY ALPHA Histoplasma Urine Antigen.
Patient identified with Peripheral blood culture: charactenstic n=§§:,a(l%) ",';;"é‘;‘}%” NS 41 :«Iyo) PCR peripheral PCR bone PCR biopsy Urine Antigen
) FrOm November 201 5 to December 201 7 “Suspicion of DH” . 5 ml Of blood in BD BACTECTM MycolF Gender (male), n (%) 282/330 (85.4) 72/89 (80.9) 210/241 (87.1) 0.15 bIOOd marrow IMMY ALPHA
Lytic culture vial Age (years), mean (SD) 35 (+9.7) 33.9 (£ 9.0) 36.3 (£ 9.9) 0.04 30
HIV infection 30 ag: -
PCR for Hc100 in peripheral blood: Months since HIV diagnosis, median (IQR) 3 (0-52) 2 (0-27) 3 (0-64) 0.24 = Patients with DH Sensitivity % (95% CI) 69.8 (55.7-81.7) 74.2 (61.5-84.5) 91.0 (58.7-99.8) 64.8 (53.9-74.7)
: : - : : 1 ) . J CD4 count (cells/mm?®), median (min-max) 34 (0-1493) 26 (0-340) 36 (0-1493) 0.10 o
. The research was approved at each hospital by their own Ethics and Investigation — ; - . 4 ml of blood in BD Vacutainer® K, EDTA Number of patients with virological failure (200 copies/mm®) 2621202 (80.7) 66172 (017)  196/220 (89.1) 053 Patients with Not DH Specificity % (95% Cl) 83.9 (78.7-88.2) 88.7 (83.5-92.7)  71.0(58.8-81.3) 95.6 (92.1-97.9)
committee ntormeda consen 7.2 mg Tubes ART naive 184/330 (55.8) 54/89(60.7)  130/241(53.9) 0.27 29 24 Positive predictive value % (95% Cl) 47.4 (36.0-59.1) 66.7 (54.3-77.6)  33.3 (17.3-52.8) 85.1 (74.3-92.6)
case report form ART treatment ever 146/330 (44.2) 35/89 (39.3) 111/241 (46.1) 0.27
Bone marrow culture: sased on NRTI 547146 (57.5) 22135 (62.9) 02111 (55.9) 046 Negative predictive value % (95% ClI) 93.0 (88.9-96.0) 91.8 (87.1-95.3)  98.0 (89.4-99.9) 87.5 (82.7-91.4)
] _ ] _ Based on Pl 35/146 (24) 8/35 (22.9) 27/111 (24.3) 0.86
. Inclusion criteria: l . 5 ml of blood in BD BACTEC™ Myco/F Based on INSTI 5/146 (3.4) 0/35 (0) 5/111 (4.5) 0.20 20 o _
_ _ L o - . _ _ Lvtic culture vial Risk factors for histoplasmosis* 172/329 (52.3) 42/89 (47.2) 130/240 (54.2) 0.26 Positive likelihood ratio (95% CI) 4.3 (3.1-5.7) 6.5 (4.4-9.4) 3.1 (1.8-3.6) 14.7 (8.0-28.8)
. HIV infected patients with “Suspicion of DH” identified by an Infectious diseases - - y Signs and Symptoms 26
Samples taken for diagnosis - ™ L :
it . 3 ml of blood in BD BACTEC™ Peds Fever 315/330 (95.5)  88/89(98.9)  227/241(942) 0.07 15 Negative likelihood ratio (95% Cl) 0.4 (0.2-0.5) 0.3 (0.2-0.4) 0.1 (0.007-0.6) 0.4 (0.3-0.5)
specialist in each center according to investigator’s - | o ight 15 2 ° B Nae R AR AT
g g PIUSTM/F CU":Ufe V|a| Weight loss (>5% of total weight in the last 6 months) 295/330 (89.4) 85/89 (95.5) 210/241 (87.1) 0.02
criteria 05 _ ) _ Hepatomegaly 224/330 (67.9) 58/89 (65.2) 166/241 (68.9) 0.52
. 0.5 ml of blood in a Lowenstein-densen Peripheral Lymphadenopathy 210/330 (63.6) 46/89 (51.7) 164/241 (68) <0.01 24 7
. “Suspicion of DH” = Any 3 of the following or fever + any 2 of the following criteria: medium coudh 195530 (59) 2089 (954)  1avjeat614) - 9.99 10 9 I
. . yspnea 176/330 (53.3) 48/89 (53.9) 128/241 (53.1) 0.89 8 u I
Weight | . 0.5 ml of blood in Sabouraud medium Splenomegaly 175/330 (53) 45/89 (50.6) 130/241 (53.9) 0.59
eight loss . Bicytopenia or pancytopenia (Hb <10 g/dL, total neutrophil Clinical Microbiology PCR for Hc100 in bone marrow: Diarhes 161330 (éf;-)s) 47189 ggg; 114724 ((2467-13)> 037 : , 6 . e
Lymphadenopathy count <1.8 x 10%/L, platelets <100,000 /uL) Laboratory and Pathology . 4 ml of blood in BD Vacutainer® K, EDTA e 771330 (23.3) 20/89 (32.6) 481241 (19.9) 0.01 ! 5 . . To our knowledge this is the largest, national, multicenter and standardized study in HIV population
Hepatomegaly . . - Department at Instituto Nacional 7.2 mg Tubes Vomit 66/330 (20) 26/89 (29.2) 40/241 (16.6) 0.01 - - - ST - - . -
. Elevation of two times de upper limit of normal of AST, DHL partme s on Acute renal failure 54/330 (16.4) 21/89 (23.6) 331241 (13.7) 0.03 . — — for the performance of different diagnostic tests in disseminated histoplasmosis in México
Splenomegaly or ferritin de Ciencias Medicas y Nutricion : . Mucosal ulcers 48/330 (14.6) 11/89 (12.4) 37/241 (15.4) 0.49 0 0
Biopsy
Mucosal ulcers “Salvador Zubiran”, México City Cult '_ Gastrointestinal bleeding 41/330 (12.4) 10/89 (11.2) 31/241 (12.9) 0.69 \‘\vg) &Q\d" 00@’5 (\O@"’ Rl X
o + 2UTUIe: _ _ Laboratory abnormallties | o i o ) N . Of all patients included in the study, 56% had an established diagnosis. Disseminated histoplasmo-
Skin lesions - ST IAT : - - Leucocyte count (cells x10°/ml), median (IQR) 3.9 (2.48-6.44) 3.4 (2.1-4.6) 4.2 (2.7-7.1) 0.02 2 & ) e o
. Radiographic findings suggestive of extrapulmonary infection . Stuart media (transportation) 3 | it ° A & - - : : : 0 T :
. . . ™ Plus Aerobi 4 Platelet count (cells x10°/ml), median (IQR) 143 (65.5-238)  91(52.5-190.5)  154.5(72.3-255)  <0.01 < X &P sis was the single most common diagnosis (89 patients, 27%), followed by mycobacterial infection
Gastrointestinal bleeding . BD BACTEC us Aerobic medium Aspartate aminotransferase (UI/L), median (IQR) 57.5 (31-121) 97 (57-258) 47 (27-89) <0.001 &° (MAC and/or M. tuberculosis) in 54 patients (16.4%)
- - . ™ i i Alkaline phosphatase (U/L), median (IQR) 139 (89-261.5) 218 (102-406) 129 (88-218) <0.001 W . /0
Proven disseminated hiStO Iasmosis_ Culture positive for HiStOplasma CapSUIatum Sample anaIySIS VYHS b“nded BD BACTEC PIUS Ana_erObIC medlum C-Reactive Protein (mg/dL), median (IQR) 12.3 (4.4-23.4) 28.8 (9.7-160.5) 9.48 (4.2-19) <0.01 Other bacteria: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Streptococcus pyogenes,
' —; _ for all partles . Lowenstein-Jensen medium Lactic dehydrogenase (mg/dL), median (IQR) 388 (206-838) 1065 (474-2246) 297 (184-530) <0.001 Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi, Brevundimonas vesicularis, Roseomonas spp.
and/or hlStOpathOIOgy COmpatlble with hlStOpIasmOSIS .. Sabouraud medium. Extlr_apulr:o;lary rattzlrilographic involvement 11297;?;29‘(129; :ZZ: (gi.g) :I:;Z:;l (Zg.;) <<0(;00(!|1 Other fl.mgi.: Rhodoto-rula muci/aginosa, Cand{'da albicans, Ca/7dida trc.inca/is, Acremonium spp., Malbranchea spp. " In our pOpUIation, Hc100 PCR and IMMY ALPHA HiStOpIasma Antigen had 3 gOOd diagnOStiC Der-
. HIStODGthOlOQV analeIS: 10% ymphadenopathy (42.3) (27.3) (47.7) : Other virus: Herpes simplex, varicela zoster virus, human papilloma virus _ _ _ o _ _ T o
formaldehyde ::::arfzr::gzg mgzg gzg; 2:;22 891’2; xggﬂ ggz; :gg: Map. Localization of proven DH cases formance for disseminated histoplasmosis in terms of high negative predictive value and specificity
. Statystical analysis: Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative Preliminary and definitive PCR Hc100 in biopsies: Fluconazole treatment >72 h before samples taken 33/328 (10.1) 4/88 (4.5) 29/240 (12.1) 0.04 Table 2. Rate of diagnosis of DH through microbiological according to residence. respectively. Both tests can be available within hours, are easy to perform and accesible for resour-
predictive value and pOSltlve likelihood ratio and their 95% confidence intervals (95% culture and histopathology . Macerated tissue and suspended in ;:::;;;Ztr:gsrissfor histoplasmosis= contact with bird or bat guano, work in warehouse, occupational exposure, ecotourism, previous and histopathological samples processed. \8: (BT GRS A P : e ® ce limited laboratories in developing countries
Cl) for PCR Hc100 and the IMMY ALPHA Histoplasma Antigen EIA using as standard results were informed to sterile saline solution 0.9% \ﬂ\ ,,,,, N e
iy i neiag | tigators as soon as they - ctributi : : : : Anatomical sit Histopl lat Histopathol tveror TR & = N Y T 'S
of reference the positivity of cultures and/or histopathology results from biopsies in Inves Graphic 5. Distribution by method of diagnosis for the 89 patients with proven DH. natomical site istoplasma capsulatum istopathology positive for N elterences
. - - . positive cultures histoplasmosis e oy
non-pulmonary samples were available II\;I(I;IIY |AL1!-DHA Htls;toplai;tmda.Antl?er_lI EIA: ol oplasm N
"20 m! of urine transported in a sterile L AL G w00 v e
\ container at 4 °C Bone marrow aspirate 68/296 (23) i 99@:@ Qe = 1.Wheat LJ, Azar MM, Bahr NC, Spec A, Relich RF, Hage C. Histoplasmosis. Infect Dis Clin North Am.
_ Biopsies 12/108 (11.1) 37/146 (25.3) e WO Q) e issts e e 201 630(1 ) 207—=227. doi: 10 1016/| idc.2015.10.009
. STATA 14.1 Software (College Station, TX Skin and soft i 5/23 (21.7) 11/27 (40.7) QY. Qe L L ’ ' L B e . o .
( J ) Gastrointestinal tract 0/19 (0) 1/32 (3.1) /i\/w, 2. Azar MM, Hage CA. 2017. Laboratory diagnostics for histoplasmosis. J Clin Microbiol 55:1612-
Participating sites: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), México City; Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), México City; - - Bone/bone marrow biopsy 1/24 (4.1) 18/49 (36.7) .. 1620. https://doi.org/10.1128/JCM.02430-16.

- : ez’ México Ci - - oy " México Ci 21 Civil * - > Uni - - Patients with atients with s 5123 (24.7) S8 (31.3) = | 3 Bialek, R, et al. 2002. Evaluation of t ted PCR for detection of Histopl latum DNA
Hospital General "Dr. Manuel Gea Gonzalez”, Mexico City; Hospital Dr. Gaudencio Gonzalez “La Raza”, México City; Hospital Civil “Fray Antonio Alcalde”, Unidad de VIH, Guadalajara, Jalisco; culture positive Culture histopathology Liver or spleen 0/10 (0) 0/11 (0) i A 5. Blalek, R., et al. 2002. Evaluation or two neste assays for detection of Histoplasma capsulatum
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, San Luis Potosi, S.L.P.; Hospital General de Puebla “Dr. Eduardo Vazquez Navarro”, Puebla; Hospital de Alta Especialidad de Veracruz, Veracruz; & HP positive Lung 16 (16.7) 218 (29) 1N Human tissue. J. Clin. Microbiol. 40: 1644-1647. | , |

- - L r o\ - - 1 n=54 n=24 _ el 1 (©) S e s e s e 4. LeMonte A, Egan L, Connolly P, Durkin M, Wheat LJ. Evaluation of the IMMY ALPHA Histoplasma Antigen
-Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”, Villahermosa, Tabasco; CAPASITS-COECIDA Oaxaca, Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca HRAEO, Oaxaca n=11 Testicle 0/1 (0) €0 co basco cruz xaca bla pas mero | tana los ' ! ! ! ! '

_ _ _ _ , _ _ _ _ ] Central nervous system 013 (0) 0/1 (0) City Roo Enzyme Immunoassay for Diagnosis of Histoplasmosis Marked by Antigenuria . Clinical and Vaccine Immuno-
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Diagnosticos diferenciales de fiebre en pacientes con sospecha
de histoplasmosis e infeccion por VIH/SIDA en México:
Estudio multicéntrico

INCMNSZ

**Niembro-Ortega M', Crabtree-Ramirez B', Martinez-Gamboa R', Rangel-Cordero A',Velazquez-Zavala N',Santiago-Cruz J', Diaz-Lomeli P!, Méndez-Ramos S', Gamboa-Dominguez A', Reyes-
Gutiérrez E',Jandete-Medina M', Ahumada-Topete V2, Andrade-Villanueva J3, Araujo-Meléndez J4, Chaparro-Sanchez A°, Cruz-Martinez S°, Flores-Barrientos O’, Gaytan-Martinez J°, Gonzalez-
Hernandez L3, Hernandez-Ledn C8, Lozano-Fernandez V2, Manriquez-Reyes M?, Magaina-Aquino M#, Martinez-Ayala P3, Ramirez-Hinojosa J1°, Rivera-Martinez N'2, Reyes-Teran G2, Rodriguez-
Zulueta P10, Ruiz-Quifiones J’, Torres-Gonzalez P', Sifuentes-Osornio J', Ponce de Ledn-Gardufio A', a nombre del Consorcio Mexicano para el Estudio de Infecciones Fungicas Invasivas

(1) Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, Ciudad de México; (2) Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, Ciudad de México; (3) Hospital Civil Fray Antonio Alcalde, Unidad de VIH, Guadalajara, Jalisco; (4) Hospital Central
Dr. Ignacio Morones Prieto, S.L.P.; (5) Hospital Dr. Gaudencio Gonzalez “La Raza”, Ciudad de México; (6) CAPASITS COECIDA Oaxaca Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca HRAEO, Oaxaca; (7) Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan
Graham Casasus”, Villahermosa, Tabasco; (8) Hospital General de Puebla “Dr. Eduardo Vazquez Navarro”, Puebla; (9) Hospital de Alta Especialidad de Veracruz, Veracruz; (10) Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, Ciudad de México

Antecedentes
]

« Lafiebre es un signo comun entre los pacientes con VIH/SIDA'y
generalmente la causa es de origen infeccioso
« Las infecciones oportunistas ocurren unicamente en la presencia

de inmunodeficiencia severa
« Estudio pacientes en SALVAR?: el 4.6% (n=1885) de los
pacientes registrados entre 2008-2012 murieron en los

primeros 6 meses; el 87.3% tenian CD4 <200 cel/mm?3
» La histoplasmosis diseminada y progresiva (HDP) es mortal si no
se establece un diagnostico oportuno y se inicia tratamiento
» Los sintomas clinicos son inespecificos y simulan los de
tuberculosis
* En México no contamos con informacion sobre la incidencia de
esta infeccion en pacientes con VIH

Obijetivo

e
» Definir las causas de fiebre en pacientes con “Sospecha de

Histoplasmosis” e infeccion por VIH/SIDA en México, como parte
de un estudio de pruebas diagnoésticas de HDP

Material y Metodos

e
» Estudio doble ciego, multicéntrico, prospectivo, de pruebas

diagnosticas

* 10 hospitales de referencia en siete estados de la Republica
Mexicana

* Del 01 de noviembre de 2015 al 31 de enero de 2018

- El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion
de cada hospital

Criterios de inclusion:

 Pacientes con infeccion por VIH con “Sospecha de HDP”

identificado por un meédico Infectélogo en cada centro

« “Sospecha de HDP”: Fiebre + 2 de los siguientes criterios:

« Pérdida de peso .
» Linfadenopatias
 Hepatomegalia
 Esplenomegalia .
« Ulceras en mucosas
« Lesiones en piel

« Sagrado Gl

Bicitopenia o pancitopenia (Hb <10 g/dL,
cuenta total de neutréfilos <1.8 x 103/uL,
plaquetas <100,000 /uL)

Elevacion de 2 veces el limite superior
normal de AST, DHL y/o ferritina

» Evidencia radiografica de involucro
extrapulmonar

« “Histoplasmosis probada”: Cultivo positivo para Histoplasma

capsulatum y/o histopatologia compatible con histoplasmosis

Paciente identificado con “Sospecha de HDP” Hemocultivo sangre periférica:
¥ * 5 mldesangre en BD BACTEC™ Myco/F Lytic Vial

. ” _ PCR para Hc100 en sangre periférica:
Firma de consentimiento informado y llenado 4 mlde sangre en Tubos BD Vacutainer® EDTA 7.2 mg

de cuestionario demografico / clinico

_ Mielocultivo:
v * 5 mldesangre en BD BACTEC™ Myco/F Lytic Vial
Toma de muestras clinicas para el diagnéstico || * 3 ml de sangre en BD BACTEC™ Peds Plus™/F Vial
con base al criterio de cada investigador * 0.5 ml de sangre en medio Lowenstein-Jensen
‘ * 0.5 mlde sangre en medio Sabouraud
PCR para Hc100 en médula ésea:
Envio de las muestras al Laboratorio de * 4 mlde sangre en Tubos BD Vacutainer® EDTA 7.2 mg
Microbiologia Clinica y al Departamento de
Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Biopsia:
Cultivo

Médicas y Nutricidn “Salvador Zubiran”
* Medio Stuart (transportacion)

) 4 - Medio BD BACTECTM Plus Aerdbico
El andlisis de las muestras fue cegado para * Medio BD BACTECTM Plus Anaerdbico
todas las partes * Medio Lowenstein-Jensen
1 * Medio Sabouraud

Analisis histopatoldgico: Formaldehido 10%
PCR para Hc100 en biopsias:
* Tejido macerado y suspendido en S.S. estéril 0.9%

Los resultados preliminares y definitivos de
los cultivos e histopatologia fueron
informados al investigador tan pronto se

tenian disponibles

Antigeno EIA Histoplasma en orina IMMY ALPHA:
20 ml de orina: contenedor estéril 42C (transporte)

Instituciones participantes: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), Instituto Nacional

de Enfermedades Respiratorias (INER), Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, Hospital Dr. Gaudencio Gonzalez “La
Raza”, Ciudad de México; Hospital Civil “Fray Antonio Alcalde”, Unidad de VIH, Guadalajara, Jalisco; Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto”, San Luis Potosi, S.L.P.; Hospital General de Puebla “Dr. Eduardo Vazquez Navarro”, Puebla; Hospital de Alta
Especialidad de Veracruz, Veracruz; Hospital Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”, Villahermosa, Tabasco;
CAPASITS-COECIDA Oaxaca, Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca HRAEO, Oaxaca

Resultados

* Ingresaron 386 pacientes, de los cuales se eliminaron 34 por no
no cumplir con los criterios de inclusion. De los 352 pacientes a

analizar la distribucion por centro se muestra en la grafica 1.

OAXACA 11 '?fo/zf 15
(3%) 3 INCMNSZ 52
TABASCO 29 (14.8%)

(8%)
VERACRUZ 14
(4%)
sLP.1 &8
(0.3%) .

PUEBLA
24 (7%)
INER 94
(27%)

Google My Maps

MAPA LocallzaC|on de casos probados de HDP
de acuerdo a lugar de residencia.
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GRAFICA 1. Distribucién de pacientes ingresados
al protocolo por centro.

TABLA 1. Tasa de positividad para HDP por centro.

CENTRO
n=242

REGION
SURESTE

GUADALAJARA
n=56

n=54

Género (masculino), n (%) 304 (86.4) 44 (81.5) 50 (89.3) 207 (86.6) 0.47
Edad (afios), media (DS) 35.6 (£9.8) 32.4 (£9.7) 36.7 (£8.4) 36.0 (£10.0)  <0.001
Infeccion por VIH
Meses desde el diagnéstico mediana, (RIQ) 3 (0-49) 2 (0-8) 5 (0-49) 2.5 (0-67) 0.02
Cuenta de CD4 (cél/mm?3) mediana (RIQ) 37 (15-83) 44 (17-93) 34 (17-105) 36 (14-78) 0.85
Numero de pacientes con CV>200 copias/mm?3 257 (73) 43 (79.6) 40 (71.4) 174 (71.9) 0.49
Virgenes a tratamiento ARV 195 (55.7) 33 (61.1) 29 (51.8) 133 (55.4) 0.61
Recibié ARV alguna vez 155 (44.3) 21 (38.9) 27 (48.2) 107 (44.6) 0.61
Basados en ITIN 90 (25.6) 15 (27.8) 14 (25) 61 (25.2) 0.92
Basados en IP 35 (10) 4(7.4) 9 (16.1) 22 (9.1) 0.23
Basados en 6 (1.7) 1(1.8) 1(1.8) 4 (1.6) 0.99
Signos y Sintomas
Pérdida de peso (>5% del peso total en los ultimos 318 (90.6) 49 (90.7) 48 (85.7) 221 (91.7) 0.38
6 meses)
Hepatomegalia 241 (68.5) 46 (85.2) 17 (30.3) 178 (73.5) <0.01
Linfadenopatia periférica 230 (65.3) 22 (40.7) 37 (66.1) 171 (70.6) <0.01
Tos 213 (60.7) 40 (74.1) 26 (46.4) 147 (61) 0.01
Esplenomegalia 188 (53.4) 28 (51.8) 14 (25) 146 (60.3) <0.01
Diarrea 173 (49.3) 23 (42.6) 28 (50) 122 (50.6) 0.56
Lesiones cutaneas 82 (23.4) 17 (31.5) 16 (28.6) 49 (20.3) 0.13
Ulceras en mucosas 47 (13.4) 5(9.3) 3(5.3) 39 (16.2) 0.06
Sangrado gastrointestinal 42 (12) 10 (18.5) 1(1.79) 31(12.9) 0.02
Laboratorio
Cuenta de plaquetas (cél x 103/ml), mediana (RIQ) 13%20()67- 105.5 (51-184) 91 (59.8-142.4) 168 (73-259) <0.001
Aspartato aminotransferasa (UI/L), mediana (RIQ) 59 (31.5-120) 70 (49-131) 128 (84-236) 47 (27-84) <0.001
Fosfatasa alcalina (U/L), mediana (RIQ) 147.5 (89- 276 (154-458) 170 (94-302) 128 (81-218) <0.001
276.5)
Deshidrogenasa lactica (mg/dL), mediana (RIQ) 436 (219-867) 867 (633- 726.5 (476-1549) 303.5 (188.5- <0.001
1658) 544)
Evidencia radiografica de involucro 241 (68.7) 25 (46.3) 19 (34.5) 197 (81.4) <0.001

extrapulmonar

TABLA 2. Comparacion por regiones de datos clinicos, de laboratorio y radiograficos de los pacientes ingresados al
estudio. Sureste (Veracruz, Tabasco y Oaxaca); Guadalajara; Centro (INCMNSZ, INER, Gea Glz., La Raza,
Puebla).
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GRAFICO 2. Distribucion de diagndsticos establecidos por regiones en los pacientes ingresados al estudio.

Conclusiones
e
« El diagndstico mas frecuente entre los pacientes ingresados fue HDP, demostrando

que la definicion de “Sospecha de HDP” como criterio de inclusién tuvo un buen

desempenfo

« La segunda causa mas frecuente de fiebre fue infeccién por micobacterias (M.
tuberculosis y MAC) con mayor numero de casos en los hospitales de la “Regién
Centro” del pais

» Los pacientes fueron identificados por infectélogos lo cual puede contribuir al
rendimiento diagndstico

* No se pudo establecer un diagndstico definitivo en 157 pacientes (44.6%)

1. Salud publica de méxico / vol. 57, suplementi@@ de 2015
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Introduction

Methodology

Disseminated histoplasmosis (DH) is an AIDS-defining condition and the
most common endemic fungal infection in North America. The current
diagnostic tests for DH are time-consuming, expensive and not widely
available.’

Recently a nested PCR targeting a 100-kDa protein (Hc100) from
Histoplasma capsulatum was described for DH diagnosis.?

Additionally the IMMY ALPHA Histoplasma Antigen EIA, an
iImmunoenzymatic, sandwich microplate assay used for the qualitative
detection of histoplasma antigens in urine was FDA approved for in-site
use.3

Multicenter comparisons of these two tests against fungal culture and
histopathology analysis in HIV population are lacking.

Primary outcome: to determine the sensitivity and specificity of PCR
Hc100 in peripheral blood samples vs peripheral blood culture for the
diagnosis of DH in HIV infected patients

Secondary outcomes:
* Determine the sensitivity and specificity of PCR Hc100 in:
o Bone marrow vs bone marrow culture
o Biopsy vs biopsy culture
* Determine the sensitivity and specificity of IMMY ALPHA
Histoplasma Antigen EIA vs “Proven disseminated

histoplasmosis’ definition

Double-blind, multicenter, = |nclusion criteria: HIV infected
prospective, diagnostic test patients with “Suspicion of DH”
study identified by an Infectious diseases

specialist in each center
10 referral hospitals from

seven different states of = Proven disseminated
Mexico histoplasmosis: culture positive for

Histoplasma capsulatum and/or
histopathology compatible with
histoplasmosis

November 2015 to April 2018

The research was approved

at each hospital by their own = “Suspicion of DH” = Any 3 of the
Ethics and Investigation following or fever + any 2 of the
committee following criteria:

Weight loss Bicytopenia or pancytopenia (Hb <10 g/dL, total
Lymphadenopathy neutrophil count <1.8 x 103/uL, platelets <100,000/uL)

Elevation of two times the upper limit of normal of AST,
DHL or ferritin

Hepatomegaly
Splenomegaly

Mucosal ulcers

Skin lesions
Gastrointestinal bleeding

Radiographic findings suggestive of extrapulmonary
infection

Statystical analysis: Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative
predictive value and positive likelihood ratio and their 95% confidence intervals
(95% CI) for PCR Hc100 and the IMMY ALPHA Histoplasma Antigen EIA using as
standard of reference the positivity of cultures and/or histopathology results from
biopsies in non-pulmonary samples. STATA 14.1 Software (College Station, TX)

/

Patient identified with
“Suspicion of DH”

]

Informed consent &
case report form

]

Samples taken for diagnosis
according to investigator’s
criteria

|

Peripheral blood culture:

. 5 ml of blood in BD BACTEC™ Myco/F
Lytic culture vial

PCR for Hc100 in peripheral blood:

. 4 ml of blood in BD Vacutainer® K, EDTA
7.2 mg Tubes

Bone marrow culture:

. 5 ml of blood in BD BACTEC™ Myco/F
Lytic culture vial

. 3 ml of blood in BD BACTEC™ Peds
Plus™/F culture vial

. 0.5 ml of blood in a Lowenstein-densen
medium

. 0.5 ml of blood in Sabouraud medium

Clinical Microbiology PCR for Hc100 in bone marrow:
Laboratory and Pathology . 4 ml of blood in BD Vacutainer® K, EDTA
Department at Instituto Nacional 7.2 mg Tubes
de Ciencias Médicas y Nutriciéon :
9 A . Biopsy:
Salvador Zubiran”, México City Culture:

. Stuart media (transportation)
. BD BACTEC™ Plus Aerobic medium
. BD BACTEC™ Plus Anaerobic medium
. Lowenstein-densen medium
. Sabouraud medium
. Histopathology analysis: 10%
formaldehyde
PCR Hc100 in biopsies:
. Macerated tissue and suspended in
sterile saline solution 0.9%

|

Sample analysis was blinded
for all parties

|

Preliminary and definitive
culture and histopathology
results were informed to
iInvestigators as soon as they
were available

IMMY ALPHA Histoplasma Antigen EIA:
. 20 ml of urine transported in a sterile
containerat 4 °C

Results

INCMNSZ

PCR AND URINE ANTIGEN FOR THE DIAGNOSIS OF DISSEMINATED
HISTOPLASMOSIS IN AIDS PATIENTS IN MEXICO

Maria D. Niembro-Ortega', Rosa Areli Martinez-Gamboa', Pedro Torres-Gonzalez', Brenda E. Crabtree-Ramirez!, Andrea Rangel-Cordero', Nancy G. Velazquez-Zavala', José Sifuentes-

Osornio’, Alfredo Ponce de Leén-Garduio’, for the Mexican Consortium for the Study of Invasive Fungal Infections
1.Infectious Diseases Department, Clinical Microbiology Laboratory, Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, Vasco de Quiroga 15, Secc. XVI, Tlalpan C.P.14080, Mexico
City, Mexico; doloresniembro@gmail.com; tel. 00525554870900. FUNDING ENTITY: “Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social” GRANT Number 0261482, CONACyT

Graphic 1. Study flow chart of participants through the study

(STARD diagram)

Inconclusive = insufficient sample, coagulated sample, did not

amplify beta-globin.

Potentially eligible
participants
n=444

A
Patients with “Suspicion” of DH
(Nov 2015 — April 2018)

n=412

Excluded
n=32

_| - Incomplete clinical information (n=4)
- Do not meet inclusion criteria (n=25)
- Received amphotericin B >72 h prior to samples (3)

No index test

| - PCR peripherally blood (n=17)
"| - PCR bone marrow (n=63)

- PCR biopsies (n=336)

|

PCR blood
sample
n=395

Negative
n=301

No

culture |«
n=8

blood

Positive
n=91

Inconclusive
n=3

No
» cu

n=2

blood
lture

Blood culture
taken
n=293

Blood culture
taken
n=89

PCR bone
marrow
n=349

Negative
n=256

Positive
n=85

Blood culture
taken
n=3

Bone marrow
culture taken
n=256

Bone marrow
culture taken
n=85

Inconclusive
n=8

\ 4
PCR
biopsies

n=87

Negative
n=52

Bone marrow
culture taken
n=8

Biopsy
culture
taken
n=52

Positive
n=32

Inconclusive
n=3

Biopsy
culture
taken
n=32

Biopsy
culture
taken
n=3

Final diagnosis
Histoplasmosis n=23
Other diagnosis n=39
Negative n=231

Final diagnosis
Histoplasmosis n=43

Other diagnosis n=14

Negative n=32

Final diagnosis
Histoplasmosis
n=3

@ Disseminated Histoplasmosis @ Without a diagnosis

24%

50%

Final diagnosis
Histoplasmosis n=17
Other diagnosis n=48
Negative n=191

Final diagnosis
Histoplasmosis n=56
Other diagnosis n=13
Negative n=16

Final diagnosis
Histoplasmosis n=2
Other diagnosis n=2
Negative n=4

Final diagnosis
Histoplasmosis n=1
Other diagnosis n=10
Negative n=41

Final diagnosis
Histoplasmosis n=10
Other diagnosis n=9
Negative n=13

Final diagnosis
Histoplasmosis
n=1

Negative n=2

Another diagnosis (Not DH)

26%

Graphic 2. Numer of patients by final diagnosis.

Total of 107 patients with DH (22 patients had at least

other diagnosis in addition to DH).
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Characteristic Total
n=412 (%)
Gender (male), n(%) 357 (86.6)
Age (years), mean (SD) 35.8 (£9.9)
HIV infection
Months since HIV 2 (0-35.3)

diagnosis, median (IQR)

CD4 count (cells/mm3),

median (min-max)

ART naive

70.2 (0-1493)

226/411 (55.0)

Signs and Symptoms
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o
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Mexico

Fever

Weight loss
Hepatomegaly
Splenomegaly

Peripheral adenopathy
- Cutaneous lesions

Mucosal ulcers

AAAAAAA

Sa

Map data ©2018 Google L IN

Map. Localization of proven DH cases according to

Gl bleeding

n Jos

Bi or pancytopenia
Elevation of AST

Elevation of LDH

Elevation of ferritin

EGI

Extrapulmonary

391/411 (95.1)
371/412 (90.1)
290/412 (70.4)
223/412 (54.1)
260/412 (63.1)
97/412 (23.5)

52/412 (12.6)

50/412 (12.1)

170/404 (42.1)
143/384 (37.2)

126/339 (37.2)

56/62 (90.3)
283/410 (69.0)

Proven DH

n=102 (%)
84 (82.4)
34.0 (+9.5)

2 (0-32)
50.0 (0-340)

60/102 (58.8)

101/102 (99.0)
93/102 (91.2)
68/102 (66.7)
50/102 (49.0)
49/102 (48.0)
33/102 (32.4)
12/102 (11.8)
10/102 (9.8)
51/101 (50.5)
60/98 (61.2)

66/90 (73.3)

13/14 (92.9)
49/101 (48.5)

MTB/MAC
n=58 (%)

51 (87.9)
33.6 (+8.7)

4 (0.25-73.75)
47.5 (1-369)

29/58 (50)

53/58 (91.4)
56/58 (96.6)
50/58 (86.2)
41/58 (70.7)
44/58 (75.9)
14/58 (24.1)
11/58 (19.0)
6/58 (10.3)

22/58 (37.9)
19/53 (35.9)

9/48 (18.8)

10/10 (100)
47/58 (81.0)

0.35
0.81

0.09

0.60

0.28

0.01
0.19
0.01
0.01
0.01
0.27
0.21
0.91
0.12
0.01

<0.001

0.38
<0.001

residence. radiographic involve
Table 1. Comparison of demographic and clinical information of patients with DH vs
MTB/MAC.
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Graphic 3. Diagnosis established in enrolled patiets. mDH Not DH

PCR Hc100

PCR Hc100 bone
marrow

PCR Hc100

Urine Antigen
IMMY ALPHA

Sensitivity %

(95% Cl)

Specificity %

(95% Cl)

Positive predictive
value % (95% CI)

Negative predictive
value % (95% ClI)

Positive likelihood
ratio (95% CI)

Negative |

ikelihood

ratio (95% CI)

peripheral blood
65.2 (54.1-74.9)

85.4 (83.1

48.3 (37.6-59.2)
92.2 (88.5-95.0)

4.5 (3.2-6.0)

0.4 (0.3-0

-87.5)

6)

76.7 (67.3-84.3)
89.2 (86.6-91.3)
65.9 (54.8-75.8)
93.4 (89.6-96.1)

7.1 (5.0-9.6)

0.3 (0.2-0.4)

biopsy

3.0 (1.7-3.5)

0.1 (0.01-0.6)

91.0 (59.4-99.5)
70.0 (65.1-71.2)
31.3 (16.1-50.0)

98.1 (89.7-100)

66.3 (60.0-71.0)
96.2 (94.0-98.0)
86.3 (76.7-93.0)
89.0 (85.0-92.1)

17.6 (9.9-33.1)

0.4 (0.3-0.4)

Table 2. Diagnostic accuracy of PCR in peripheral blood, bone marrow and biopsies samples and of the IMMY ALPHA Histoplasma
Urine Antigen.

Discussion and Conclusions

To our knowledge this is the largest, national, multicenter and standardized study in HIV population
for the performance of different diagnostic tests in disseminated histoplasmosis in México.

In our population, Hc100 PCR and IMMY ALPHA Histoplasma Antigen had a good diagnostic
performance for disseminated histoplasmosis in terms of high negative predictive value and
specificity respectively. Although the usefulness of the test may vary depending on the disease
prevalence and the suspect index of the physician requesting the test. Both tests can be available
within hours, are easy to perform and accesible for resource limited laboratories in developing

countries.

Nevertheless, the culture-based approach should ensue simultaneously since co-infections are

frequent and a negative result of IMMY ALPHA does not discard DH in patients from endemic

regions. We acknowledge that there is a more recent kit from IMMY (IMMY H. capsulatum GM EIA)

commercially available but not FDA approved.

Limitations to our study: despite an intensive diagnostic workup, 50% of the patients could not reach
a definite diagnosis. Additionaly, we did not perform molecular probe testing for positive cultures to
distinguish from other fungi with similar macroconida to H. capsulatum.

1. Azar MM, Hage CA. 2017. Laboratory diagnostics for histoplasmosis. J Clin Microbiol 55:1612—1620. https://doi.org/10.1128/JCM.02430-16.
2. Bialek, R., et al. 2002. Evaluation of two nested PCR assays for detection of Histoplasma capsulatum DNA in human tissue. J. Clin. Microbiol. 40: 1644—-1647.

3. LeMonte A, Egan L, Connolly P, Durkin M, Wheat LJ. Evaluation of the IMMY ALPHA Histoplasma Antigen Enzyme Immunoassay for Diagnosis of Histoplasmosis
Marked by Antigenuria . Clinical and Vaccine Immuno-logy : CVI. 2007;14(6):802-803. doi:10.1128/CV1.00035-07. 128
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS POR CADA PACIENTE

"Evaluaciéon de Marcadores Moleculares (PCR para las secuencias 1281-1283220 SCAR y Hel00) para el Diagnéstico
de Histoplasmosis Diseminada en Pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida”

L Marque con una “X” en la casilla correspondiente al centro participante:

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Haospital Central “Dr. Ignacio Morones
Nutricion “Salvador Zubiran” Prieto”, San Luis Potosi, S.L.P.

Instituto Nacional de Enfermedades Hospital de Alta Especialidad de Veracruz
Respiratorias {(INER) "Virgilio Uribe”

Hospital General “Dr. Manuel Gea Hospital Regional de Alta Especialidad de
Gonzalez” Oaxaca (HRAEQ)

Hospital Civil “Fray Antonio Alcalde”,

Unidad de VIH, Guadalajara, Jalisco Hospital Regional de Alta Especialidad de
Hospital General de Puebla “Dr, Eduardo Vitla Hermosa, Tabasco

Vazaguez Navarro”

I1, Datos demogrificos:

Registro; Nombre: Edad (afios):
Género: Femenino | Ocupacién:
Masculino
Servicio de ingreso a: Fecha de ingreso (dd/mm/anraa);
Urgencias
Hospitalizacion
Unidad de terapia intensiva

LUGAR de residencia ACTUAL (ciudad y estado):

LUGARES de residencia PREVIA (ciudad y estado):

Yiajes en los iltimos 6 meses: Si Especifique lugar:
No

Margue con una *X” si el paciente ha tenido algin factor epidemiolégico importante:

Contacto con aves 0 con sus excretas Trabaja o haber trabajado en un laboratorio que manipulen cepas
de histoplasma

Contacto con murciélagos o con sus excretas Haber realizado ecoturismo {entrar a cuevas, zonas arqueoldgicas)

Trabaja o haber trabajado en bodegas Diagnostico de histoplasmosis previamente

Exposicion laboral {gedlogos, mineros, campesinos, trabajar en la construccidn, arquedlogos, trabajadores de gnano)

Fecha de diagnéstico de VIH (mm/aaaa):

It paciente es virgen a tratamiento antirretroviral: 5
i

No

En caso de responder “No” a la pregunta anterior, anote el tratamiento antirretroviral actual o el iiltimo que ha recibido ¢l
paciente:

Nombre genérico
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Anote los valores mas recientes:

CD4+ (cel. full) de:

Fecha (dd/mm/aaaa):

Carga viral VIH {copias/mL) de:

Fecha (dd/mmv/aaan):

II1. Marque con una “X” si el paciente cuenta con alguna de las signientes comorbilidades:

Infarto agudo miocéardico EPOC Diabetes mellitus con Linfoma
lesion a Organo blanco
Insuficiencia cardiaca congestiva Enfermedad de tejido Hemiplejia Hepatopatia cronica
conectivo moderada / severa

Enfermedad vascular periférica

Ulcera gastroduodenal

Insuficiencia renal
cronica

Tumor o neoplasia solida
con metastasis

Evento vascular cerebral

Hepatopatia cronica leve

Tumor o neoplasia SIDA

solida sin metdstasis

Demencia Diabetes mellitus sin Leucemia Receptor de trasplante:
lesion a drgano blanco 0
Virus Hepatitis B Virus Hepatitis C organo solido
médula dsea O
Otro:

IV. Marque con una “X” los firmacos que ha consumido el paciente en el filtimo afio:

Glucocorticoides Micefenolato

Inhibidores de TNF-¢. Metotrexate

Azatioprina Quimioterapia
Hidroxicloroquina Agentes bioldgicos
Tacrolimus Otro:

Ciclosporina Ninguno de los anteriores

V. Marque con una “X” si el paciente tiene otras infecciones oportunistas diagnosticadas de manera concurrente y
que el paciente presente actualmente o se encuentre en tratamiento para:

Myeobacterium tuberculosis Mycobacterinm avium complex
Mycobacterium bovis Cryptococosis

Candida esofagica Coccidioidomicosis

Herpes simple Enfermedad por CMV
Toxoplasmosis Criptosporidiosis

Septicemia por Salmonella Isosporiasis

FPneumocystis jirovecii Otro:

Sarcoma de Kaposi

Sifilis Ninguno de los anteriores

V1. Marque con una “X” si el paciente actualmente ha recibido tratamienfo antifiingice por cualquier causa, en caso
de ser afirmativa su respuesta especifique el tiempo de uso y el firmaco:

Si

Uso de anti flingicos por < 72 hr

Fluconazol

No

Uso de anti fingicos por >72 hr

Jtraconazol

Voriconazol

Anfotericina B

Equinocandinas
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V1. Marque con una “X” los datos que presente el paciente en relacion a su padecimiento actual:

digestivo

Lesion renal
aguda

Esplenomegalia

Abscesos esplénicos

Pancreatitis

Colecistitis

Lesiones adrenales

Lesiones en colon o intesting
delgado

Lesiones en SNC

Pericarditis

Endocarditis

Osteomielitis

Artritis séptica

Prostatitis

Epididimitis

Signos y Sintomas Laboratorio Estudios radiologicos Tratamiento
Pérdida de peso Hemoglobina <10 Evidencia radiogréafica de involucro
g/dl pulmonai:
Disnea Cuenta total de l } S ! t No ‘
neuntrofilos <1.8
x10%/L (<1800/uL, ——
( uL) Consolidaciones
Tos Pla(;uetas <100 Infilirados micronodulares
XIO/"IL (100, Patrén de arbol en
= 000/n ) gemacion Respuesta clinica a
ausea El;vacnon dle} AST Nédulos pulmonares tratamiento empirico con
>2 veces el Hmite YR . s
(, o d Lesiones cavitadas antifiingico en las siguientes dos
buperlor- [+ D I al semanas
referencla) cIrame p ciira
Adenopatias mediastinales I | Si l l No ]
Vdmito Elevacion de DHL
(>2 veces ellimite | pyidencia radiogréfica de involucro
superior normal) extrapulmonar:
Especifigue medicamento:
Diarrea Elevacion de l l Si I f No I
ferritina
: . ; Fluconazol
Fiebre Tipo de estudio y hallazgos:
Itraconazol
- [ | Ulirasonido 1 TAC—}
Adenopatias Ketoconazol
Hepatomegalia Adenopatias cervicales -
! Voriconazol
Esplenomegalia Adenopatias axilares 5 ]
" — 0SACONAZO
Ulceras en Adenopatias mediastinales )
mMucosas . - P
’ Adenopatias abdominales Anfotericina B
Lesiones Adenopatias retroperitoneales f\io;wo']a'to 5
cutdneas T f N Hotericina
Adenopatias :.ngumaleb complejo lipidico
Sangrado o Hepatomegalia Anfotericina B
tlceras en tubo Abscesos hepéticos liposomal
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VII. Solo si se cuentan con los siguientes dafos favor de anotar los resultados de los Iaboratorios al ingreso del

paciente:

1LABORATORIOS

RESULTADO

Hemoglobina (g/dl)

Hematocrito (%)

Leucacitos (cel. x 1000/mm®)

Neutréfilos (%)

Linfocitos (%)

Plaquetas (cel. x 1000/mm’)

Glucosa (mg/di}

Creatinina {ing/dl)

BUN (mg/d})

Sodio (mEq/l)

Potasio (mEqg/h)

Cloro (mEg/D)

CO2 (mEqg/l)

ALT (TGP) (UVL)

AST (TGO) (UVL)

Bilirrubina total {mg/dl)

Bilirrubina directa {mg/dl)

Bilirrubina indirecta {mg/dl)

Fosfatasa alcalina (mg/dl)

Gamaglutamiitranspeptidasa (mg/di)

Proteinas totales (g/dl)

Albdimina (g/dl)

Globulina (g/dl)

VSG (mm/hr)

PCR (mg/dl)

DHL (mg/dl)

Ferritina (ng/ml)
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YII. Marque con una “X” Ias muestras que se tomaron al paciente y serdn enviadas al “Laboratorio de

Microbiologia del INCMNSZ” para su analisis:

A) 1-53 mL de sangre periférica para el cultivo por
lisis

(] Frasco BACTEC Myco/F Lytic Culture Vials)

E) 7-14 mL de médula dsea para cultivo y PCR para 1281-
1283459 SCAR y del gene Hel00

Frasco BACTEC Myco/F Lytic Culture Vials
(1-5m)

Frasco BACTEC peds Phus/F Culture Vials
(1-3 mi)

Tubo con agar Sabouraud (0.5-1 ml)

Tubo con agar Lowenstein-Jensen (0.5-1 mi)

4 mL de sangre de médula 6sea para PCR para
1281-1283,79 SCAR v del gene Hel00 en tubo
EDTA

Laminilla para tincidn de Gram

Laminilla para tincién ZN

ELaminifla para tincion de Grocott

Laminilla para tincién de Wright

B) 4 mL de sangre peritérica para obtener
concentrado leucocitario para tincidn

]  Entubo de EDTA

F) Biopsia de tejido Vpara cultivo

[ En medio de transporte de Stuart

Especifique sitio anatémico:

C) 4 mL de sangre periférica para realizar PCR 1281-
1283220 SCAR vy del gene Hcl00

L1 Eatubo de EDTA

G) Biopsia de tejido para patologia
[:} En frasco con formol

Especifique sitio anatémico:

D) 20 mL de orina para detectar antigeno de /.
capstlatum

{7 En frasco estéril para recoleccién de orina

134




IX. Marque con una “X” como clasificaria al paciente con Ia informacidén que cuenta hasta el momento:

SOSPECHA DE HISTOPLASMOSIS e

DISEMINADA:

Enfermo conocido con infeccion por VIH con o sin
tratamiento antirretroviral que presente FIEBRE v al
menos dos de ias siguientes manifestaciones:

o Adenopatias, nepatomegatia,
esplenomegalia, Ulceras en  mucosas,
lesiones cutaneas, sangrado o Ulceras en
tubo digestivo

o Bicitopenia o pancitopenia®, slevacion ds
AST (»2 veces el limite superior de
referencia), elevacion DHL {>2 veces el limite
superior de referencia), elevacion de ferritina

» Bicitopenia ¢ pancitopenia™
Hemoglobina <10 gfdL (100 o/L);
cuenta toial de neutrofilos <1.8 x10%L
(<1800/uL); plaquetas <400 x10Q%L
{<100,000/uL)

Evidencia radiografica de involucro exirapulmonar

CASO PROBABLE DE HISTOPLASMOSIS' .

ELISA para VIH positivo + 2 de los siguientes:
DISEMIANADA.: o Antigeno urinario para histoplasma positivo
ylo
o Concentrado leucocitaric con levaduras
infracelulares, y/o
o Citopenias sin otra explicacion yfo
o Respuesta clinica a tratamiento empirico en
las siguientes dos semanas
RESPUESTA CLINICA A TRATAMIENTO « El paciente deberd cumplir todas las siguientes:
EMPIRICO: o Temperatura maxima diaria menor a 37.8 °C
por 72 h consecutivas sin uso de antipiréticos
o No presentar incremento en la gravedad de
signos, sintomas o anormalidades en el
taboratorio atribuibles a histoplasmosis
o Resolucion de al menos un signo o sintoma
de histoplasmosis que calificé al paciente
para ingresar al protecolo
CASO PROBADO DE HISTOPLASMOSIS o ELISA para VIH positivo v uno o mas de los
DISEMINADA: siguientes:
o Cultivoe posilivo (Hemocultivo por lisis,
mielocultivo, cultivo de tejido)
o Histopatologia compatible con histoplasma
{levaduras intracelulares) en cualquier
muestra clinica de {ejidos
CASO DESCARTADO DE HISTOPLASMOSIS + Pacientes en los cuales posterior a transcurrido el
DISEMIANDA: periodo de incubacién del cultivo no exista evidencia

de crecimiento de histoplasma, o bien que se haya
identificado ofra causa de los signos y sintemas
iniciales con antigeno urinario negative y que no haya
requerido fratamiento anti fingico.

Nombre de quien llend el cuestionario:

Fecha de llenado;
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INCMN INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION
87 “SALVADOR ZUBIRAN"

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO: "Evaluacion de Marcadores
Moleculares (PCR para las secuencias 1281-1283z0 SCAR y Hc100) para el Diagnéstico de
Histoptasmosis Diseminada en Pacientes con Sindrome de inmunodeficiencia Adquirida"

Investigador principal; Dra. Rosa Areli Martinez Gamboa
Direccion del investigador: Avenida Vasco de Quiroga, Nimero15, Colonia Belisario Dominguez

Seccion XV, Delegacion Tlalpan, Cédigo Postal 14080, México; Distrito Federal,
Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias): 54870800 Ext. 5867,

Celular: 044 55 31174210 TR e T
Investigadores participantes: '&—é‘,& MEDICAS ¥ KUTRICION
- Luls Alfredo Ponce de Leén Garduio 4k TSALVADOR ZuBIRAN®
-~ Pedro Torres Gonzélez S ¢
- Miriam Bobadilla del Valle | 07 SEP 200
- Andrea Rangel Cordero
- Brenda Crabiree Ramirez ECNO TP:LEE SL?{ ?G izl!% AN

- José Sifuentes Osornio

Marla Dolores Niembro Oriega
Nombre del patrocinador del estudio: Laboratorio de Microbiologla Clinica, INCMNSZ

Direccién del patrocinador: Avenida Vasco de Quiroga, Nimero15, Colonia Belisario Dominguez
Seccion XVI, Delegacion Tlalpan, Cédigo Postal 14080, México, Distrito Federal.
Version del consentimiento inforinado y fecha de su preparacion: Primera Version, 23 de Junio

de 2015.

INTRODUCCION:

Por favor, tome todo el tiempo gue sea necesario para leer este documento, pregunte al investigador
sobre cualguier duda que tenga.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Maleria de Investigacion para la salud, la Declaracion de Helsinki y a las Buenas
Practicas Clinicas emitidas por la Comisién Nacional de Bioética.

Para decidir si participa o no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de
los riesgos vy beneficios con el fin tomar una decision informada. Este formato de consentimiento
informado le dara informacion detallada acerca del estudio de investigaciéon que podra comentar con
su médico tratante ¢ con algun miembro del equipo de investigadores. Al final se le pedira gue forme
parte del proyecto y de ser asl, bajo ninguna presién o intimidacién, se le invitard a firmar este

consentimiento informado.

Procedimiento para dar su consentimiento: Usted tiene el derecho a decidir si quiere participar en
esta investigacion, y se puede solicitar todo el tiempo que requiera para considerar esta invitacion. El
investigador le explicara ampliamente los beneficios y riesgos del proyecto sin ningtin tipo de presion
y tendrd todo el tiempo que requisra para pensar solo o con usted decida consultarlo para decirle al
investigador acerca de su decision, Esta decision no tendra efecto alguno sobre su atencidén médica
en el Instituto. Al final de esta explicacion, usted debe entender los puntas siguientes;

Vasco de Quiroga No. 15
Thalpan 14000, D.F, México
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i La justificacion y los objetivos de la investigacion.

i l.os procedimientos que se utilizaran y su propésito, incluyendo fa identificacién de gque son
procedimientos experimentales.

i Los riesgos o molestias previstos.

iV, Los beneficios que se pueden observar,

A2 Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para el sujeto.

Vi Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre los
procedimientos, riesgos, beneficios y ofros asuntos relacionados con la investigacion y el

tratamiente de |a materia.

Vil.  La libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el
estudio, sin que por ello los prejuicios se cree que continuar con la atencion y el
tratamiento, :

Viil.  La seguridad de que no va a identificar al sujeto y que se mantendra la confidencialidad de

la informacion relativa a su privacidad.
IX. El compromiso de proporcionar informacién actualizada obtenida durante el estudio,

aunque esto podria afectar a la disposicion para continuar su participacion,

X. i.a disponibilidad de tratamiento médico y compensacion a que legalmente tiene derecho,
en el caso de que ocurran dafios causados directamente por la investigacion. Puede
solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de darﬁm ,

43

dias futuros. MEDICAS Y NUTRICION
07 SEP 2015

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO
COMITE DE ETICA

"SALVADOR ZUDJRAN®

Estimado Sr.(a) _EN INVESTIGACION

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion le invitan a participar en esle estudio de
investigacion que tiene como objetivo. Determinar la utilidad que tienen dos estudios (ue se
realizan en sangre llamados “PCR dirigida a la region 128112832 SCAR” y “PCR dirigida al
gene He100” para compararios con otros estudios que se hacen de manera habitual en el
diagndstico de una infeccion diseminada causada por un hongo llamado Histoplasma
capsulatum que puede afectar de forma comiin a personas que viven con la infeccién
producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH/SIDA) y que puede poner en
riesgo su vida si no se diagnostica de forina oportuna y se inicia el tratamiento adecuado.

La duracion del estudio seré de dos afios 0 hasta que se tenga el nimero suficiente de pacientes

para evaluar las nuevas pruebas diagndsticas,

El nimero aproximado de participantes sera: 200 pacientes.

Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas:

o Enfermo conocido con infeccién por VIH con o sin tratamiento antirretroviral y que
presenta FIEBRE y al menos dos de las siguienfes manifestaciones:

o Crecimiento generalizado de ganglios, aumento en el tamafio del higado y/o el bazo,
ilceras en mucosas, lesiones en la piel, sangrado o Giceras en tuboe digestivo

Vasco de Quiroga No. 15
Tlalpan 14000, D.F. México
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o Alguna alteracién en Jos siguientes laboratorios: disminuciéon de los niveles de
leucocitos, hemoglobina ylo plaquetas; elevacién de los niveles de enzimas

hepaticas, DHL y/o ferritina

o Evidencia por estudios de imagen de alguna alteracién radiografica en pulmén o en
algin otro organo que sugieran infeccién por el hongo llamado Histoplasma

capsulatum

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
El procedimiento que sera evaluado es: Una prueba de laboratorio ilamada PCR para 1281-

1283220 SCAR y del gene Hc100 en sangre para el diagnostico de infeccion por Histoplasma
capsulatum

Sera comparado contra: Las pruebas que se hacen habitualmente en estos casos cuando se
sospecha infeccidn por Hisfoplasma capsufatum, es decir, cultivos de sangre, médula ésea,
tejidos; biopsias evaluadas por patologia, estudios de sangre y una prueba en orina para la

deteccidn del hongo.

Su probabilidad para ser asignado a uno de los grupos antes mencionado es: A todos los paclentes
que acepten participar en el protocolo se les realizarda todas las pruebas que se hacen
habitualmente para el diagnéstico de infeccion por Histoplasma capsulatum y también se les

realizara la PCR en muestras de sangre y/o tejidos.

Su participacion en el estudio consiste en:

1. En el momento que acepte participar se le realizara una entrevista defallada (Historia
Clinica) para recabar informacién importante acerca de sus antecedentes familiares,
viajes, exposiciones de riesgo (exposicién a toxicos, tabaguismo, consumo de alcohol,
otras drogas, lugares de residencia previos, entre otras), consumo de medicamentos de
manera crénica, enfermedades conocidas, etc. Ademas se le realizard una evaluacion

médica completa.

2, Como parte del abordaje diagnostico de rutina que se realiza de manera habitual en
todo paciente que se tenga sospecha de infeccidn por Histoplasma capsulatum se le
tomaran muestras de sangre ¥y orina.

3. En caso que su médico tratante asi lo considere también se le realizara cultivo de
médula ésea (tejldo donde se producen las células de fa sangre y que se encuentra
recubierto por los huesos grandes) y/o biopsia de tejidos, segtin los hallazgos clinicos.

4, En casc de que su médico tratante decida iniciar tratamiento con cobertura para
{!@?&SSEA(&OE&%I&Q‘&,}W& risita para evaluar la respuesta clinica a los 14 a 21 dias

hos SRIARIP Y atmlento.
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Los procedimientos del estudio incluyen la realizacién de:

Las sigulentes muestras se toman de manera habitual en cualquier paciente con sospecha de
infeccién por Histoplasma capsulatum como abordaje diagnéstico, ain cuando usted no

decida participar en el estudio:

= 10 mL de sangre periférica para el cultivo por lisis
= 10 mlL de orina para detectar antigeno de H. capsulatum
* 4 mL de sangre periférica para obtener concentrado leucocitario para tincion

Ademas en caso de que su médico fratante asi lo decida también se tomarén las siguientes
muestras, independientemente de que decida participar o no el estudio:

»  Se tomaran de 12-20 mL de médula 6sea para cultivo
*  Toma de hiopsias de tejidos segiin amerite el caso

La siguientes pruebas se obtendran durante la misma puncién gque se realice para obhtener las
muestras anteriores, y representan la Unicas muestra adicional a tomar como parte del

estudio:

= 4 mL de sangre periférica en tubo de EDTA para realizar PCR 1281-1283,20 SCAR vy del gene
He100

A estas muestras adicionales se les:

» Realizard una prueba molecular que consiste en la amplificacion de genes del hongo que
detecta la secuencia 1281-1283: SCAR y del gene He100 en su sangre y en caso de gue se
cuente con muestras clinicas de médula 6sea y en biopslas de tejido se realizara también.

Las intervenciones incluidas en el estudio que son parte de su tratamiento estandar son:

« Cultivo de sangre y medula ésea; muestra de sangre para su analisis microscdpico en
bisqueda de datos sugestivos de histoplasma; toma de biopsias para analisis
histopatolégico y cultivo; blisqueda de antigeno de histoplasma en orina.

RIESGOS E INCONVENIENTES
El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacidon para la Salud, sefiala que la

obtencion de muesltras biolégicas representa un riesgo minimo dentro de la investigacion. Los riesgos
‘de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado ligero o moretén en el sitio de la
puncién, mareo o sensacion de desmayo y raramente puede producirse puncién arterial. El personal
que extraerd la muesitra sanguinea estd entrenadc para ello, 1o que minimizard los riesgos de

complicaciones. ﬁm
- ‘? MEDICAS ¥ HUYRIGION
No existe riesgo de ningan lipo en la oblencién de {a muestra de orina. a
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Con la toma de biopsias el rlesgo es variable dependiendo de las caracterfsticas del pacientes y del
sitio de donde se obtendra el tejido, sin embargo en general incluyen los siguientes riesgos:
sangrado, hipotension, infeccion local o sistémica, lesidén de estructuras vasculares o nerviosas. Esto
no es un riesgo adicional por participar en este estudio ya que sélo se llevaréan a cabo si su médico lo
considera necesario en el abordaje diagnostico de la molestia que lo aqueja.

l.os dates acerca de su identidad y su informacion médica no seran revelados en ningin momento
como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccion de datos cilnicos usted no enfrenta riesgos
mayores a los relativos a la proteccion de la confidencialidad la cual serd protegida mediante la

codificacion de las muestras y de su informacién.

BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no esta diseitado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la blsqueda de tener
una prueba accesible y harata gue permita confirmar el diagnostico de histoplasmosis, podria
ser muy Otil para otros pacientes en el futuro. Ademdas gracias a su participacién altruista, su
comunidad se puede beneficiar significativamente al encontrar nuevas formas de atender esta

complicacion médica.
CONSIDERACIONES ECONOMICAS

No se cobrara ninguna tarifa por la participacion en el estudio, sin embargo, los costos de su atencion
médica (consulla, hospitalizacion, medicamentos, estudios de rayos X, ullrasonido, tomografias,
gamagramas, resonancia magnética y estudios de PET) no serdn cublertas por el estudio. Al decidir
participar en el mismo no se le cobrard los sigulentes esludios tomados por sospecha de
histoplasmosis diseminada y progresiva:

- . PCR 1281-1283220 SCAR y del gene Ho100 en sangre

-~ Hemocuitivo por lisis

- Antlgeno de histoplasma en orina

- Mielocultivo

- Concentrado leucocitario

- Analisis histopatolégico de biopsias de tejidos lomadas

COMPENSACION
Si sufre fesiones como resultado de su paricipacién en este estudio, nosotros le proporcionaremos el

tratamiento inmediato vy lo referiremos, en caso de ameritarlo, al especialista médico que requiera. No

contamos con presupuesto para financiar compensaciones por lesiones. El Inslituto Naclonal de

Ciencias Médicas y Nutricidn, Salvador Zubirdn no brinda ningin tipo @l@mﬁ‘i e Eihbe DEAGAR! Pl
N

cubrir el daiio. SALVADOR ZURBIRAN

ﬂ}
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Su participacion es voluntaria. Sin embargo, usted puede elegir no participar en el estudio sin gue
esto condicione su tratamiento o atencién como paciente en el Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:
Los materiales seran propiedad del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién, Salvador
Zubiran (INCMNSZ). Si un producto comercial es desarrollado como resuitado del estudio, tal insumo
sera propiedad del Instituto Naclonal de Ciencias Médicas y Nultricion, Salvador Zubiran (INCMNSZ) o
quienes ellos designen, En fal caso, usted no recibird un beneficio financiero,

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus exdmenes clinicos y de las conclusiones del estudio a la
Dra. Areli Martinez Gamboa del INCMNSZ (tel 55654870900 x 5867). La investigacién es un proceso
fargo y complejo. El obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios mesés.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, no se afectara su relacion con el
Instituto Nacional de Clencias Médicas y Nutricién, Salvador Zubiran (INCMNSZ) o su derecho para
recibir atencion médica o cualquier servicio al que tenga derecho. Si decide participar, tiene la libertad
para retirar su consentimiento e interrumpir su participacién en cualquier momento sin perjudicar su
atencion en el Instifuto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran (INCMNSZ).Se le
informaré a tiempo si nueva informacion es obtenida que pueda afectar su decision para continuar en
el estudio.

El investigador o el patrocinador del estudio puede excluirlo del estudio si:

» No se cuenta con informacion completa en su expediente clinico que sea necesaria para el

estudio
“ Silamuestra de sangre gue se le tome para el analisis de la PCR para1281-1283220 SCAR y

He100 tiene algiin contaminante que no pennita su analisis

El estudio puede ser terminado en forma prematura si:
» Durante el anélisis interino se identifica una diferencia importante en los resuitados en
comparacion con las pruehas diagnésticas habituales o bien si se agotan los fondos

destinados para llevar a cabo este estudio,

Si usted decide ya no participar en el estudio solo requiere informarlo al investigador responsable.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION
Su nombre no serd usado en ninguno de los estudios. Las muestras bioidgicas oblenidas no

contendran ninguna informacion personal y se codificara con un nimero de serie para evitar cualquier
posibilidad de identificacion. Por disposicidn legal 1as muestras bioldgicas, incluyendo la sangre, son
catalogadas como residuos peligrosos hioldgico-infecciosos y por esta razén durante el curso de la
investigacion su muestra no podra serie devuelta, Es posible que sus muestras biolégicas asf como
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su informacién médica ylo genélica puedan ser usadas para ofros proyectos de investigacion
analogos relacionados con la enfermedad en estudio, No podran ser usados para estudios de
investigacion que no estén relacionados con condiciones distintas a las estudiadas en este proyecto.
Sus muestras podrén ser almacenadas por los investigadores hasta por diez afios.

Los cédigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores titulares, quienes
estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos codigos seran guardados en un archivero
con Have. Solo los investigadores tendran acceso. Existe la posibilidad de que su privacidad sea
afectada como resultado de su participacion en el estudio. Su confidencialidad sera protegida como io
marca la ley. Serd mantenida asighando codigos a su informacion, El cédigo es un nimero de
identificacidon que no incluye datos personales. Ninguna informacién sobre su persona seré
compartida con ofros sin su autorizacion, excepto;

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar {por ejemplo, si ha sufrido una lesién y
requiere tratamiento de emergencia); o

- Es solicitado por la ley.

Monitores o auditores del estudio podran tener acceso a la informacién de los participantes.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccion de su material bioldgico y
de su informacion, Todas las hojas de recoleccidn de datos seran guardadas con las mistnas medidas
de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran acceso a los datos que tienen su

nombre.

El Comité de Elica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion aprobaron
la realizacién de éste estudio. Dicho comité es quien revisa, aprueban y supervisa los estudios de
investigacion en humanos en el Instituto, En el futuro, si identificamos informacion gue consideremos
importante para su salud, consultaremos con el Comité de ética que supervisan este estudio para que
decidamos la mejor forma de darie esta informacion a usted y a su médico. Ademas, le solicitamos
que nos autorice recontactarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle informacidén que podria ser

relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en publicaciones o
presentaciones médicas. Su nombre y otra informacion personal seran eliminados antes de usar los

datos.

Si usted lo solicita su médico de cabecera serd informado sobre su participacién en el estudio

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:
En caso de que usted sufra un dario relacionado al estudio, por favor péngase en contacto con Dra.

Areli Martiez Gamboa en el INCMNSZ (teléfono: 54870900, Ext. 5867).

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con Dra. Maria Dolores
Niembro Ortega en el INCMNSZ (teléfono; 54870900, Ext. 5868).

Si usted tiene preguntas a cerca de sus derechos como participante en él estudio, puede hablar con
el Presidente del Comité de Etica en Investigacién del INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga. Teléfono:

54870900 ext. 6101).
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DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leldo con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que he tenido y
todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio, estoy de acuerdo
con todos los siguienies puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos generales,
particulares del reclutamiento y los posibles dafos e inconvenientes me han sido explicados a mi
entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas de sangre, orina, médula
6sea o tejido para ser utllizadas en éste estudio. Asf mismo, mi informacion médica y bioldgica podra
ser utilizada con los mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el fuluro si el proyecto requiere
colectar informacion adicional o si encuentran informacién relevante para mi salud.

Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas

si NO
(marque (margue
por por
favor) favor)
a.  ¢Ha leido y entendido la forma de consentimiento informado, en su O 0
lenguaje materno?
b, ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este D O
estudio?
c.  ¢Ha recibido usted respueslas satisfactorias a todas sus preguntas? [ |
d.  ¢Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha tenido el D
tiempo suficiente para tomar la decision®?
O O

e. ¢Entiende usted que su pariicipacion es voluntaria y que es libre de
suspender su participacion en este estudio en cualquier momento sin
tener que justificar su decisién y sin que esto afecte su atencion
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma
tenga derecho?

f.  Autoriza se dé acceso a sus registros médicos para este estudio de [
investigacién y para propésitos regulatorios al INCMNSZ, sus
representantes, los auditores, oficinas regulatorias del estudio, otras
agencias gubernamentales de la salud en México y posiblementie
otras agencias gubernamentales de la salud en otros paises en
donde se pueda considerar al farmaco en estudio para la aprobacion
de su comercializacion?

g. ¢Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son aun [ O
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sl NO
(marque (marque
por por

favor) favor)

desconocidos, de participar en este estudio?

h.  ¢Entiende que puede no recibir algin beneficio directo de participar O 0
en este estudio?
L. ¢Ha discutido usted oftras opciones de tratamiento con el médico [ 0

participante en el estudio y entiende usted que otras opciones de
tratamiento estan a su disposicién?
j LEntiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos O .
legales a los que es acreedor de ofra forma como sujeto en un
estudio de investigacién?
K.  ¢Entiende que el médico participante en el estudio puede retirarlo del O a
mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que Usted no siguié
los requerimientos del estudio ¢ si el médico participante en el
estudio considera que médicamente su retiro es en su mejor interés?

L S/ aplicajEntiende que el esludio puede ser suspendido por el O 0
patrocinador del estudio en cualquier momento?
m. (Enliende que usted recibird un original firmado y fechado de esta O O

Forma de Consentimiento, para sus regisiros personales?

Yo,
declarc que 88 mi

decision participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He sido informado que puedo
negarme a participar o terminar mi participacién en cualquier momento del estudio sin gue sufra
penalidad alguna o perdida de beneficios. Si suspendo mi participacion, recibiré el tratamiento médico
habitual al que tengo derecho en el Instituto Nacional de Cienclas Médicas y Nutricién, Salvador
Zubiran (INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencién médica o en futuros estudios de
investigacion. Yo puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos o beneficios potenciales
derivados de mi participacion en el estudio. Puedo obtener los resultados de mis examenes clinicos si
los solicilo, Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con la Dra. Areli
Martinez gamboa y/o Maria Dolores Niembro Ortega, teléfono 54870900 Ext. 5867 y 5869. Si
usted tiene preguntas sobre sus derechos como participante en el estudio, problemas,
preocupaciones o preguntas, obtener informacién, y ofrecer informacién que puede hablar con e
coordinador del Comité de Etica de Investigacion de INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga Tel:
54870900. ext 6101). Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud
(por ejemplo, uso de nuevos medicamentos, cambios en el consumo de tabaco) o en la ciudad donde
resido, tan pronto como sea posible. He leido y entendido toda Ia informacién que me han dado sobre
mi participacién en el estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las

Declaracién del paclente:
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preguntas han sido respondidas a mi satisfaccién. He entendido que recibiré una copia firmada de

este consentimiento informado.

Nombre del Paricipante Firma del Participante Fecha
Coloque su huella digital si no sabe escribir
Nombre del representante legal Firma del representante legal Fecha
(si aplica)
Nombre del Investigador Firma del Investigador Fecha
que explico el documento

Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha
Relacién con el participante:
Direccion:

Nombre del Testigo 2 Firma del Teslige 2 Fecha

Direccidn:

Relacion que guarda con el participante:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 10 paginas)
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