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Deteccion e identificacion de Histoplasma
capsulatum por el laboratorio: de los métodos
convencionales a las pruebas moleculares

Detection and identification of the fungal pathogen Histoplasma
capsulatum: from conventional to molecular methods
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Resumen

La histoplasmosis, micosis sistémica y endémica
en una amplia zona de las Américas, es causada
por el hongo dimérfico Histoplasma capsulatum.
Tradicionalmente, el diagnostico de esta entidad
se realiza por métodos microbioldgicos directos y
biopsias que emplean una variedad de coloracio-
nes especiales tales como Wright, Giemsa y plata
metenamina, entre otras, asi como por cultivo;
este Ultimo representa el estandar de oro. Se em-
plean, igualmente, métodos indirectos que inclu-
yen la deteccion de anticuerpos y antigenos. Los
valores de sensibilidad y especificidad en ambos
métodos son variables, y los resultados dependen,
a su vez, de la forma clinica de la enfermedad que
presente el paciente y de su estado inmune.

Recientemente, la biologia molecular ha per-
mitido introducir nuevas herramientas que han
sido utilizadas para la deteccion e identificacion
de H.capsulatum, una de ellas es la PCR anidada
que se caracteriza por sus altos niveles de sen-
sibilidad y especificidad. De igual forma, estas
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técnicas moleculares han permitido realizar ana-
lisis evolutivos, estudios de diversidad genética
y un sinnumero de estudios de epidemiologia
molecular, a partir de los cuales se ha logrado
recopilar informacién valiosa sobre la variabili-
dad genética de este microorganismo.

En esta revisién se describen los métodos de
laboratorio convencionales y las técnicas mole-
culares mas empleadas para el diagnostico de
la histoplasmosis; asi como también algunas de
sus aplicaciones en la epidemiologia y biologia
molecular de este hongo.

Palabras claves: Histoplasma capsulatum,
Histoplasmosis, Diagndstico, Técnicas conven-
cionales, Diagndstico molecular.
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Histoplasma capsulatum is the causative agent of
histoplasmosis, a systemic and endemic mycosis
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widely distributed in the Americas. Diagnosis of
histoplasmosis is traditionally accomplished by
means of direct preparations and biopsies stained
by especial methods, as well as by isolation of
fungus in culture; the latter is considered the
gold standard. Indirect methods, including
immunological tests to detect antibodies
and/or antigens, are also valuable; both direct
and indirect methods present sensitivity and
specificity ranges that vary depending on the
clinical form of the disease and the immune
status of the host. Recently, molecular biology
has allowed implementing new tools to
detect and identify H. capsulatum, and several
molecular tests, such as nested-PCR, are being
used for the diagnosis of histoplasmosis, and so
provide high sensitivity and specificity values. In
addition, these molecular techniques have made
it possible to perform evolution analysis, genetic
diversity research, and molecular epidemiology,
thus compiling valuable information on the
genetic variability of this microorganism.

In this review, the conventional and molecular
methods employed for the diagnosis of histo-
plasmosis have been described, as have some of
the applications of these molecular techniques
to this fungal pathogen’s epidemiology and mo-
lecular biology.

Key words: Histoplasma capsulatum, Histo-
plasmosis, Diagnosis, Conventional techniques,
Molecular diagnosis.

Introduccion

La histoplasmosis, una micosis sistémica y endémi-
ca en una amplia zona de las Américas, es causada
por la inhalacién de las particulas infectantes del
hongo dimorfico térmico Histoplasma capsula-
tum. En la naturaleza, este hongo crece en forma
filamentosa, pero una vez ingresa a los tejidos del
hospedero, se convierte en levadura . El dimor-
fismo, considerado un factor de virulencia, es de
particular interés puesto que es necesario tanto
para su adaptacion a los tejidos como para el de-

sarrollo de la enfermedad; asi mismo, le permite al
microorganismo adaptarse a diferentes condicio-
nes ambientales gracias a la expresion de genes
especificos, cuyos productos son criticos para
su supervivencia y la colonizacion ¢7. La forma
miceliar de H. capsulatum es saprofita-geofilica,
y generalmente, se encuentra en recintos o am-
bientes cerrados (minas, cuevas, pozos, casas O
construcciones abandonadas), asi como en espa-
cios abiertos contaminados con excretas de mur-
ciélago y de aves (ricos en nutrientes necesarios
para su crecimiento) €19,

La dispersion aérea de la fase miceliar de H. cap-
sulatum es de gran importancia en la disemina-
cion a nuevos ambientes. Se ha establecido que
las infecciones ocurren a través de la creacion de
aerosoles que contienen las particulas infeccio-
sas, que al ser inhaladas por el hospedero la ini-
cian y en ciertos casos llevan al establecimiento
de la enfermedad %1, De igual manera, algunos
animales como aves y murciélagos pueden con-
tribuir a la diseminacion de las formas infeccio-
sas en la naturaleza 1213,

Inicialmente, se tenian descritas tres variedades
para este hongo: var. capsulatum, patdégeno
para humanos en América; var. duboisii, patdge-
no para humanos en Africa; y var. farciminosum,
patégeno para equinos 19, Actualmente, gracias
a los estudios de epidemiologia molecular, ya
no se habla de variedades sino de “clados” y
para H.capsulatum se han identificado hasta el
momento ocho diferentes que seran descritos
mas adelante @9,

En relacién con los cuadros clinicos de la histo-
plasmosis, éstos pueden variar dependiendo
del estado inmune del hospedero, la edad, el
tamafo del indculo inhalado y la presencia de
dafios estructurales pulmonares previos que
pueda presentar el paciente, como es el caso
de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) @3,
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En un hospedero normal y dependiendo del
tamafo del indculo, la primoinfeccion puede
ser asintomatica si es pequefo; por el contrario,
si es masivo, puede desarrollarse una infeccion
aguda severa, la que generalmente cursa con un
periodo de incubacién de una a tres semanas.
La infeccidon aguda suele manifestarse con sin-
tomas que simulan una gripe o una neumonitis
aguda, y puede acompafiarse de adenomegalias
y artralgias, entre otros sintomas; sin embargo,
muchos pacientes se recuperan espontanea-
mente en pocos dias o semanas y quedan
lesiones calcificadas como secuela pulmonar y
extrapulmonar 101517,

En el caso de pacientes con deterioro moderado
de su estado inmune (edad avanzada, desnutri-
cion, diabetes, alcoholismo, tratamientos con
corticosteroides, enfermedades malignas, entre
otros) se observan formas diseminadas crénicas
gue se manifiestan por sintomas generales, le-
siones cutaneas ulceradas o Ulcero-vegetantes
en mucosas, hepato-esplenomegalia, infiltrados
pulmonares e insuficiencia suprarrenal 01517,

Las formas diseminadas agudas se presentan
generalmente en pacientes con deterioro grave
de su inmunidad celular: leucemia, linfoma vy,
especialmente, sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (sida). En estos pacientes predomi-
nan las manifestaciones generales como fiebre,
pérdida de peso, sintomas digestivos, respira-
torios, neuroldgicos, 6seos, lesiones cutdneas y
mucosas, hepato-espleno y adenomegalias. En
algunos casos el progreso de la enfermedad es
rapido: va de horas a dias 101>-29,

En pacientes infectados con el virus de la in-
munodeficiencia humana (VIH), originarios de
regiones endémicas para la micosis, |a histoplas-
mosis presenta tasas que oscilan entre el 2 y el
5%, pero pueden llegar hasta un 25% en el caso
de epidemias >, Estos pacientes son propen-
sos a desarrollar formas diseminadas agudas, en
las que los hallazgos maés frecuentes son fiebre,
pérdida de peso y sintomas constitucionales,
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acompafados en una proporcién importante
por pancitopenia, compromiso suprarrenal (80%
en autopsias) y lesiones en piel y mucosas. El sis-
tema nervioso central esta comprometido entre
un 10 y un 25% de los pacientes. En ausencia de
tratamiento, la enfermedad es rapidamente fa-
tal, en dias o semanas, pero la muerte logra dis-
minuirse por debajo del 25% con la instauracion
de una terapia antimicética oportuna 18-26),

En Colombia, a pesar de que la histoplasmosis es
una de las micosis mas frecuentes, su incidencia
real e impacto en la salud publica no son muy cla-
ros, dado que no es una enfermedad de notifica-
cion obligatoria. Los pocos datos que se conocen
han sido reportados por Ordofiez y colaborado-
res 1997 @, quienes describieron los resultados
de un estudio de doce brotes epidémicos de
histoplasmosis ocurridos en seis departamentos
colombianos del &rea andina. En este estudio, las
pruebas seroldgicas realizadas en 332 individuos
que estuvieron expuestos a los focos de infeccion
determinaron que 11 de ellos constituyeron
casos indice de histoplasmosis aguda; estos in-
dividuos presentaron sintomas respiratorios, y en
algunos casos se logro visualizar y aislar el agente
etiologico de muestras clinicas. Adicionalmente,
en 140 (42%) de los 321 individuos restantes las
pruebas seroldgicas fueron positivas 7.

En otro trabajo desarrollado por el grupo Co-
lombiano para el estudio de la histoplasmosis,
conformado por el grupo de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud (INS) y la Corpora-
cién para Investigaciones Bioldgicas (CIB), el
cual diseid en 1996 una encuesta nacional de
vigilancia con base en las pautas establecidas
por el comité Europeo de Micologia Médica;
hasta el afio 2008 se habian analizado 434
encuestas de pacientes diagnosticados con la
micosis entre 1992 y 2008, provenientes de 20
departamentos del pais. En este estudio se re-
portd un predominio de adultos (96,1%) de sexo
masculino (77%), con una edad promedio de
38,4 afios; y en la poblacién de pacientes adultos
el 70,5% tenia co-infeccion con el VIH @9,
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Por otra parte, el diagnostico de esta micosis
se realiza tradicionalmente por métodos micro-
biolégicos convencionales como el cultivo, las
biopsias y los exdmenes directos utilizando una
variedad de coloraciones especiales; también se
hace el diagndstico por métodos inmunoldgicos
que detectan la presencia de anticuerpos o anti-
genos especificos (:101617.29),

A pesar del aumento significativo en el nimero
de individuos infectados con el VIH, lo que ha
incrementado la incidencia de muchas enferme-
dades infecciosas, entre ellas la histoplasmosis,
en nuestro medio se siguen utilizando herra-
mientas convencionales para el diagndstico de
esta micosis. Dichas técnicas, ademéas de hacer
arduo y demorado el diagnostico, presentan
valores de sensibilidad y especificidad muy va-
riables, lo que dificulta aln mas el dictamen.

Recientemente, la biologia molecular ha permitido
implementar herramientas moleculares que han
sido de gran utilidad para el estudio e identifi-
cacion de diversos hongos patdégenos #33032, En
la actualidad, estas técnicas moleculares hacen
posible el diagnostico de muchas enfermedades
infecciosas con altos niveles de sensibilidad y de
especificidad ©342. Ademas, estas metodologias
han permitido realizar estudios de diversidad
genética, analisis evolutivos y un sinnimero de
estudios epidemioldgicos que han arrojado infor-
macion valiosa sobre la gran variabilidad genética
que presenta H.capsulatum (14 30-3343),

Con el objetivo de ilustrar a la comunidad mé-
dica y a los profesionales del area de la salud
sobre los diferentes métodos diagndsticos para
confirmar la sospecha clinica de la histoplas-
mosis, hemos preparado esta revisiéon de tema
que se enfocara en los aspectos mas relevantes
de las técnicas convencionales e inmunoldgicas
empleadas para el diagnéstico de esta micosis.
También se revisan los nuevos acercamientos
metodoldgicos reportados en la literatura que
buscan implementar el diagndstico molecular
como prueba regularmente empleada para la

determinacion de la histoplasmosis, y la utili-
dad de estas pruebas en algunos estudios de
epidemiologia.

Deteccion e identificacion de H. capsulatum
utilizando técnicas convencionales:

Estas técnicas pueden ser clasificadas en: A) mé-
todos directos o microbioldgicos, en los cuales
se visualiza o se aisla directamente el microorga-
nismo, y B) métodos indirectos o inmunolégicos,
en los cuales se detectan anticuerpos produci-
dos por el paciente y/o antigenos o moléculas
derivados del microorganismo (31017.294445)

A. Métodos microbioldgicos o directos:

A.1. Exdmenes en fresco y coloraciones especiales:
En el caso de la histoplasmosis, el examen en
fresco (observacion de la muestra directamente
entre [dminay laminilla con o sin KOH) o examen
directo a partir de muestras clinicas, no tiene
mucho valor debido a que el microorganismo se
encuentra en el nivel intracelular y es de un ta-
mafio muy pequefio (2-4 um), lo que dificulta su
observacion en el microscopio ®%. No obstante,
las coloraciones especiales tales como Wright,
Giemsa, el acido peryddico de Schiff (PAS) y la
plata metenamina o Grocott, realizadas a partir
de muestras respiratorias [lavados broncoalveo-
lares (LBA) y esputos inducidos (EI)], biopsias de
tejido, raspados de lesiones en piel y extendidos
de médula dsea, se usan con frecuencia para el
diagnostico de esta micosis.

La observacion microscopica de estas tinciones
permite visualizar las levaduras intracelulares,
localizadas en el citoplasma de macréfagos y
células fagociticas del sistema inmune. Con co-
loraciones hematologicas (Wright o Giemsa) se
tifen de manera parcial y aparecen rodeadas de
un halo claro (falsa capsula) (Figura 1A); con tin-
ciones especificas para hongos como Grocott se
observan levaduras pequefas de color marron
oscuro por la precipitacion de los iones de plata
(Figura 1B).
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Figura 1. Aspecto micro y macroscoépico de H. capsulatum. A) Blastoconidias intracelulares
compatibles con H. capsulatum en una muestra clinica de un lavado broncoalveolar coloreada
con la tincién de Wright (aumento 1000X); B) Blastoconidias compatibles con H. capsulatum
en una biopsia de piel coloreada con la tincién de Grocott (aumento 400X); C) Aspecto
macroscopico de las colonias de H. capsulatum en cultivo a temperatura ambiente (18-24°C)
de una muestra clinica respiratoria (correspondiente a un cultivo incubado por seis semanas);
D) Macroconidias tuberculadas caracterisiticas de H. capsulatum obtenidas de cultivo a
temperatura ambiente (18-24°C), tratadas con azul de lactofenol (aumento 400X).

Estos métodos basados en tinciones presentan
una sensibilidad inferior al 50% y una amplia
variabilidad que depende de la forma clinica
de la micosis y de la experiencia del observador
(tabla 1). Adicionalmente, las levaduras de H.
capsulatum son potencialmente confundidas
y errébneamente identificadas con otros micro-
organismos, entre los que se incluyen Candida
spp., Penicillium marneffei, Leishmania spp.,
Pneumocystis jirovecii, Cryptococcus neofor-
mans, Blastomyces dermatitidis y Leishmania
spp, ademas de artefactos $10.17.27.44-46)

Por ello, las coloraciones especiales no deben ser
utilizadas como Unica herramienta para el diag-
nostico de esta micosis debido a la probabilidad
de un diagndstico erroneo ocasionado por el alto
numero de falsos positivos o negativos; por esto,
generalmente, se recomienda que las coloraciones
se acomparien del cultivo ¢1017.2944-46)
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A.2. Cultivos para el aislamiento de H. capsula-
tum: para realizar este tipo de pruebas, el labo-
ratorio clinico debe estar equipado con cadmaras
de bioseguridad nivel II-Ill y personal de labora-
torio capacitado en la manipulacion del hongo,
debido a que los cultivos de H.capsulatum, en su
fase miceliar, permiten la generaciéon de micro-
conidias (particulas naturalmente infectantes).

Los medios de cultivo usualmente utilizados en
los laboratorios de micologia para aislar este
hongo son: el agar de infusién de cerebro y
corazdén (BHI del inglés “brain heart infusion”)
con una fuente de sangre (generalmente de
carnero) mas antibioticos y ciclohexamida, y el
Sabouraud dextrosa agar mas cicloheximida y
cloramfenicol (Mycosel, BBL). En estos medios,
la cicloheximida inhibe el crecimiento de hongos
saprofiticos contaminantes mientras que los an-
tibidticos frenan el desarrollo de bacterias.
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La identificacion del hongo se hace con base en
las caracteristicas macro y microscépicas de las
colonias. A temperatura ambiente (por debajo de
24°C) H. capsulatum se comporta como un moho
de crecimiento lento, de apariencia algodonosa,
color blanco o beige. Algunas colonias pueden
ser granulares o pulverulentas (figura 1C); al mi-
croscopio se observan hifas septadas, delgadas,
hialinas; la esporulacién se basa en la produccion
de microconidias y macroconidias tuberculadas;
las primeras miden de dos a cinco micras; las se-
gundas son muy caracteristicas y son la base de
identificacion de género y especie (figura 1D).

Los cultivos presentan también valores de sensibi-
lidad variable que dependen de la forma clinica de
la micosis y pueden alcanzar hasta un 85% de sen-
sibilidad en los casos de histoplasmosis pulmonar
cronica y diseminada (tabla 1) $101617.2544-46) Estog
cultivos tienen varias limitaciones entre las que se
cuentan resultados falsos negativos en el 20% de
los casos de histoplasmosis diseminada y has-
ta del 50% en los de histoplasmosis pulmonar
cronica ¢2%; la sensibilidad es mas baja en pa-
cientes con formas agudas y leves de la micosis.
Ademas, este microorganismo es de crecimiento
lento, pues requiriere entre tres y seis semanas
para su aislamiento en los medios de cultivo an-
tes descritos (:1017.2544-48)

A.3. Hemocultivo por lisis centrifugacion: en los
Ultimos afos se ha venido desarrollando un
método para el aislamiento e identificacion de
H. capsulatum a partir de muestras de sangre,
denominado método de lisis-centrifugacion, en
el cual la sangre extraida se pone en contacto
con sustancias liticas, como la saponina, que des-
truyen los eritrocitos y los leucocitos y liberan en
el medio las levaduras intracelulares. Actualmen-
te es considerado como el método de eleccion
para el aislamiento de este hongo. Sin embargo,
aunque ha mostrado resultados promisorios para
el diagndstico de esta micosis, son aun pocos
los laboratorios que lo han implementado como
prueba de uso regular debido a que es laboriosa
y dificil de estandarizar 4:1016294647),

Tabla 1. Porcentajes de sensibilidad de las pruebas de
laboratorio empleadas en el diagndstico convencional de la
histoplasmosis de acuerdo con la forma clinica de la micosis.

Coloraciones especiales* 17-40

Cultivos 15 50-85 50-85
Serologia** 95 90-100 70-80
ELISA (deteccion de Ag) 25-75 15-22 92

HPA: Histoplasmosis pulmonar aguda, HPC: Histoplasmosis
pulmonar crénica, HPD: Histoplasmosis progresiva diseminada; Ag:
Antigeno

* Wright, Giemsa, Plata metenamina.

* *Inmunodifusién y fijacion del complemento

Informacién adaptada de las referencias 3,29,45.

B. Métodos indirectos o técnicas inmunoldgicas.

Muchas de estas técnicas se basan en la detec-
cion de anticuerpos (Acs) contra el hongo pro-
ducidos por el hospedero o de antigenos espe-
cificos del microorganismo, y su analisis puede
ser cuantitativo o cualitativo. Entre las principa-
les pruebas inmunoldgicas encontramos:

B.1. Fijacién de complemento e inmunodifusion
en gel-agar: por muchas décadas las pruebas
seroldgicas mas ampliamente utilizadas para la
deteccién de anticuerpos contra H. capsulatum
han sido la fijacion del complemento (FC) y la
inmunodifusién en gel-agar (ID). La primera es
una prueba inmunoldgica que busca detectar y
medir la presencia de Acs fijadores de comple-
mento especificos contra el hongo, presentes en
el suero o en el liquido cefalorraquideo de los
individuos infectados. Para realizar esta prueba
se utilizan antigenos obtenidos tanto de la for-
ma de micelio (histoplasmina) como de la leva-
dura (completa). Los titulos de Acs entre 1:8 y 1:
16 son considerados sugestivos de un posible
contacto con el hongo; mientras que titulos de
Acs mayores a 1:32 se consideran indicativos de
una histoplasmosis activa 1624 Por su parte,
la prueba de ID en gel-agar permite identificar
dos bandas de precipitado, denominadas H y
M, que corresponden al reconocimiento de Acs
especificos contra tales antigenos presentes en
el suero de pacientes con histoplasmosis. Los
antigenos H y M son glicoproteinas que sue-
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len ser liberadas en cultivos de ambas formas,
miceliar y levaduriforme. El antigeno H tiene
homologia con una B-glucosidasa y; se detecta
hasta en el 10% de los casos y cuando esta pre-
sente indica una infeccién activa. El antigeno M
tiene homologia con una catalasa y se identifica
en el suero de aproximadamente 80% de los
pacientes; sin embargo, la ID no permite dife-
renciar una infeccion reciente de una pasada,
dado que los Acs contra este antigeno pueden
persistir por meses y, hasta aflos, después de la
primo-infeccidn 10162949,

La sensibilidad y la especificidad de ambas prue-
bas en la determinacién de Acs contra H. capsu-
latum dependen de la forma clinica de la micosis
@9, Es asi como se ha reportado que la FC y la ID
son positivas aproximadamente entre el 90-100%
de los pacientes con histoplasmosis pulmonar
cronica, y entre el 70-80% de los pacientes con
histoplasmosis diseminada (tabla 1) ©10162644-46)
Aunque la prueba de FC presenta una sensibilidad
mas alta en comparacién con la ID, esta Ultima es
mucho maés especifica independientemente de la
forma clinica de la histoplasmosis (tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de la sensibilidad y especificidad

de las pruebas seroldgicas utilizadas para el diagnostico
de la histoplasmosis.

Pruebas Sensibilidad Especificidad
(%) (%)

Fijacion de complemento
- Antigeno fase levadura 94,3 70-80
- Antigeno fase micelio 72,8 70-80

Inmunodifusién:
- Banda M 76 95
- Banda H 23 95

Informacion adaptada de las referencias 3 y 45

No obstante, ambas técnicas presentan algunas
limitaciones, entre las que se mencionan: 1)
requerimiento de dos a seis semanas para que
un individuo produzca Acs después de haber es-
tado expuesto al hongo; 2) en pacientes inmu-
nosuprimidos, especialmente aquellos con sida,
se presentan niveles de sensibilidad muy bajos
debido a la disminucion en la produccién de Acs
que caracteriza este sindrome; 3) algunos resul-

Infectio. 2010; 14(S2): S145-S158

tados positivos pueden deberse a infecciones
anteriores y sugerir, incorrectamente, una histo-
plasmosis activa en pacientes con otra infeccion
(los anticuerpos anti-precipitina M se mantienen
hasta por dos afios), y 4) pueden ocurrir reac-
ciones cruzadas en el 40% de los pacientes con
otras micosis tales como paracoccidioidomico-
sis, blastomicosis y aspergilosis ¢1016:17:44-46),

B.2. ELISA directa e indirecta para deteccion de
anticuerpos: los métodos inmuno-enzimaticos
para la deteccién de Acs contra H. capsulatum
han sido poco utilizados debido a la dificultad
para su estandarizaciéon y a su dificil interpreta-
cion; ademas, presentan alta reaccion cruzada
cuando se utilizan sueros de pacientes con otras
enfermedades micéticas tales como paracocci-
dioidomicosis, blastomicosis, aspergilosis, can-
didiasis y coccidioidomicosis, lo que afecta su
sensibilidad y especificidad 162949 Guimaraes
y colaboradores ©% desarrollaron un ensayo
inmuno-enzimatico en el que utilizaron como
antigeno la histoplasmina deglicosilada, con el
cual se obtuvieron altos valores de sensibilidad
(92%), especificidad (96%) y eficiencia (95%).

B.3. Deteccion de antigenos: €l uso de las técnicas
de radioinmunoensayo (RIA) y ELISA y el empleo
de Acs policlonales han permitido detectar, en
pacientes con histoplasmosis, la presencia de anti-
genos de tipo polisacarido en muestras de fluidos
corporales como orina, suero, lavados broncoal-
veolares y liquido cefalorraquideo ©101617.294951-54)
Estas técnicas son una herramienta importante
no solo para el diagndstico de la histoplasmosis,
sino para el seguimiento de los pacientes y la
determinacion de su respuesta al tratamiento. De
igual forma, son fundamentales para el diagnosti-
co de la micosis en pacientes con algun grado de
inmunosupresion, principalmente pacientes con
sida, debido a que en ellos la produccion de Acs se
encuentra disminuida .

En los casos de histoplasmosis diseminada,
la deteccién de antigenos permite realizar un
diagnostico temprano, incluso antes de que el
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microorganismo se aisle en cultivo. Ademas,
esta prueba suele dar positiva mucho antes
de la aparicién de los Acs, como es el caso de
la histoplasmosis pulmonar aguda, lo que la
convierte en una herramienta relevante para
el diagnostico de esta micosis (101617.294649)
Aunque la sensibilidad de la ELISA en la detec-
cion de antigenos presenta valores altos (hasta
del 90% en las diferentes formas clinicas de la
histoplasmosis), ésta depende en gran parte del
tipo de muestra utilizada. Se sabe que muestras
como la orina son mas sensibles que el suero o
el plasma (3,10,17,29,46,49)'

La tabla 3 resume algunos valores de sensibili-
dad en la deteccion de antigenos de pacientes
con histoplasmosis diseminada. Ademas de
presentar reaccién cruzada con otras entidades
tales como paracoccidioidomicosis, blastomico-
sis y peniciliosis, la deteccion de antigeno tanto
en orina (antigenuria) como en suero (antigene-
mia) pueden presentar falsos positivos debido a
diversos factores como la presencia de Acs IgG
humanos inespecificos y el factor reumatoide.
También pueden mostrarse resultados falsos
negativos debido a una carga fungica baja al
momento de la toma de la muestra o al uso de
antifingicos 4162956,

Tabla 3. Histoplasmosis progresiva diseminada: porcentajes de
sensibilidad de las pruebas seroldgicas y deteccion de antigenos

en muestras de pacientes inmunocompetentes, con el sindrome

de inmunodeficiencia adquirida (sida) u otro tipo de alteracién
inmunoldgica.

Estado inmune de los pacientes

Inmunocompetente Sida Otra*
Serologia
ID 71-100 58-60 57-77
FC 85-97 60-70 60-79
Deteccion de Ag
Antigenuria 80 95 82
Antigenemia 67 86 60

Ag: Antigeno; ID: Inmunodifusion; FC: Fijacion del complemento
*Pacientes con cancer u otras malignidades hematologicas,
transplantados de 6rganos solidos o que reciben terapias
inmunosupresoras.

Reproduccién con autorizacion de Trends in Microbiology ©9.

Adicionalmente, se han desarrollado otras técnicas
de ELISA que utilizan Acs monoclonales para la
deteccion de antigenos circulantes especificos del
hongo, y tienen una alta sensibilidad y especifici-
dad por lo cual permiten, ademas, el seguimiento
de los pacientes antes y durante el tratamiento.
Igualmente, son varios los reportes sobre la estan-
darizacion de nuevas pruebas del tipo ELISA que
buscan mejorar la sensibilidad y la especificidad;
infortunadamente no estan adn disponibles en
nuestro medio ©>°7-%, |a prueba basada en RIA
para detectar antigeno en suero y orina de indi-
viduos infectados, presenta una alta sensibilidad y
especificidad ©Y; sin embargo, requiere de un equi-
po sofisticado y esta disponible solo en los labora-
torios de tercer y cuarto nivel de complejidad.

Recientemente se desarroll6 una técnica de
ELISA de captura que al utilizar Acs policlonales
permite la deteccion de antigenos de H. capsu-
latum en muestras de orina de pacientes con
sida e histoplasmosis diseminada progresiva,
con una sensibilidad y especificidad del 81% y
del 96%, respectivamente. Lo mas importante
de esta técnica es que se trata de una prueba
de laboratorio sencilla que puede ser facilmen-
te implementada en laboratorios con recursos
limitados ©%. Actualmente, nuestro grupo se
encuentra en el proceso de validacion e imple-
mentacion de esta técnica.

Técnicas moleculares para el diagnostico de
H. capsulatum:

En los ultimos afos, la biologia molecular ha
ofrecido potentes herramientas para el diagnos-
tico de muchas infecciones ocasionadas no sélo
por hongos patdgenos sino por otras clases de
microorganismos, tales como bacterias, virus y
parasitos.

Estas técnicas moleculares, basadas en su mayo-
ria, en la PCR o en modificaciones de ésta, inclu-
yen: la amplificacién aleatoria de polimorfismos
de DNA (RAPD - del inglés “Random Amplifica-
tion of Polymorphic DNA”"), la determinacion de
polimorfismos en la longitud de fragmentos de
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restriccion (RFLP - del inglés “Restriction Fragment
Length Polymorphism”), la reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo (qRT-PCR - del inglés
“Real Time Polymerase Chain Reaction”) y la PCR
anidada (nested-PCR). Estos métodos ofrecen
una importante alternativa para el diagnostico
rapido de las afecciones ocasionadas por diferen-
tes tipos de microorganismos (353741424465

Son varios los informes sobre la utilizacion de
herramientas moleculares para el diagndstico de
la histoplasmosis, los cuales estan basados en la
amplificacion de una variedad de genes blanco
del microorganismo, cuyos valores de sensibi-
lidad y especificidad son variables (69-100% y
77-100%, respectivamente), y que también de-
penden de los oligonucledtidos utilizados para
la amplificacion (tabla 4).

Es asi como en el 2001, Bialek y colaboradores ©®
reportaron el desarrollo de una nueva prueba de
PCR anidada que amplifica la subunidad pequefa

del RNA ribosomal (rRNA) aplicada al diagndsti-
co en un modelo experimental de histoplasmosis.
En este trabajo se demostr6 que, en comparacién
con los cultivos, esta prueba era estadisticamente
mas sensible para detectar el microorganismo, y
positiva en presencia de tan solo cinco levaduras
en la muestra procesada; adicionalmente, era
mucho mas rapida que los cultivos (1 vs. 21 dias,
aproximadamente) . Posteriormente, este mis-
mo grupo evalu6 dos pruebas de PCR anidada
para la deteccién de DNA de H. capsulatum en
muestras de tejido humano utilizando un nuevo
gen blanco denominado Hcl00 que amplificaba
una secuencia del gen que codifica para una
proteina de 100-kDa, Unica y especifica de H.
capsulatum, descrita y caracterizada previamente
©7.68_ Este estudio demostré que ambas pruebas
de PCR anidada eran capaces de detectar H. cap-
sulatum en muestras de tejido humano fijado y
embebido en parafina con limites de deteccion
similares; sin embargo, la especificidad para la
Hc100-PCR fue del 100%, en contraste con la

Tabla 4. Genes blanco y secuencias de los oligonucleétidos utilizados para el diagndstico molecular de la histoplasmosis

Tamaiio del o
Gen/Tipo de PCR Sequencia del Primer EAEE() Sen/Esp (%)

1. 18S rRNA / 5'-GTT AAA AAG CTC GTA GTT G-3' 89/77
PCR anidada 5'-TCC CTA GTC GGC ATA GTT TA-3'
5'-GCC GGA CCT TTC CTC CTG GGG AGC-3' 231
5'-CAA GAA TTT CAC CTC TGA CAG CCG A-3'
2. Proteina 100-kDa/ 5'-GCG TTC CGA GCC TTC CAC CTC AAC-3' 391 69-100/90-100 67,69,70,79
PCR anidada 5'-ATG TCC CAT CGG GCG CCG TGT AGT-3'
5'- GAG ATC TAG TCG CGG CCA GGT TCA-3’ 210
5'- AGG AGA GAA CTG TAT CGG TGG CTT G-3'
3.100kDa / 5'-CGC AGT TTT CCG TGC AGA A-3' 99 7/100 76
PCR-EIA 5'-CCA CAG CAT CAC GGA GGT ATT-3
4. Antigeno M / 5'- ACA AGA GAC GAC GGT AGC TTC ACG-3' 111 100/100 71
PCR 5'- GCG TTG GGG ATC AAG CGA TGA GCC-3'
5. Antigeno M / 5'-CGG GCC GCG TTT AAC AGC GCC-3' 279 100/100 71
PCR 5'- ACC AGC GGC CAT AAG GAC GTC-3'
6. Antigeno H / 5'-GCG GGG TTG GCT CTG CTC T-3' 330 No reportada 72
PCR - 5'-TTG GAA ACC CCG GGC TTG-3'
semi-anidada 5'-TCA TAG TAG GCT GTT CAC CCC CG-3'
7.1TS-rRNA / 5'-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3' 308 100 74
PCR anidada* 5'-TCC TCC GCT TST TGS TST GC-3'
8.ITS1-rDNA / 5'-CCA CCC TTG TCT ACC-3' 182 78-100/100 7578
RT-PCR** 5'-GGA ACC AAG AGA TCC GT-3'

*Combinado con: A (5'-CAC GCC GTG GGG GGC TGG GAG CCT-3"y 5'-CGG TGT CCC CGG CGG ACA CGG GCC C-3), B (5'-GGG CCC GTG TCC GGG GAC
ACC GG-3y 5'-CCC GGA ATA TCC AGG GGG CGC AA-3"), y C (5'-TGA TTG GCG TCTGAGCAT G-3 y 5'-ATG GTG GGC RGGAGCCGGCC-3").
**Combinado con las sondas FRET: HC1-Fluos 5'- GTC GGT GAA CGA TTG GCG T-3"y HC1-Red 5'- LCRED640-GAG CAT GAG AGC GAT AAT AAT CCA GT-3".
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presencia de falsos positivos revelados por la PCR
dirigida a amplificar la secuencia 18S del rRNA
(77%); ademas, esta prueba de Hcl00-PCR fue
util para el diagnostico de histoplasmosis disemi-
nada en un paciente con sida ©9.

Trabajos recientemente realizados por nuestro
grupo han permitido validar e implementar la
Hc100-PCR para la identificacion de H. capsula-
tum en diversos muestras clinicas que incluye-
ron especimenes respiratorios, biopsias y fluidos
corporales. Esta prueba molecular present6 una
sensibilidad del 100% y una especificidad del
92,4% con respecto a controles negativos y del
95,2% cuando se utilizaron muestras positivas
para otras micosis 79,

En otros estudios se han empleado como genes
blanco aquellos que codifican para los antige-
nos Hy M, y los espaciadores de transcriptos
internos (ITS - del inglés “Internal Transcribed
Spacer") de los genes que codifican para el RNA
ribosomal (rRNA). Estas pruebas fueron altamen-
te sensibles y especificas para el diagnostico de
la histoplasmosis al compararlas con las técnicas
tradicionales. Esto sugiere que el diagnostico
molecular, utilizando como blanco los genes an-
teriormente mencionados, seria de gran ayuda
para detectar la infeccion por H. capsulatum de
manera rapida y eficaz 7174,

Asi mismo, Buitrago y colaboradores 7, realiza-
ron estudios de reproducibilidad, sensibilidad y
especificidad de una gqRT-PCR que amplificaba
una secuencia ITS de los genes del rRNA de H.
capsulatum. La técnica se validd con 22 muestras
provenientes de 14 pacientes con histoplasmo-
sis, previamente confirmada por cultivo, examen
histologico o serologia positiva, incluyendo el
cuadro clinico y los antecedentes epidemiologi-
cos. En este trabajo se encontré un coeficiente de
variacion del 3%, en las concentraciones mayores
de DNA empleado (10ng y 200fg), y del 35% en
las concentraciones mas bajas (10fg a 1fg). La
sensibilidad y la especificidad de la gRT-PCR fue-
ron del 78,3% y del 100%, respectivamente 7.

En los Ultimos cinco afios, se encuentran en la
literatura varios reportes que buscan mejorar la
sensibilidad, especificidad, eficiencia y eficacia
de las pruebas moleculares para el diagnéstico
de la histoplasmosis en diferentes muestras
clinicas, principalmente especimenes respirato-
rios (LBA, LB y EI), biopsias y liquidos corporales
(liquido cefalorraquideo, sangre total, orina); y
también se han utilizado cultivos del hongo para
la obtencién del DNA. La mayoria de las pruebas
que se vienen desarrollando y estandarizando
incluyen las de PCR anidada y PCR en tiempo
real, que alcanzan valores de sensibilidad y
especificidad que oscilan entre 90% y 100 %,
respectivamente 707580

Aplicaciones de los métodos moleculares en
la epidemiologia de la histoplasmosis:
Adicionalmente, con el advenimiento de las
técnicas moleculares ha surgido la epidemio-
logia molecular, la cual ha permitido avances
importantes tanto en la localizacion de nuevas
zonas endémicas como en el conocimiento
de la relacién paciente-fuente de infeccién. La
aplicaciéon de las técnicas moleculares ha posi-
bilitado la identificacién de distintas fuentes de
infeccion y la determinacion de una relacion ge-
notipica entre aislamientos clinicos de pacientes
procedentes de las diferentes regiones, lo que
ha contribuido al reconocimiento de areas
endémicas (13,30,32,43,81).

Por estas técnicas se ha demostrado que H. cap-
sulatum posee de 4 a 7 cromosomas, y que el ta-
mafio del genoma varia entre 23y 32 Mb “4. Por
otro lado, andlisis por RFLP del DNA mitocon-
drial y ribosomal, asi como del gen que codifica
para una proteina especifica de la fase levadura
(yps-3), habia agrupado inicialmente a H. capsu-
latum en seis clases que se correlacionaban con
la distribucion geogréfica y la virulencia del hon-
go; interesantemente, aislamientos provenientes
de regiones especificas de América del Sur se
caracterizaban por producir lesiones en piel @,
Adicionalmente, se han descrito tres marcadores
multialélicos con la caracteristica de ser hiper-

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA | REVISTA INFECTIO



Deteccion e identificacion de Histoplasma capsulatum por el laboratorio: de los métodos convencionales a las pruebas moleculares

variables, altamente polimdrficos y contener
secuencias altamente repetitivas, ademas de ser
conservadas (microsatélites), los que han resul-
tado Utiles para tipificar y determinar niveles de
variacion genética de diferentes aislamientos
provenientes de regiones de Estados Unidos y
otros paises @b,

Como se describié al inicio de esta revisiéon, has-
ta hace poco se tenian descritas tres variedades
para H. capsulatum (var. capsulatum, var. du-
boisii, y var. farciminosum) 19 no obstante, a la
fecha se han identificado ocho clados diferentes,
a saber: (i) Norteamericano clase 1; (ii) Norte-
americano clase 2; (iii) Latinoamericano grupo A;
(iv) Latinoamericano grupo B; (v) Australiano; (vi)
Paises Bajos (con la controversia si puede incluir
aislamientos de Indonesia); (vii) Euroasiatico, y
(viii) Africano @4,

Conclusiones

Debido a la alta tasa de morbi-mortalidad que
presenta la histoplasmosis y al dificil manejo te-
rapéutico, se hace necesario desarrollar nuevas
herramientas que permitan hacer un diagnosti-
co mas rapido y oportuno. Estas nuevas meto-
dologias moleculares para el diagnéstico de la
micosis han sido bien descritos y las pruebas son
razonablemente sensibles y especificas; y estan
implementadas en varios laboratorios del mun-
do. En Colombia, el Laboratorio de Micologia
Médica y Experimental de la Corporacién para
Investigaciones Bioldgicas (CIB) de Medellin,
ha venido implementando estas metodologias
en los ultimos anos "9 y ofrece dentro de su
portafolio de servicios pruebas moleculares
para el diagnostico de ésta y otras micosis.
Adicionalmente, y en conjunto con la Red Ibe-
roamericana de Diagnostico Molecular de las
Micosis Endémicas, Oportunistas y Emergentes
(Red Micomol), se viene realizando una serie de
talleres cuyo objetivo es tratar de hacer la trans-
ferencia tecnoldgica de estas metodologias a
otros laboratorios de la ciudad y del pais (http:/
/www.micomol-cyted.org). Por lo tanto, creemos
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que en pocos afios estas metodologias podran
ser ofrecidas por otros laboratorios y tener una
cobertura mas amplia y un diagnéstico de la
histoplasmosis mas oportuno. No obstante, es
importante anotar que el sistema de salud co-
lombiano no incluye este tipo de metodologias
diagnosticas en el Plan Obligatorio de Salud
(POS), por lo que su cobertura es alin muy baja
en nuestro medio.

Por otro lado, al reconocer las limitaciones
presentadas por las técnicas convencionales,
que incluyen principalmente la variabilidad en
los valores de sensibilidad y especificidad, asi
como el tiempo tan prolongado requerido para
el aislamiento del agente etiolégio por cultivo
(dos a seis semanas), y en el caso de las pruebas
seroldgicas el tiempo que se requiere para que
un individuo produzca anticuerpos especificos
contra el hongo (dos a cuatro semanas); se
sugiere implementar estas nuevas alternativas
diagnosticas basadas en métodos moleculares,
hecho que quizas permita un mas rapido y cer-
tero diagndstico que, a su vez, lleve a instaurar
un tratamiento oportuno logrando asi disminuir
las tasas de morbi-mortalidad que acarrea esta
micosis. Es importante anotar que con la imple-
mentacién de estas nuevas metodologias mole-
culares no se pretende reemplazar los métodos
convencionales. Por el contrario, se trata de
complementar y ampliar la bateria de pruebas
existentes para realizar un diagnéstico mas pre-
Ciso y oportuno.

Adicionalmente, la implementacion de estas he-
rramientas moleculares podria ser de utilidad en
estudios epidemiolégicos y en la caracterizacion
de zonas endémicas. En este sentido, estudios
de tipificacion molecular de H. capsulatum y su
asociacién con algunas caracteristicas epidemio-
l6gicas de pacientes con histoplasmosis se estan
realizando en nuestro laboratorio.

Finalmente, queremos sugerir un algoritmo
diagnostico (figura 2) que le seria muy util al
cuerpo médico para pacientes con sospecha cli-
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| Paciente con sospecha clinica de histoplasmosis: |

| Hospedero NORMAL | | Hospedero ANORMAL

—

paciente y forma

Inmuno- Defecto Defecto 2
competente estructural inmune
Posible forma l l l
clinica de Pulmonar Pulmonar Pulmonar A
histoplasmosis aguda crénica diseminada
| :Uebas_de FC 95% FC 100% PCR 100%
@ OraTOTI,O Y ID 95% 1D 100% Antigenuria 95% 4
su sensibilidad) o R o
. | PCR 100% Cultivo 50-85%
era con 'Tma(; € Cultivo 50-85% FC 60-70%
'agd”OStl'C_o Z Tinciones 17-40% ID 58-60%
acuerdo altipo de Antigenuria 15-22% Tinciones 43%

clinica de la micosis

Figura 2. Algoritmo propuesto para el diagnéstico de la

nica de histoplasmosis, porque le puede ayudar 2

a definr las pruebas de laboratorio que le permi-

tan confirmar su impresién diagnéstica:

1) Definir si el paciente es un hospedero normal 3.
o con algun tipo de alteracion inmunoldgica.

2) Si es un hospedero normal, serd por ende in- 4
munocompetente; por el contrario, el hospe- >
dero podria presentar defectos en su sistema .

inmune (por ejemplo sida) o defectos estruc-
turales (por ejemplo cavidades pulmonares,
EPOC, etc). 7.

3) Definir con lo anterior la posible forma clinica
de la micosis que presente el paciente.

4) Elegir las pruebas de laboratorio adecuadas,
teniendo en cuenta la sensibilidad para con-
firmar el diagnéstico.

De esta manera, el médico podra decidir cual(es)
prueba(s) de laboratorio le ordena al paciente en 10.
particular para asi poder confirmar la sospecha

clinica de histoplasmosis. H
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