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SINTESIS

Con € objetivo de profundizar en aspectos micoldgicos y ecol dgicos relacionados con € diagnostico
de la higoplasmosis en Cuba se rediz0 € presente trabgo. Se determind la presencia de
Histoplasma capsulatum en muestras de 30 cuevas (58,8 %) y, por primeravez en d pais, seadé
H. capsulatum en lugares relacionados con aves domésticas y en espacios abiertos, asi como en €
24 % de los murciélagos capturados, 10 que reviste gran interés epidemioldgico y confirma la
importancia de estos mamiferos y sus habitats como reservorio del hongo en la Naturdeza. Se
induye € adamiento en la especie Macrotus waterhousei minor, halazgo no encontrado
anteriormente en la literatura internacional. La caracterizacion de las cepas se redliz6 segun criterios
morfologicos y se confirmd mediante la prueba de exoantigenos, la cud demostré ser de dta
especificidad. El estudio comparativo de 4 brotes epidémicos permitio llegar d diagnogtico integra
de la enfermedad, la identificacion de la fuente de infeccion y la adopcion de medidas de control
siguiendo una metodol ogia comin que se propone para su gplicacion en estudios pogteriores. Para el
diagndstico seroldgico de estos brotes se empled por primera vez en d pais un ensayo
inmunoenziméico tipo ELISA d cud resultd de gran utilidad. La determinacidn, por primeravez en
Cuba, de la senshilidad de H. capsulatum frente a drogas antifingicas, permitié corroborar la
efectividad in vitro de la anfotericina B, d itraconazol y € ketoconazol, no asi frente d fluconazol.
Los resultados obtenidos han contribuido a un mayor conocimiento de diferentes aspectos

relacionados con d diagndgtico, laprevencidon 'y € control de la histoplasmoss en nuestro pais.
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1. Introduccién 2

La higoplasmoss se ddfine, segin @ Comité de Nomenclatura de las Micosis de la Sociedad
Internacional de Micologia Humana y Anima, como la infeccion causada por € hongo dimérfico
Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Odds et al., 1992), € cud por razones précticas, se
suele denominar Histoplasma capsulatum. Esta es una micosis dd sstema fagocitico mononuclear,
de gravedad variable que afecta pulmones, tgidos linfaticos, higado, bazo, pid y mucosas, sstema
nervioso central y otros érganos. La infeccion se inicia después de la inhaacidn de las particulas

infectantes ddl hongo y a partir de ese momento pueden aparecer diversas manifestaciones clinicas.

Egté consderada como la micoss mas importante del continente americano. Puede presentarse a
cuaquier edad, aunque su mayor frecuencia esta entre la 3*y la 42 décadas de vida. Algunos grupos
ocupacionaes son particularmente susceptibles a la infeccion por H. capsulatum, especidmente
aqudlos que redizan actividades en cuevas 0 ambientes naturades. campesinos, agricultores,
criadores de aves, espeledlogos, mineros, entre otros (Velasco- Castrejon y Gonzdez-Ochoa, 1977,
GonzdezZepedaet al., 1998). En los Ultimos afios se ha observado cada vez con mas frecuenciaen
turistas que vistan areas endémicas (Wolff, 1999; Weinberg et al., 2003; Salomon et al, 2003);
también puede considerarse con riesgo € persona que trabaja en laboratorios de Micologia Médica
(Ellis, 1994; GonzdezZepedaet al., 1998).

Las manifestaciones clinicas varian desde formas asintométicas o benignas (las cuaes representan
goroximadamente € 95 % de los casos en individuos inmunocompetentes), hasta las formes
pulmonares agudas y crénicas y las diseminadas graves (Rippon, 1988). Es una de las micoss
oportunistas més importantes  en individuos con dteraciones de los mecanismos de defensa
especificos mediados por cdulas, particularmente en agquellos pacientes infectados por @ Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (V1H) (Johnsony Sarog, 1994; Hgjjeh et al., 2001).

El diagndgtico de laboratorio de la histoplasmosis es complgo y debe abordarse de manera
multilaterd, teniendo en cuenta los criterios clinicos y epidemioldgicos. En dependencia de las

diferentes formas clinicas pueden ser de utilidad los exdmenes directos, los cutivos en medios



adecuados, las tinciones especificas, las pruebas para la deteccion de antigenos y anticuerpos y las
pruebas intradérmicas (Rippon, 1988; Wheat, 2003).

En Cuba, la incidencia exacta de esta micoss es dificil de precisar. Los primeros casos de
histoplasmos's se conocen desde 1951 (Sanguily et al., 1951). Sin embargo, los primeros brotes
epidémicos se reportaron en la década de los afios 60 (Nocedo Pous et al., 1965) y desde
entonces han continuado presentandose practicamente en todas las provincias, relacionados
fundamentamente con la entrada en cuevas, la remocion del sulo y la dteracion de microambiente
interior, con la consecuente generacion de aerosoles. Sin embargo, muchos de estos brotes no han
podido ser confirmados por carecer de |0s recursos necesarios o por no contar con una metodologia

parasu estudio integrd.

Para determinar la presencia de H. capsulatum en la naturaleza es necesario redizar su busqueda,
adamiento e identificacion a partir de fuentes ambientales. En Cuba, Chang Puga'y Font D'Escoubet
(1974) adaron por primera vez este hongo a partir de muestras de tierra procedentes de cuevas
habitadas por murciélagos. Desde entonces, la mayoria de los aidamientos se han redlizado en la
region occidentd.

Una de las principaes dificultades ddl diagndstico de laboratorio de la histoplasmosis eslademoraen
e aidamiento e identificacion. Por elo, son de gran vaor todas aguelas técnicas de laboratorio que
contribuyan a un diagndstico mas rdpido, especifico y sensible, entre las que se pueden mencionar la

prueba de exoantigenos y latécnicade ELISA (Lépez Martinez et al., 1995).

Por otra parte, como complemento del diagndstico, a pesar de los grandes esfuerzos destinados a
esdtandarizar las pruebas de senshilidad in vitro con drogas antifingicas y lograr la adecuada
correspondencia entre los resultados in vitro y la evolucidn de |os pacientes sometidos a tratamiento
antimicotico, son pocos los trabgos redizados con este fin en H. capsulatum (Pereay Patterson,
1999).



Desde 1981, d Laboratorio de Micologia del 1PK, como Laboratorio Naciona de Referencia, ha
centrado de manera gradua los estudios epidemioldgicos, clinicos y de diagndstico de laboratorio
relacionados con esta enfermedad en € pais. En estos estudios resulta de incuestionable vaor poder

confirmar nuestras &reas endémicas, las cuaes alin se desconocen.

Actudmente, todavia se confrontan serias dificultades en los laboratorios de la Red Naciond de
Microbiologia para € diagndgtico de esta micoss, |0 que permite suponer la existencia de un
subregistro no despreciable. Este panorama se torna todavia mas complgio s se tiene en cuenta que
la histoplamosis ocupa, en los pacientes cubanos infectados por € VIH, d cuarto lugar en orden de
frecuencia, entre las micos's, después de la neumocistoss, la candidiasis y la criptococosis (Arteaga

Hernandez et al., 1998).

Por todo lo anteriormente expuesto, resulta de gran relevancia cuaquier intento encaminado a mejor
conocimiento de esta enfermedad y su agente causal en nuestro medio, o cud contribuird a evitar y
controlar los brotes epidémicos asi como su adecuado diagndstico y tratamiento en Cuba, para lo

cua hemos planteado lasiguiente HIPOTES'S:

El empleo de métodos de laboratorio para € estudio integral de la histoplasmosis permitira

determinar su endemicidad en Cubay contribuira a su diagnéstico, prevencion y control.

Para confirmar esta hipotesis, |os objetivos trazados fueron los siguientes:

OBJETIVO GENERAL:

Contribuir a diagndstico, prevencidn y control de la histoplasmosis en Cuba,

OBJETIVOSESPECIFICOS:

1. Determinar la presencia de H. capsulatum en diferentes reservorios bidticos y abidticos de
interés econdmico o socidl.

2. Contribuir d diagnégtico de la histoplasmosis y su agente causa en nuestro pais mediante €

empleo de valiosas técnicas como la prueba de exoantigenosy ELISA.



Caracterizar de forma integral diferentes brotes epidémicos de histoplasmosis ocurridos en
nuestro pais.
Evduar la senghbilidad in vitro de cepas autéctonas de H. capsulatum frente alas principaes

drogas antifungicas utilizadas en d tratamiento de la hisoplasmoss.

El presente trabgjo contiene |os siguientes aspectos que congtituyen NOVEDAD CIENTIFICA:

La presenciade H. capsulatum en cuevas y otros habitats relacionados con murciélagos y aves,
agunos de dlos de gran interés econdmico-socid, 1o que congtituye, en muchos casos, € primer
reporte en las respectivas locaidades.

Condtituyen hdlazgos de importancia epidemioldgica d adamiento de H. capsulatum en
epecies murcidlagos de Cuba, entre dlos d primer reporte a nivel mundid en Macrotus
waterhousel minor y d primero en Tadarida brasiliensis muscula en Cuba.

Se disefi una metodologia integrd que permitié la caracterizacion y control de brotes
epidémicos de histoplasmosis la cua se propone para estudios posteriores en nuestro pais.

Se egtablecieron, por primera vez en d pais, nuevos procedimientos de laboratorio y valiosas
tecnologias que permiten un diagndstico més rdpido, especifico y sensible y una identificacion
confirmatoriade H. capsulatum.

Se presenta d primer estudio en Cuba sobre la sensibilidad in vitro de H. capsulatum frente a
los cuatro agentes antifiingicos més empleados en la actudidad y la metodologia estandarizada
congtituye una propuesta para la realizacion de estas pruebas.

VALOR TEORICO.- El presente documento contiene € estudio més completo realizado en Cuba de

tipo ambientd y de laboratorio y por elo aporta nuevos conocimientos sobre la histoplasmosis y su

agente causal en Cuba. Las investigaciones incluidas en esta tesis recibieron reconocimientos como:

Premio en Jornada Cientifica de Animaes de Zoologicos y Fauna Silvestre (1986), Resultados
Relevantes del I1PK (1987,1999), Logro de la Academia de Ciencias de Cuba (1991) y Mencidn en

el Forum Provincid de Cienciay Técnica (2000). Estos resultados se encuentran publicados en 20

articulos cientificos en revisas naciondes (12) y extranjeras (8) y en d capitulo de Histoplasma

capsulatum dd libro Microbiologia y Parasitologia Médicas (Premio de la Critica Cientifico-



Técnica 2001, Premio Anud de la Sdud 2002 y Ponencia Destacada X1V Forum Naciond de
Ciencia'y Técnica 2003). También aparecen registrados en la obra Fungi of the Caribbean, an
annotated checklist (2001) y estén incluidos en @ estudio titulado “Diversdad y conservacion de
los hongos ddl Caribe’, Premio Relevante de la Academia de Ciencias de Cuba, 2003, en la seccion
de Ciencias Naturales, ademés, han sdo presentado en 39 eventos cientificos (23 nacionalesy 16
internacionales). Han condtituido temas de 1 Proyecto de Grado, 3 Trabgos de Diploma de la
Licenciatura en Microbiologia, 1 Trabgo de Terminacion de Residencia en Microbiologiay 1 Tesis

de Maestria en Microbiologia, defendidos durante € periodo 1988-2000.

VALOR PRACTICO.- Los resultados obtenidos permitieron la introduccion de nuevas tecnologias de
trabajo, mas répidas, epecificasy sensbles parad diagndstico de la histoplasmoss, laidentificacion
de Histoplasma capsulatum var. capsulatum, su senshilidad alos antifingicosy la determinacion
de los aspectos ecol dgicos mas relevantes relacionados con este patdgeno en nuestras condiciones.
Gracias a estos resultados, € Laboratorio Naciona de Referenciadel 1PK fue capaz de caracterizar
la histoplasmosis como micoss oportunista en € curso del SIDA 'y acometer € estudio integra de
brotes epidémicos, 1o que ha congtituido la base para la adopcion de las medidas de prevencion y
control necesarias, todo lo cud forma parte de la "Metodologia Integral para d estudio de la
histoplasmosis' propuesta, de gran vaor practico y metodoldgico, para su uso anive naciond.
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2.1. Sinonimia.

La histoplasmosis ha recibido diferentes denominaciones a través dd tiempo y en diferentes
regiones geograficas (Lacaz et al., 1991), taes como: enfermedad de Darling, reticuloendotelios's,
citomicogs reticuloendotelid, enfermedad de las cuevas, enfermedad de los murcidagos,
enfermedad del Vale de Ohio, fiebre de Tingo Maria, fiebre de las minas abandonadas,
histoplasmosis americana e histoplasmosis clasica. Estos dos Ultimos nombres han sido adoptados
paa diferenciarla de la “histoplasmosis africand’ cuyo agente etioldgico es Histoplasma
capsulatum var. duboisii (Gugnani y Muotoe Okafor, 1997).

2.2. Agente etiol ogico.

Desde la antigiiedad se ha sugerido la existencia de la histoplasmosis sobre la base de
descripciones de su patogenia e historia natural, incluso se ha planteado que la causa de la muerte
de los miembros de la expedicion de Lord Carnavon a la tumba de Tutankamen fueron los
conidios de H. capsulatum y no lamaldicion de “ antiguos espiritus egipcios’ (Mitchell, 1983). Se
puede afirmar mas objetivamente, que la historia de la histoplasmosis comienza en 1906 con los
importantes hallazgos redizados por Darling a partir de la necropsia de un hombre de 27 afios, que
trabgaba en la congtruccion dd cand de Panamé Darling (1906) describio a microorganismo
como “un parasito de forma ovoide a redonda, rodeado de un halo que no se colorea, con un
grosor de gproximadamente 1/6 del diametro ddl parésito”. Debido d parecido con Leishmania,
pensd que se trataba de un protozoo y que € hao era una cdpsula, por 1o que lo denomind
Histoplasma capsulatum. Ni era un protozoo, ni habia reslmente tal cgpsula, pero € nombre ha
perdurado hasta hoy. Los hechos més importantes en la historia de la enfermedad se muestran en

d anexo 1.

El agente etioldgico de la higtoplasmosis es d hongo dimdrfico Histoplasma capsulatum var.
capsulatum, d que s le sude denominar H. capsulatum. A temperaturas inferiores a 35°C
crece como un hongo filamentoso de color blanco, mientras que a 37°C, tanto in vitro como en

los tgidos ddl huésped su crecimiento es levaduriforme (Rippon, 19388).
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El estado teleomorfo de esta especie fue descrito por primera vez en 1972, como un ascomiceto
filamentoso, denominado Emmonsiella capsulata (Kwon-Chung, 1972; Taylor et al., 1999).
Mas tarde fue reubicado en € género Ajellomyces, € cud agrupatres especies A. dermatitidis,
A. crescensy A. capsulatus, cuyos estados anamorfos 0 mitosporicos pertenecen atres géneros
digintos Blastomyces dermatitidis Emmonsia crescens e Histoplasma capsulatum
respectivamente (Peterson y Sigler, 1998). Su ubicacidon taxondmica actud se muestra a

continuacion (Lopez Martinez et al., 1995):

Ubicacién Taxondmica Anamorfo Teleomorfo
Clase Deuteromycetes Ascomycetes
Orden Moniliaes Onygenales
Familia Moniliaceae Gymnoascaceae
Género Histoplasma Ajellomyces
Especie H. capsulatum A. capsulatus
Variedades H. capsulatum var. capsulatum
H. capsulatum var. duboisii
H. capsulatum var. farciminosum

Ajellomyces capsulatus es heterotdico; |os dos tipos compatibles (+ y -) se han aidado con igua
prevaencia en la naturdeza, pero cas d 90% de las infecciones son causadas por d tipo (-) (Gaur
y Lichtwardt, 1980; Mitchell, 1983). En los cultivos se pueden observar cleistotecios de 100 a
150 um de diametro, con hifas peridiaes laxas y ascas globulosas con ocho ascosporas dlipticas,

de 1,5 pm de didmetro y una pared cdular lisa (Lacaz et al., 1998; Negroni, 2001).

Su contenido de guanina-citosina esta entre 45,4 y 49,8 %, con una media de 47,3 %. Los
primeros estudios en este sentido han permitido separar |os aidamientos de H. capsulatum en tres
grupos, basados en & polimorfismo de lalongitud de los fragmentos de restriccion (RFLP); estos
grupos se corresponden con los aidamientos de América del Norte, de América del Sur y con

adamientos termosensibles procedentes de pacientes de SIDA, cuya patogenicidad parece ser
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menor (Carter et al., 1997; Taylor et al., 1999). Otros estudios, Sn embargo, han demostrado
gue existe una gran variabilidad entre las cepas (De Hoog y Guarro, 1995; Carr y Shearer, 1998).

Se desconoce a qué grupo pertenecen las cepas adadas en nuestro medio.

A temperaturas inferiores a 35°C, H. capsulatum crece formando dos tipos de colonias: d tipo A
(abino o blanco) y € tipo B (brown o pardo). El tipo A se caracteriza por desarrollar un micdio
blanco, algodonoso, con abundantes hifas aéreas anchas; produce macroconidios y microconidios
y no produce pigmentos difusibles en € medio de cultivo. Las colonias del tipo B se observan con
un micelio escaso, aplanado, de color canela a pardo oscuro con hifas pigmentadas estrechas y
gran nimero de macroconidios tuberculados, con proyecciones en la superficie. Con frecuencia,
entre los 10 y 14 dias, la colonia se cubre de grandes masas de macroconidios y muy pocas hifas;
los microconidios son escasos y e difunde un pigmento marrén oscuro en € medio (Berliner,
1968; De Hoog y Guarro, 1995). Microscopicamente estos microconidios se presentan sésiles (0
en hifas cortas no diferenciadas), lisos, esféricos, piriformes o en forma de clava, Sn septos, de
pared fina, que pueden medir 24 x 26 um. Los macroconidios se observan en conidiéforos
cortos, son generalmente esféicos (8-14 um de diametro), de paredes gruesas, Sin septos, de
aspecto tuberculado o con proyecciones cilindricas, facilmente gpreciables a microscopio optico

(DeHoog y Guarro, 1995).

A menudo los primo-aidamientos son ddl tipo B, particularmente cuando se aidan dd suelo. Estos
cultivos del tipo B d enveecer pueden llegar a cubrirse de un micelio blanco y transformarse en €
tipo A, de manerairreversible (Lacaz et al., 1998). Se ha sefidado que € tipo B es mas patdgeno
para animales de laboratorio (Taylor et al., 1997).

En edtado parastario y en medios de cultivo enriquecidos, a 37°C, s observan cdulas
levaduriformes esféricas u ovaladas, de 23 x 34 um, de paredes finas que se reproducen por
gemacion polar con una base estrecha. In vitro se desarrollan colonias cremosas de color grisaceo
abeige (Lacazet al., 1998).
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El paso de la fase filamentosa a levadura requiere, en primer lugar, de un cambio de temperatura
de 25-30°C a 37°C y se conddera un evento necesario para la expresion de los genes de
virulencia (Taylor y Reyes Montes, 2002). Este proceso ha sido dividido en tres etapas: la primera
etapa comienza inmediatamente después del cambio de temperatura, con una rgpida disminucion
del adenosin-trifosfato (ATP) intracelular, seguido de una fosforilacion oxidativay una disminucion
progresiva dd ritmo respiratorio. Entre las 24 y 48 horas las células entran en un periodo de
latencia (etapa 2) que dura de 4 a 6 dias, en esta etapa las cdlulas presentan una marcada
disminucion de las concentraciones de los componentes ddl transporte de eectrones mitocondrial.
La etgpa 3 se caracteriza por un reinicio de la respiracion normal, induccidn de la cigteina:- oxidasa

especificay laterminacion de latrangcion alevadura (Medoff et al., 1986; San Blas, 1992).

Durante la transformacidn, las hifas se fragmentan y dan lugar gradudmente a las levaduras. No
ocurre € cambio a partir de los conidios. El conidio primero germina y después ocurre la
converson gradud a levadura. Los brotes o yemas gparecen en d extremo més estrecho de la
célula madre y permanecen unidas por una hebra angosta. Al ser coloreadas con Giemsa, las
cdulas de H. capsulatum muestran un solo nicdeo con un nucleolo densamente tefiido. Al
principio la colonia es no vellosa'y microscdpicamente se puede observar una mezcla de hifas en
proceso de converson y cdulas levaduriformes en gemacion; en los sguientes subcultivos la
colonia se convierte gradudmente en una colonia blanca griséces, lisa'y levaduriforme (Rippon,

1988).

La pared cdular de H. capsulatum esta formada principdmente por a-1,3 glucano, b-1,3
glucano y quitina. En comparacion con otras hongos patdgenos dimorficos, € contenido de quitina
es superior en este hongo. Sin embargo, existen diferencias en la composicion de glucanos en las
dosfases: a-1,3 glucano es d componente principa de la fase levaduriforme, mientras que en la
micdia es superior @ contenido de b-1,3 glucano (Hearn, 1997). La presencia de dtos niveles de

a-1,3 glucano se ha asociado con la virulencia de la cepa (Rippon, 1988), aunque se ha sugerido
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también la posibilidad de cque una misma cepa pueda pasar dd fenotipo a-1,3 glucano™”d a-1,3
glucano® y viceversa, lo que pudiera ayudar a explicar la existencia de formas cronicas y latentes

de histoplasmosis (Hearn, 1997).

Otro componente importante, aunque se encuentra en menor cantidad, es un galactomanano
Situado en la capa més externa de lapared, € cud se condderad principa polisacarido antigénico
de H. capsulatum; otros gaactomananos son responsables de reacciones cruzadas con

Blastomyces dermatitidisy Paracoccidioides brasiliensis(Hearn, 1997).

2.3. Habitat.

H. capsulatum crece en sudos con dto contenido de nitrogeno y fodfatos, asociados
generdmente a depdsito y acumulacion de excretas de aves y de murciélagos. Se ha aidado de
suelos ligeramente &cidos y de bgja permeabilidad; con frecuencia las concentraciones més altas
del hongo se encuentran en la superficie, aunque también se ha encontrado a 25 pulgadas de

profundidad (Goodwin et al., 1981; Taylor et al., 1994).

No son conocidos todos los factores que influyen en € buen desarrollo del hongo en d sudlo, pero
se sabe que H. capsulatum puede crecer en diferentes tipos de suelos, cuyas caracterigticas, asu
vez, determinan la microbiota que puede estar presente. Puede tolerar bgjas temperaturas (hasta -
18°C) s d contenido de humedad es adecuado, pero es incapaz de crecer por encima de 40°C
por periodos prolongados. Puede crecer en rangos de pH entre 5y 10 y requiere oxigeno para

sobrevivir y desarrollar su fase filamentosa (Lappe et al., 1998).

Aungue esta especie crece en abundancia s0lo en condiciones ambientdes relativamente
restringidas, H. capsulatum se ha encontrado en los cinco continentes (Chin, 1999). Las zonas de
mayor endemicidad se localizan en regiones tropicales y subtropicaes con una temperatura media
anua de 22-29°C, una humedad relativa de 60-80 % y un promedio de precipitacion anud de

aproximadamente 1 000 mm. Estas condiciones parecen ser las més favorables para su
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proliferacion y se han denominado "espacios abiertos’, aunque este hongo también s ha
encontrado en &reas geogréficas con condiciones climéticas muy diversas. Generdmente, estas
Ultimas se relacionan con la exigencia de cavernas habitadas por murciélagos o aves y se

consideran "espacios cerrados’ (Rippon, 1988; Taylor et al., 1997).

2.4. Epidemiologia.

Gran parte de bs conocimientos actuades en relacion con la epidemiologia de la histoplasmosis
provienen del empleo de la prueba cuténea de histoplasmina en encuestas redlizadas a partir de
1945 en diferentes regiones dd mundo, lo que ha permitido delimitar las areas endémicasy
determinar la prevaencia de la enfermedad (Fava 'y Fava Netto, 1998; Taylor et al., 2000; Zhao
et al., 2001).

Laregion de mayor endemicidad en d mundo se locdiza en € centro-este de los Estados Unidos,
alo largo de los vales de los rios Ohio, Mississppi y Misouri, donde d 80-90% de la poblacion
suele ser positivaala prueba de histoplasmina. Otras zonas endémicas importantes se localizan en
Centro y Suraméricay las Antillas (Ashmeade Dyer et al., 1979; Hay et al., 1981; Naiff et al.,
1988; Van Gelderen de Komaid et al., 1992; Favay Fava Netto, 1998; Sdomon et al., 2003).
También s ha descrito la enfermedad en Asia, Africa, Audrdiay Oceania (Ajdlo et al., 1977;
Hunt et al., 1984; Padhye et al., 1994; Imwidthaya, 1994; Wen et al., 1996, Monchy et al.,
1998; Fujio et al., 1999). En Europa los informes de casos autdctonos son escasos (Sotgiu et al.,
1970; Dupont, 1998; Gascon et al., 2000; Farina et al., 2000; Lamagni et al., 2001). En los
Ultimos afios son cada vez més frecuentes los reportes de histoplasmosis entre turistas o
investigadores cientificos europeos que han visitado cuevas en distintos paises de América (Torres
Rodriguez, 1991; Van Creve et al., 1997; Vadez y Sdata, 1999; Erkens et al., 2002; Flor et al.,
2003; Sdomonet al., 2003).

Los adamientos de H. capsulatum de muestras ambientdes han contribuido también d

conocimiento de su biologia y ecologiay la locdizacion de las fuentes de infeccidn de los brotes
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epidémicos de histoplasmosis (Otcenasek et al., 1967).

Algunas de las manifestaciones clinicas de esta enfermedad se presentan con mayor frecuencia a
determinadas edades. Por gemplo, la forma pulmonar aguda suele presentarse en adultos jovenes,
mientras que las formas diseminadas progresivas tienen mayor incidencia en nifios, en mayores de

50 afios y en pacientes inmunocomprometidos (Lacaz et al., 1991; Severoet al., 1998).

Durante la nifiez, ambos sexos son iguamente susceptibles, pero en adultos se presenta mas en €
hombre que en la mujer. Durante muctho tiempo se ha sefidado como causa de este hecho la
mayor exposicion dd hombre a posibles fuentes de infeccion; sin embargo, también se ha
comprobado € efecto inhibitorio de los estrogenos sobre @ crecimiento de H. capsulatum

(Negroni, 1982; Taylor y Reyes-Montes, 2002).

Seglin dgunos autores, las formas pulmonares evolutivas son 25 veces més frecuentes en los
individuos de la raza blanca que en los negros (Torres-Rodriguez, 1991; Bonifaz, 2000); sin
embargo, Whest et al. sefidan la raza negra como uno de los principales factores asociados alas

manifestaciones severas de la histoplasmosis en € SIDA (Whest et al., 2000).

Se ha sugerido que la susceptibilidad a la infeccidon por H. capsulatum puede estar relacionada
con determinados genes del sstema principa de hisocompatibilidad. En estudios redizados en la
poblacion mexicana se ha encontrado que los delos HLA-B17 y HLA-B22 son frecuentes en
pacientes con histoplasmoss pulmonar primaria. Sin embargo, se requieren estudios mas amplios
que permitan profundizar en estos y otros agpectos de lainmunogenética de estamicoss (Taylor et

al., 1997; Zlhiga-Ramoset al., 1998; Taylor y Reyes Montes, 2002).

La histoplasmosis animd es conocida desde 1934 por |os trabgjos de DeMombreum en perros, es
precisamente en esta especie anima donde la enfermedad se presenta clinicamente muy semejante
ala enfermedad humana (Davies y Colbert, 1990). El microorganismo se ha aidado de numerosas

especies de mamiferos entre las que se encuentran quirdpteros, marsupiaes, insectivoros, primates,
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roedores, carnivoros, etc. (Otcendsek et al., 1967; Naiff et al., 1985; Taylor et al., 1994;
Vargas-Yafez et al., 1998). Entre los animales domésticas, son los perros y los gatos los més
dfectados, en los cudes las infecciones suden ser sstémicas, de tipo piogranulomatoso,
principalmente en animales jovenes (Pérez y Carrasco, 2000). Se han descrito diferencias clinicas
entre la histoplasmosis canina en los EEUU y en Jgpdn. En este Ultimo, los animdes afectados
presentan multiples focos granulomatosos y ulcerados en pid y mucosa bucd, Sn lesones

pulmonares ni gastrointestinaes (Ueda et al., 2003)

La mayoria de los brotes de histoplasmosis han ocurrido por la redizacion de determinadas
actividades en lugares donde se acumulan excretas de aves o murciélagos, estas actividades
generan gran cantidad de aerosoles que contienen las particulas infectantes del hongo, las cudes
pueden ser facilmente diseminadas por € viento (Chin, 1999). Segin Goodwin et al., en una
amplia revison redlizada, 10s casos de transmision por via percutanea han sido muy escasos. Se ha
sefidado también la transmision sexud de la enfermedad en una paciente con ulceraciones de la
mucosa vagind y adenopatias inguinaes, cuyo esposo presentaba una histoplasmos's dissminada
con Ulceras en € pene. También se ha postulado una posible puerta de entrada gastrointesting,
aunque no ha sdo convincentemente demostrada (Goodwin et al., 1981). De manera excepciond,
se ha reportado la transmision, a partir dd donante, en transplantes de rifion (Watanabe et al.,
1988; Wong y Allen, 1992; Limaye et al., 2000).

Una de las mayores epidemias de histoplasmosis que han ocurrido tuvo lugar en Indiandpalis,
EE.UU., en la cud se estima que unas 100 000 personas fueron infectadas, 400 enfermarony 75
presentaron la forma diseminada de la enfermedad. Esta epidemia se present6 en diversos puntos
de la ciudad y es un gemplo tipico de la llamada “histoplasmosis urbana’, asociada a espacios

abiertos (Wheat, 1992).

Algunos casos de histoplasmosis urbana han sdo asociados a uso de fertilizantes organicos en

huertos y jardines en areas urbanas (Medsy McKinney, 1998; Jménez et al, 2002).
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L os conocimientos acerca de la epidemiologia de la histoplasmosis se han basado en |os reportes
de casos clinicos, los resultados de las encuestas con la prueba intradérmica de histoplasming, los
adamientos dd agente etioldgico en la Naturaleza'y dgunos estudios llevados a cabo en animaes.
Sin embargo, en los Ultimos afios, @ empleo de técnicas moleculares ha estado brindando
importante informacidén sobre nuevas zonas endémicas o la redefinicion de las ya conocidas, €
estudio de brotes epidémicos precisando la fuente de infeccion, asi como la caracterizacion de los
adamientos seguin & estado inmunitario del paciente, su zona de residenciay € origen exdgeno o
endogeno de la infeccion. Entre las técnicas basadas en € estudio del ADN, las de megores
resultados han sdo las conocidas como RFLP (polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion, sglas en inglés) y RAPD-PCR (polimorfismo dd ADN amplificado d azar por la
reaccion en cadena de la polimerasa, siglas en inglés) (Reyes-Montes et al., 1999; Reyes Montes
et al., 2000; Jang et al., 2000). Esta ltima ha sdo la més (til en la caracterizacion de cepasy ha
ugerido la existencia de patrones seguin éreas geogréficas (Taylor et al., 2000; McEwen et al.,
2000; Perrottaet al., 2001; Muniz et al., 2001; Taylor y Reyes-Montes, 2002).

En la actudidad, aunque se han hecho diversos estudios con este fin, no existen vacunas
preventivas ni tergpéuticas para € control de la histoplasmosis (Polondli et al., 1997). Sin
embargo, recientemente se ha podido aidar una proteina de la familia de las hsp 60 (heat shock
proteins o proteinas de chogque térmico) obtenida de un extracto de pared y membrana celulares
de la fase levaduriforme de H. capsulatum, que ha demostrado poseer capacidad protectora en
animaes de experimentacion (Deepe, 1997; Deepe y Seder, 1998). Edta proteina también se ha
obtenido por via recombinante, y se halogrado inducir una respuestainmune protectora en ratones
retados por via intranasa con un indculo letd de la fase levaduriforme del hongo. Otras dos
proteinas recombinantes (antigeno H y hsp 70) han demostrado poseer capacidad de inducir una
respuesta inmune celular pero sin efecto protector (Dixon et al., 1998); sin embargo, mas
recientemente, se ha podido demostrar € vaor de antigeno H como inmundgeno protector frente

alainfeccion pulmonar por H. capsulatum en ratones (Deepe y Gibbons, 2001). Estos estudios,
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aunque prdiminares, pudieran servir de base para las fases Sguientes de la produccion y

eva uacion de futuros candidatos vacunales contra lainfeccion por H. capsulatum.

2.5. Patogenia.

Aunque todavia se desconocen muchaos de los mecanismos relacionados con la patogenia de H.
capsulatum, los principales determinantes de virulencia conocidos son los siguientes (Retdlack y
Woods, 1999; Woods et al., 2001; Woods, 2003):

- Formacion de microconidios en d morfotipo filamentoso.

- Dimorfismo térmico.

- Parasitigmo intracdular de macréfagos y supervivenciaen € fagolisosoma

- Modulacion dd pH en d microambiente.

- Produccion de catalasss.

- Produccion de sideréforos y capacidad de reducir losiones férrico (Fe ).

- Produccidn de proteinas fijadoras de cdcio.

- Fenotipo rugoso (a - 1-3 glucano en la pared celular).

Recientemente se ha sefidado, a igua que en otros hongos patdgenos, la produccidn de pigmentos
tipo melanina como factor de virulencia en H. capsulatum (Nosanchuk et al., 2002; Nosanchuk

y Casadevall, 2003).

La infeccion por H. capsulatum es € resultado de la inhaacion de microconidios de la fase
filamentosa. La cuantia critica del indculo no ha podido ser precisada y depende en gran medida
del estado inmunitario del huésped. Entre los 3y 5 dias después de lainhdacion, los microconidios
germinan dando lugar d desarrollo de la fase levaduriforme (forma parasitaria) en € parénquima
pulmonar. Los microconidios inhadados inducen una respuesta de neutrdfilos en 24 horas, los

cud es son responsables de la respuesta primariainespecifica, a nivel pulmonar (Rippon, 1988).

Los neutrdfilos pueden ser fungicidas frente alos microconidios, sn embargo, esta actividad no es
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tan evidente frente a las levaduras de H. capsulatum. Los macréfagos se acumulan répidamente y
fagocitan a estas levaduras. En d huésped inmunodeprimido las levaduras individuaes proliferan
rgpidamente en d interior de los macrdfagos. Este acimulo excesivo de microorganismos
intracelulares puede inducir un bloqueo de los macrofagos, @ cud retarda € desarrollo de la
inmunidad especifica dd huésped. El proceso exudativo temprano da como resultado una
neumonitis que se hace mas extensa unas dos semanas después de la exposicion (George y Penn,
1993).

Los macréfagos parasitados trangportan € hongo hacia los ganglios linféaticos, € bazo, d higado y
otros Organos dd sistema fagocitico mononuclear, dando como resultado una diseminacion

subdlinica temprana.

Se ha demostrado que |los hongos patégenos primarios, incluyendo H. capsulatum, son dtamente
resgentes a aague de los neutrdfilos cuando se encuentran en su fase levaduriforme,
contrariamente a lo que ocurre con los hongos oportunistas, los cuaes son facilmente diminados
por los neutrdfilos. Las levaduras deH. capsulatum son rdpidamente ingeridas por |os neutrdfil os,
pero dlas son intrinsecamente resigtentes a la muerte oxidativa intracdlular. ESto puede explicar la
relativa inefectividad de la respuesta temprana de | os neutrdfilos en la histoplasmosis y |a necesidad

de una respuesta inmune especifica para d canzar la curacion del enfermo (George 'y Penn, 1993).

Los linfocitos T desempefian un papel vita en la respuesta frente a H. capsulatum Laresolucion
de la infeccion esta condicionada por € desarrollo de una respuesta de linfocitos T especificos en
drededor de dos semanas. Los linfocitos T auxiliares activan los macréfagos, aumentando sus
cagpacidades fungicidas y estimulando la formacién de granulomas. Por otra parte, bs cdulas
natural killer son capaces de eiminar € hongo extracelularmente y la presencia de anticuerpos
anti-H. capsulatum incrementa la capacidad fungicida de estas culas (Deegpey Seder, 1998).

La inmunidad cdlular parece disminuir en ausencia de una re-exposicion ocasiond y la prueba



2. Revisision Bibliogréfica 19

cutanea de histoplasmina puede eventudmente tornarse negativa. Es posible, aunque esta poco
documentado, que la re-exposicion a un indculo fuerte pueda vencer los mecanismos de defensa

del organismo, dando como resultado una nuevainfeccion (Negroni, 1982).

En pacientes con dteraciones de la respuesta inmune celular, lainfeccion por H. capsulatum no
suele ser controlada 'y hay tendencia ala diseminacion progresiva. Lainfeccion se extiende avarios
organos induyendo médula 6sea, higado, bazo y glandulas suprarrendes (Vail et al., 2002).
Generdmente, la diseminacion progresiva de la histoplasmosis, en estos casos, se desarrolla en un
corto periodo después de la exposicion, no obstante, en ocasiones puede demorar 2 6 mas afos
en dependencia del estado inmunitario del paciente. La enfermedad diseminada puede afecter,
ademés, d sstema nervioso centra, las articulaciones, los huesos, las vavulas cardiacas o los
vasos sanguineos. En d 90 % de las autopsias se ha observado un dafio en las suprarrenales, pero
la insuficiencia suprarrena s0lo es reconocida clinicamente en d 10 % de los casos (George y

Penn, 1993).

De manera generd, la inmunidad protectora en la hisoplasmoss se basa en la interaccion
coordinada erntre ciertos componentes ceulares (principamente macréfagos, aunque también las
cdulas NK y los leucocitos polimorfonucleares) y la liberacion de citoquines (fundamentalmente

IFN-g, TNF-a elL-12) (Allendoerfer y Deepe, 1998).

Los pacientes infectados por € virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (con una profunda
deficiencia de la funcion de los linfocitos T) pueden desarrollar un sindrome Smilar d de una
septicemia con shock, distress respiratorio y coagulacion intravascular diseminada (Whest et al.,
1985).

2.6. Manifestacionesclinicas.
Lagran mayoria de las infecciones por H. capsulatum cursan de forma asintomética (90-95 %) y

se detectan por la respuesta intradérmica a la prueba de histoplasmina y, en adgunos casos, por la
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presencia de focos pulmonares de cdcificacion en la imagen radioldgica (Rippon, 1988). Sin
embargo, entre d 5y & 10 % de los infectados presenta una sSintomatologia muy variable que
depende en gran medida dd nimero de conidios inhdados y dd estado inmunitario del huésped
(Torres-Rodriguez, 1991). Las manifestaciones clinicas de la histoplasmosis han sdo estudiadas y
clasificadas por diferentes autores (Rippon, 1988; Bonifaz, 2000) y la mayoria de ellos coincide en
que las formas més frecuentes son: histoplasmoss pulmonar aguda, histoplasmosis pulmonar
cronica, histoplasmosis progresiva diseminada, histoplasmosis cutanea primaria e histoplasmoma.
Independientemente de esta clasificacion generd, exisgen en la literatura médica numerosos
reportes de casos que, por sus caracterigticas clinicas, se pueden consderar formas atipicas o
poco frecuentes de presentacion (Randhawa et al., 1995; Mignogna et al., 2001;
Laochumroonvorgpong et al., 2001; Suh et al., 2001; Paphitou y Barnett, 2002; Rivierez et al.,
2002; Mukunyadzi et al., 2002). Las caracterigticas clinicas de cada una de estas formas se

explican con més detalles en & anexo 2.

2.7. Histoplasmosisy SIDA.

Desde los primeros momentos de la gparicion del SIDA, la candidiass y la criptococoss se
destacaron como importantes infecciones oportunistas. No ocurrié 1o mismo con ninguna de las
cuatro grandes micosis endémicas (Grayhill, 1988; Johnson y Saros, 1994; Kappeet al., 1998).
AuUn hoy continllan sendo raras en estos pacientes la blastomicosis y |a paracoccidioidomicoss
(Perfect et al., 1993; Shikanai-Yasuda et al., 1995; Tobon et al., 1998). Sn embargo, los
pacientes de SIDA infectados con Histoplasma capsulatumy Coccidioides immitisson cada
vez més numerosos en aquellas regiones donde estas micosis son endémicas, 10 que ha dado lugar
aque las micosis causadas por estos dos patdgenos hayan sido consideradas desde 1987 entre las
infecciones oportunistas que definen un caso de SIDA segin @ Centro de Control de
Enfermedades de Atlanta, EE.UU. (Johnson y Saros, 1994; Kappe et al., 1998; Ampel, 1999,
Mensa-Pueyo et al., 2002, Corti et al., 2004).
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La incidencia de histoplasmods entre los pacientes portadores de virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) varia en dependencia de la endemicidad de cada region (Johnson et al., 1988). Asi,
por gemplo, en Indiangpolis se ha informado hasta un 30 % de positividad entre |os infectados por
este virus, mientras que en Texas, s0l0 se reportaentre 4 y 5 % (Johnson y Saros, 1994). Segin
datos informados por Pérez et al. (1993), la histoplasmosis diseminada se presentaen d 4,2 % de

los pacientes cubanos de SIDA.

La forma de presentacion més frecuente en estos pacientes, la histoplasmosis diseminada
progresiva, no es especifica y generdmente aparece como una enfermedad sistémica febril,
inddiosa, con hepatoesplenomegdia, semgante a muchas otras infecciones oportunistas que se
manifiestan como complicacion de la infeccion por d VIH (Lopes et al., 1994; Hajjeh et al.,
2001). Una forma similar de histoplasmos's ya se habia descrito en la era pre SIDA con un ma
prondstico, sobre todo en nifios (Goodwin et al., 1981; Severoet al., 1998; Lacazet al., 1999) y
Se conocia su asociacion con los diferentes estados de inmunodeficiencia en los cudes adopta una
formagrave y fatd. No es sorprendente que lainfeccion por € VIH, con su destruccion profunda
de los mecanismos de inmunidad celular, sea un factor predisponente para € desarrollo de esta
forma grave de histoplasmosis (Grayhill, 1988; Whesat, 1992; Johnson y Saros, 1994; Hajjeh et
al., 2001).

De manera generd, en estos pacientes, @ diagndstico de laboratorio de la histoplasmosis contintia
sendo dificl: los sintomas y signos no son especificos, los hemocultivos tienenbga sensibilidad, la
respuesta inmune humoral especifica esté disminuida y @ estado genera de los pacientes muchas
veces no permite d empleo de procedimientosinvasivos (Ferndndez Andreu et al., 1996; Stevens,

2002).

2.8. Histoplasmosisen Cuba.
Los estudios sobre la histoplasmosis en Cuba comenzaron en 1951, cuando fue informado d

primer caso, cuyo diagndstico de certeza se redizO mediante d cultivo e identificacion de H.
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capsulatum a partir de muestras de sangre periférica, médula ésea y biopsia de la lengua
(Sanguily et al., 1951). Ese mismo afio Barquet et al. informaron un segundo caso: un nifio de tres
ahos de edad con adenopatias generdizadas y sindrome febril prolongado, anorexiay pérdida de

peso (Barquet et al., 1951). También en esa ocasion selogro aidar € hongo a25°Cy 37°C.

Estos dos casos impulsaron la redizacion de encuestas epidemioldgicas mediante la prueba
intradérmica de histoplasmina. La primera de dlas, en 1952, evidencié que € 20,5 % de los
individuos estudiados (195 pacientes hospitdizados por diferentes causas) habian tenido una
exposicion anterior d hongo (Pardoet al., 1952). A partir de 1960 se redlizan otras encuestas, las
cudes han sido limitadas tanto por & niimero como por d grupo poblaciona de los casos incluidos
(Fuentes y Madiedo, 1960; De Armas Pérez et al., 1978; Cadtillo Méndez et al., 1988; Suarez
Herndndez et al., 1992).

Los tres primeros brotes epidémicos de histoplasmosis en Cuba, de los cudes se tienen
referencias, ocurrieron en las provincias de Matanzas, La Habana y Pinar dd Rio y fueron
publicados en la literatura médica en 1965 (Nocedo Pous et al., 1965). El primero de ellos afectd
a méas de 300 personas y se considera uno de los mayores registrados en € mundo hasta ese
momento. Otros brotes han sido descritos en las provincias de Ciudad de La Habana, La Habana,
Matanzas, Pinar dd Rio, Ciego de Avila y € municipio de la Ida de la Juventud (Grupo
Epidemioldgico Centrd de las FAR, 1966; Gonzdez Ochoa, 1983; Gonzdez Menocdl et al.,
1990). También han ocurrido brotes epidémicos en Villa Clara, Cienfuegos, Las Tunas, Holguiny

Guanténamo, pero lainformacion que se tiene sobre ellos esincompleta.

Entre los iniciadores de los estudios sobre histoplasmosis en Cuba, en las décadas de |os afios ' 60
y 70, también es necesario mencionar d Dr Ramén Vidd, que aunque no degjé obra publicada

sobre € tema, supo sembrar en sus continuadores € interés por esta especiaidad.
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Los trabgos reacionados con & aidamiento de H. capsulatum del sudo comenzaron a ser
publicados en Cuba en 1974 con € primer @adamiento dd medio ambiente en un brote epidémico
ocurrido entre soldados que penetraron en una cueva de la provincia de La Habana (Chang Pugay
Font D’Escoubet, 1974). Al afio siguiente se amplia este estudio a partir de muestras de otras

cuevas y de un silo subterraneo en lamisma provincia (Font D’ Escoubet et al., 1975).

Los estudios sobre la histoplasmosis anima en Cuba han sdo escasos. H. capsulatum ha sido
adado a partir de visceras (higado, bazo y pulmones) de cuatro especies de murcidlagos. Los
estudios serolégicos en estos quirdpteros, redizados mediante la inmunodifusion doble, han sido
negativos (Font D’Escoubet y Macola Olano, 1976). Los mismos autores llevaron a cabo la
determinacion de anticuerpos anti-H. capsulatum en 11316 muestras de sueros de ganado
bovino, ovino, equino y porcino de la provincia de La Habana y s0lo se obtuvieron resultados
positivos, mediante la mismatécnica seroldgica, en € 2,62y € 0,07 % de las muestras de porcinos
y bovinos, respectivamente (Macola Olano y Font D’ Escoubet, 1977). En Cuba, lainfeccion no se
ha reportado en otras especies animaes, domésticas ni silvestres.

La letalided de la histoplasmosis en Cuba se puede consderar bgja en comparacion con otros
paises (Vaca-Marin et al., 1998; Ve asco-Cagtrejon, 1998); hasta 1980, sdlo se habian reportado
tres fallecidos, cuya causa de muerte se asocio directamente con esta micosis (Pila Pérez et al .,
1980).

Los primeros casos de histoplasmosis asociada a la infeccion por € VIH se informaron en 1990
(Capd de Paz et al., 1990; Millan Marcdo et al., 1990). Desde entonces, la histoplasmosis se
presenta como una de las micosis mas importantes por su relativa frecuencia y gravedad en los

pacientes cubanos de SIDA (Arteaga Hernandez et al., 1998).

2.9. Diagnostico.

El diagndstico de laboratorio de la histoplasmosis se basa en técnicas de cultivo, microscopiay la
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deteccion de antigenos y anticuerpos (Stevens, 2002, Wheat, 2003).

2.9.1. PRODUCTOS PATOLOGICOS. Cuando se sospecha histoplasmosis en un paciente, los
productos patol6gicos més recomendados son: esputo y otras Secreciones respiratorias, sangre,
médula éseg, liquido cefdorraquideo (LCR), orina, exudados de pie y mucosas, biopsias (higado,
bazo, cerebro, pid, ganglios, etc), en dependencia dd cuadro clinico (Arango y Castarieda, 1995;
Mukunyadzi et al., 2002).

2.9.2. EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO. El examen directo de las muedtras, sin coloracion
previa, resulta de muy poco vaor diagndstico debido a pequefio tamafio de las levaduras. Sin
embargo, los frotis coloreadas con Giemsa o Wright son de gran ayuda en € diagndgtico de la

histoplasmosis (Arango y Castafieda, 1995).

Mediante la coloracion de Giemsa las levaduras de H. capsulatum se observan dentro de los
macréfagos, pequefias (2-3 um), redondas a ovoides, con d nicleo tefiido de violeta oscuro y €

citoplasma en azul tenue, cas incoloro. Por efectos de la propia coloracion, ocurre una retraccion
de citoplasma dando la apariencia de unafasa cgpsula (Arango y Castafieda, 1995). Al romperse
los macrdfagos parasitados debido a una multiplicacion intracitoplasmética excesiva, las levaduras

son liberadas y pueden ser observadas extracelularmente.

La senshilidad del examen microscdpico directo, en generd, es bagja, incluso con coloraciones,
aunque esté en dependencia de laforma clinica: 10 % en la hisoplasmosis pulmonar aguda, 40 %
en lapulmonar crénicay <25 % en la diseminada (Wheat, 2003).

En los cortes histolégicos, la pared de la levadura se tifie muy débilmente con hematoxilina-eosina
(HE), aunque se destaca con las coloraciones de &cido peryédico de Schiff (PAS), Gram y plata
metenamina de Grocott-Gomori. Estas coloraciones permiten observar ademas, la respuesta
histica del hospedero: en individuos inmunodeprimidos, esta respuesta es pobre y s observan

abundantes levaduras en d interior de macréfagos, mientras que en los inmunocompetentes €



2. Revisision Bibliogréfica 25

hongo evoca una reaccion granulomatosa, con predominio de células epitdioides y gigantes, en

cuyo interior se observan las levaduras (Arango y Cadtafieda, 1995; Lachmanan et al., 2001).

La obsarvacion en cudquier tipo de muestra clinica, de levaduras intracdlulares con las
caracteristicas mencionadas es dtamente sugestiva de histoplasmoss; sin embargo, debe tenerse
en cuenta que agunas cdulas pequeias de Cryptococcus neoformans pobremente encapsul adas,
asl como también las cdulas de Penicillium marneffei y Candida glabrata pueden crecer
intracelularmente y pudieran confundirse con H. capsulatum. De igud forma, en los examenes
higologicos las formas pequefias de Blastomyces dermatitidis, las endosporas libres de
Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis Pneumocystis carinii, Toxoplasma
gondii y las especies de Leishmania y Microsporidium pudieran también ser confundidos con

H. capsulatum (K aufman, 1992; Wheat, 2003).

2.9.3. CULTIVO E IDENTIFICACION. Esindiscutible que los cultivos son los que dan d diagnostico
definitivo de la hisoplasmoss (Wheat, 2003). Sin embargo, no en todos los casos son factibles de
obtener. Para lograr una méxima sensibilidad, se recomienda la sembra de muestras seriadas en
medio agar Sabouraud glucosado y agar Sabouraud glucosado con cloranfenicol y cicloheximida, y
su incubacion a 28°C. El materid patoldgico debe pardeamente sembrarse en medios de cultivo
enriquecidos como son agar sangre con glucosay cigeinay agar infusion de cerebro y corazon con
cigeinaeincubar a37°C paralograr lafase levaduriforme (De Hoog y Guarro, 1995). También se
ha recomendado, para € primo-aidamiento, € agar extracto de levadura-fosfatos, con hidroxido
de amonio (Lépez-Martinezet al., 1995).

La macromorfologia colonid de H. capsulatum resulta dificil de diferenciar de la de adgunos
hongos contaminantes e incluso de agunos patdgenos, por |o que se hace imprescindible observar
la presencia de los macroconidios tuberculados y demostrar su dimorfismo. Hongos saprdfitos
como Chrysosporium spp. y Sepedonium spp. también producen macroconidios equinulados

muy semegantes alos de H. capsulatum, aungue a diferencia de éste, no crecen a37°C (LOpez-
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Martinez et al., 1995).

El tiempo de incubacion de las muestras debe ser de 2 a 4 semanas, aunque seguin la mayoria de
los autores es recomendable esperar hasta 6-8 semanas; otros, en cambio, prefieren esperar hasta
las 12 semanas antes de consderar una muestra negativa (Rippon, 1988). Sin embargo, en un
estudio reciente se encontré que € 93 % de los cultivos de H. capsulatum habian crecido antes

de los 21 dias (Hove y Woods, 1997).

En € laboratorio, tanto las muestras de pacientes como los cultivos de H. capsulatum deben
manipularse con precauciones extremas y deben cumplirse las medidas generaes de bioseguridad
y las correspondientes a trabgo con gérmenes patdgenos de riesgo 3, las cuales recomiendan la
redizacion del trabgo en cabinas de seguridad bioldgicatipo BSL-3 (Ellis, 1994; De Hoog, 1996;
Padhye et al., 1998).

2.9.4. CONVERSON A FASE LEV ADURIFORME. ESta prueba se considera un paso confirmatorio en
la identificacion de H. capsulatum. Teniendo en cuenta que hay cepas atipicas de este hongo que
no egporulan y consderando también la semganza de sus macroconidios con los de
Chrysosporium, Sepedonium, Renispora y Arthroderma se le ha dado gran vdor a la
conversion de lafase filamentosa a la levaduriforme para un diagnostico definitivo (Lopez-Martinez
et al., 1995). Este es un proceso gradua y lento y, en ocasiones, dificil de obtener. Para lograrlo
s debe trandferir un fragmento de la colonia filamentosa de H. capsulatum a un medio
enriquecido (agar infuson de cerebro y corazdn con 0 Sin sangre de carnero, agar sangre con
glucosa y cigeina) e incubar a 37°C. Deben redizarse subcultivos sucesivos en las mismas

condiciones hasta hacer evidente e cambio alevadura (Bonifaz, 2000).

La presencia de los grupos - SH, que gportala cigeina favorece  cambio de laformamicelid ala
levaduriforme. Se ha podido establecer que esta transformacion no ocurre directamente de los

conidios, sino apartir de las hifas que se fragmentan (Marescay Kobayashi, 1989). La conversdn
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puede obtenerse también mediante la inoculacidn en animaes de experimentacion susceptiblesy en

lineas celulares Hela (Mitchell, 1983).

2.9.5. PRUEBA DE EXOANTIGENOS. Esta prueba comienza a desarrollarse a partir de 1976 y ha
demostrado ser dtamente especifica paralaidentificacion de varias especies de hongos patdgenos,
entre elos los agentes de micoss Sgémicas. H. capsulatum, B. dermatitidis, P. brasiliensisy

C. immitis (Kaufman y Standard, 1978; Kaufman y Standard, 1987).

Mediante esta prueba se detectan antigenos solubles especificos eaborados por € hongo en los
primeros estadios de su crecimiento y generdmente se gplica para la identificacion de un cultivo
desconocido sin la manipulacion que conlleva su estudio morfoldgico, y por consiguiente evitando

el riesgo de unainfeccion accidental en € laboratorio (Kaufman, 1992; Ellis, 1994).

2.9.6. I DENTIFICACION POR TECNICAS DE ACIDOS NUCLEICOS. Recientemente se ha descrito la
utilizacion de sondas de ADN Gen-Probe) para la identificacion de H. capsulatum con una
sensbilidad y especificidad del 100 %. Los resultados pueden obtenerse en dos horas a partir de
la fase micdiana o levaduriforme del hongo (Hove y Woods, 1997). Aungue existen agunas
experiencias positivas en su gplicacion en muestras clinicas, se requieren estudios més amplios que
confirmen su vaor préctico (Chemdly et al., 2001; Linddey et al., 2001; Martagon-Villamil et al.,
2003; Bracca et al., 2003). Sandhu et al. (1995) han empleado sondas radioactivas especificas
(ARNr) para unas 20 especies de hongos, incluyendo a H. capsulatum y, aunque parece ser un
método sensible y especifico, todavia se encuentra en fase experimentd. Bidek et al. (2002) han
encontrado, en muestras de biopsias esplénicas de ratones infectados experimentamente, una
elevada sensibilidad de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) en comparacidn con los
métodos tintoriaes convencionaes. Es de esperar que en los proximos afios se pueda disponer de
sstemas comerciaes que permitan laidentificacion rdpida, directay especificade H. capsulatum
en muestras de pacientes (Warnock et al., 1998; Reiss et al., 2000; Biadek et al., 2002; Riekerts
et al., 2002).
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2.9.7. INOCULACION EN ANIMALES. La inoculacién en animales de laboratorio (ratones, cobayos
y cricetos son los més susceptibles) se rediza tanto parad aidamiento de H. capsulatum a partir
de diferentes tipos de muestras de origen clinico o ambiental como para la converséon a la fase

levaduriforme in vivo (LOpez-Martinez et al., 1995).

Las muestras "contaminadas’ (por gemplo, esputo) son las que generalmente se someten a este
proceso por las dificultades que presenta € aidamiento de patdgeno mediante la Sembra directa
en medios de cultivo. La muestra de esputo debe descontaminarse previamente con antibidticos e
inocularse en ratones (u otra especie anima susceptible). A las 24 semanas los animaes se
sacrifican y los higados y bazos se maceran e inoculan en los medios de cultivo ya mencionados
(Rippon, 1988).

2.9.8. DIAGNOSTICO SEROLOGICO.

DETECCION DE ANTICUERPOS. Las pruebas serolégicas han sdo de gran vaor en € diagnostico

de la histoplasmosis, no sdlo por su reldiva rapidez en comparacion con los métodos de cultivo e

identificacion, sno también porque, en muchas ocasiones, son la primera 'y a veces la Unica

evidencia de infeccion (Elias Coda et al., 2000; Wheat, 2003). Estas técnicas emplean como

antigeno extractos obtenidos tanto de la fase filamentosa como de la levaduriforme de H.

capsulatum (Negroni et al., 1998); las mas empledas han sido lainmunodifuson doble, lafijacion

del complemento, la contrainmunoelectroforesis y, més recientemente, algunos laboratorios han

incorporado latécnica de ELISA indirecta (Bradsher, 1996; Hamilton, 1998; Negroni, 2001). De

manera genera, estas técnicas relinen las Sguientes condiciones:

- sonsensbles

- pueden aparecer fadsos negativos en la infeccion temprana (en ocasiones demoran 46
semanas en ser detectados) y en pacientes inmunodeprimidos.

- pueden gparecer falsos positivos en otras micoss (paracoccidioidomicoss, blastomicosis y

coccidioidomicoss).
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- permanecen positivas durante afios.

Segin Wheat (2003) estas pruebas son positivas en gproximadamente € 71 % de las formas
diseminadas de histoplasmosis, en 100 % de las pulmonares cronicas y en d 95 % de las
pulmonares agudas. Sn embargo, en individuos inmunocomprometidos la postividad es mucho
menor. En casos de meningitis cronicapor H. capsulatum también se han encontrado anticuerpos
en LCR (Whest et al., 1990).

La prueba de fijacion de complemento es mas sensible que la inmunodifusidn pero requiere de
gran experiencia y habilidad por parte del persond del laboratorio. S se pretende acanzar una
mayor sensibilidad se recomienda redizar smultdneamente ambas pruebas. Las pruebas de
inmunoprecipitacion son, sSin embargo, més especificas; la aparicion de bandas de precipitacion H
y M le confieren una dta especificidad. La presencia de unabandaM indica unainfeccion activa o
pasada, 0 la gplicacion reciente de una prueba intradérmica de histoplasming mientras que la
banda H indicainfeccidn activay cas sempre aparece acompafiada de labandaM (Garcia et al.,
1990). En un gd de agarosa, la banda M aparece mas proxima d pocillo del antigeno mientras
que, por € contrario, labanda H se Sitlla més cercana d suero del paciente. Mediante la técnica
de Western blot se ha podido precisar que a estas bandas de precipitacion e corresponden pesos
moleculares de 120 kDay 94 kDa (H y M respectivamente) (Lacaz et al., 1998).

Los ensayos inmunoenziméaticos (ELISA) también han sdo empleados en € diagndstico de
histoplasmos's, aunque de manera limitada, y han mostrado buena sengbilidad aunque menor
especificidad que las pruebas de inmunoprecipitacion (Elias Codta et al., 2000). Lainterpretacion
de todas estas pruebas debe hacerse integrando sus resultados con los datos clinico-

epidemiolgicos y micoldgicos (Negroni, 1982; Bonifaz, 2000).

DETECCION DE ANTIGENO. En los Ultimos afios se han desarrollado técnicas sensbles y especificas

para la deteccion de un antigeno glicoprotéico de H. capsulatum en muestras de suero, LCR,



2. Revisision Bibliogréfica 30

orinay lavados bronquiodveolares las cudes son de gran utilidad en @ diagnostico (Whest et al.,
1986; Whesat, 2001).

Estas pruebas se consideran un avance en € diagndstico y complementan las pruebas serolégicas y
micoldgicas (Whest et al., 2002). Mediante un radioinmunoensayo (RIA) y un ELISA de doble
anticuerpos, se ha logrado detectar un antigeno especifico en suero y orina de los pacientes con
formas graves de histoplasmoss (Zimmerman et al., 1989; Garringer et al., 2000). Desde los
primeros estadios de la enfermedad, este antigeno puede ser detectado, incluso antes de la
gparicion de los anticuerposy los resultados pueden ser expresados cuditativay cuantitativamente.
Este congtituye un método rapido para d diagndstico de la enfermedad diseminada, con una buena
senshilidad y especificidad (sensbilidad en orina: 92 %; en suero: 82 %). Este antigeno se detecta
menos frecuentemente en pacientes con la forma pulmonar aguda (44 %) y en la pulmonar crénica
(21 %). En muestras de LCR también se ha detectado € antigeno en @ 42-67 % de |os pacientes
que desarrollaron la forma meningea (Whest et al., 1990) y en @ 70 % de los lavados bronquides
de pacientes con SIDA que padecian una histoplasmosis pulmonar (Whest et al., 2002, Whest,
2003).

Sin embargo, estas pruebas de deteccidn de antigeno no sustituyen a las pruebas convenciondes
(deteccion de anticuerpos, examen directo y cultivo), Sno que las complementan d meorar la
senshilidad generd dd diagnoéstico y aumentar su rapidez, particularmente en aquellos pacientes
con las formas graves de la enfermedad. También ha sdo de utilidad en @ estudio de brotes
epidemicos de histoplasmos's pulmonar aguda (Buxton et al., 2002; Wheset et al, 2002). Este
método, aunque es especifico para € antigeno glicoprotéico de H. capsulatum ha mostrado
reactividad cruzada en muestras de orina de pacientes con otras micoss sstémicas (Whest et al.,

1997; Hamilton 1998).

Las concentraciones de antigeno disminuyen en respuesta d tratamiento. En los pacientes con

SIDA tratados con anfotericina B 1os niveles caen durante las primeras semanas de tergpiay se
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estabilizan a niveles bgjos durante € tratamiento de sostén. En pacientes sn SIDA ladiminacion
del antigeno ocurre més rdpida 'y completamente (Whest et al., 1992). La principd limitante de
este método hasta d momento ha sido su no-disponibilidad internaciond ya que sdlo se rediza por
el Laboratorio de Referencia de Histoplasmos's, en Indiangpolis, dirigido por LJ Whest (Dixon et
al., 1998; Whedt et al., 2002; Wheat, 2003).

Més recientemente, se ha comprobado la utilidad de un sstema de ELISA de inhibicion capaz de
detectar un antigeno especifico de H. capsulatum de 69-70 kDa, mediante € uso de un
anticuerpo monoclona murino, con excelente sengbilidad y especificidad (Gomezet al., 1999).

2.9.9. PRUEBA INTRADERMICA DE HISTOPLASMINA. Esta prueba permite evauar la respuesta de
hipersensibilidad mediada por cdulas tipo IV (retardada). Consiste en la inoculacion por via
intradérmica de 0,1 mL de histoplasmina (antigeno metabdlico obtenido de filtrado de un cultivo
en medio semidntético de la fase filamentosa de H. capsulatum previamente diluido y
estandarizado) (Fava y Fava Netto, 1998). Después de la inoculacién puede producirse de

inmediato una pequefia reaccion; sin embargo, de manera graduad se va desarrollando un area de
induracion y enrojecimiento que alcanza su maximo a las 48-72 horas, que es € momento de la
lectura. Su positividad esta dada por la formacion de una zona de induracién con un diametro
mayor de 5 mm. En agunos individuos, ademas del eritema, la reaccion puede estar acompaiiada
de prurito, vesiculacion y necrosis en d punto de inoculacion (Negroni, 1982). Se considera que
esta prueba se hace positiva entre los 15 y 40 dias siguientes a contacto con € agente causal. Su
vaor diagnogtico es limitado, ya que no discrimina entre infeccion pasaday reciente, Sn embargo,
ha sido una herramienta importante en € conocimiento de la epidemiologia de la histoplasmosis ya
que ha permitido delimitar las &reas endémicas (Zhao et al., 2001; Bulmer y Bulmer, 2001). Enlas
formas graves de la histoplasmosis la negativizacion de la intradermorreaccion es indice de ma

prondstico (Rippon, 1988).

Uno de los inconvenientes que presenta la prueba de histoplasmina es que puede inducir la
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formacion de anticuerpos y, por consiguiente, falsear los resultados de las pruebas seroldgicas
(Negroni, 1982). Su vdor diagndstico queda limitado a los siguientes casos. 1) en lactantes; 2)
cuando tiene lugar un virge de negativa a positivay 3) cuando se detecta en personas que no han
habitado anteriormente en a&eas endémicas y no presentan reacciones postivas con otros

antigenos fungicos (Ribas-Forcadell et al., 1998; Wolff, 1999).

Seglin dgunos autores, puede exigtir cierto grado de reactividad cruzada entre la histoplasmina y
otros antigenos fungicos (paracoccidioiding, blastomicing, coccidioiding) (Naiff et al., 1988; Van
Gelderen de Komaid et al., 1999). Sin embargo, la positividad a més de uno de estos antigenos
puede estar determinada por la coexistencia de més de una especie fungica en una misma area

endémica(Silva-Vergaray Martinez, 1998; Favay Fava Netto, 1998).

2.9.10. PRUEBAS DE SENSBILIDAD IN VITRO A LOS AGENTES ANTIFUNGICOS. Como
complemento dd diagndstico microbioldgico, las pruebas de senshilidad in vitro a los
antifingicos han ido dcanzando cada vez més importancia en los laboraorios de Micologia
Meédica ya que proporcionan datos confiables sobre € comportamiento de los hongos frente alas
drogas empleadas en la teragpéutica y por consguiente, permiten una seleccion mas raciond del
tratamiento (CuencaEdtrela y Rodriguez- Tudela, 2002, Melado et al., 2002). Los estudios
redlizados con H. capsulatum han sdo limitados, debido principdmente a las dificultades en la
estandarizacion de la técnica; Sin embargo, estas pruebas pueden ser de utilidad para la deteccion
de cepas resistentes asociadas a fdlos terapéuticos y en la evduacion de nuevos farmacos

antimicoticos (Pfdler et al., 1997; Pereay Patterson, 1999).

2.10. Principales drogas utilizadas en € tratamiento.

En las formas benignas de la enfermedad, en individuos inmunocompetentes, generalmente no es
necesario € tratamiento antimicdtico. Las opciones tergpéuticas actuaes incluyen ketoconazol,
itraconazal, fluconazol y anfotericina B, esta Ultima tanto en su forma convenciond como en los

recientes preparados liposomales, en suspension coloida y complgo lipidico de anfotericina B
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(Whet et al., 2000).

Laanfotericina B, con cas medio siglo de exigencia, congtituye @ antimicotico de eeccion parad

tratamiento de las formas severas y diseminadas de la histoplasmosis. De |os compuestos azdlicos,
uno de los més utilizados ha sdo € ketoconazol, y en los Ultimos afios, en inmunocompetentes, €

tratamiento con itraconazol como primera opcion y anfotericina B como dternativa ha demostrado
s efectivo, tanto para las formas pulmonares como diseminadas (Wheet et al., 1993). En

inmunocomprometidos se recomienda como Unica opcion la anfotericina B y continuar con dosis
de mantenimiento de itraconazol (Bradsher, 1996). El fluconazol también esta considerado como
una aternativa importante en las infecciones del Sstema nervioso centra 0 en casos de intolerancia
a itraconazol. Las tergpias combinadas, que incluyen anfotericina B y uno de los azoles
mencionados, han dado resultados halagiiefios en diversas formas clinicas de esta micosis (Whest

et al., 2000). Datos sobre estas drogas se muestran en € anexo 3.

En los Ultimos afios se han comenzado a evaluar otros compuestos cuyos mecanismos de accion se
basan en la inhibicion de la sintesis de la pared cdular (glucanos y quiting) de H. capsulatum
(Milewski et al., 1998; Kohler et al., 2000; Maschmeyer et al., 2002; Nakai et al., 2003), la
mayoria de los cuaes se encuentra en etapa pre-clinica. La caspofunginaese primer farmaco que
se comercidiza de una nueva clase de antifungicos, las equinocandinas, cuyo mecanismo de accion
se basa en la inhibicion de la 3-1,3 glucano-sintetasa, responsable de la formacion dd 13-1,3
glucano dela pared celular (Rodriguez- Tuddlaet al., 2002).
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3.1. Aisamiento de H. capsulatum de muesrasambientales.
Con d objetivo de detectar la presencia de H. capsulatum mediante su aidamiento, se estudiaron
diferentes hébitats de murciélagos y aves digtribuidos fundamentalmente en la region occidenta del

pais, incluyendo la Ida de la Juventud.

3.1.1. Cuevasy otros hébitats:
CUEVAS: Se egtudiaron un totd de 51 cuevas locdizadas en las provincias de Pinar del Rio, La
Habana, Matanzas, Granma y € municipio especid Ida de la Juventud, todas dlas con agun

interés turigtico, militar, ecoldgico o epidemiol bgico.

OTROS HABITATS: En la busqueda de posibles fuentes de infeccion, también se estudiaron otros
doce hébitats relacionados con aves y murciélagos en la Ida de la Juventud. La ubicacion y

nombre de las cuevas y otros hébitats estudiados aparecen en € anexo 4.

3.1.2. Métodos:

La metodologia para la recoleccion y procesamiento de las muestras se redizd segin Font
D’ Escoubet et al. (1975) y Taylor et al. (1994); laidentificacidn se realiz6 segin Rippon (1988) y
Lacaz et al. (1998). La descripcion de cada etapa se presentaen € anexo 5.

3.2. Aidamiento de H. capsulatuma partir de murciélagos.
Al egstudiar zonas endémicas resulta imprescindible conocer la posible relacion entre H.
capsulatum y agunas especies animaes, tanto domésticas como de la fauna silvestre. En este

sentido, seredizo d sguiente estudio en murcidagos:

3.2.1. Materiales:

M URCIELAGOS:. Se cgpturaron 230 murcidlagos en las sguientes cuevas de la |da de la Juventud:
Cueva de Pederndes, Cueva de Cocodrilos, Cueva de La Higuera, Gruta Grande de Santa
Isabel, Cueva del Aguay Cuevas N°. 2y N°. 3 de Puntadel Este. Posteriormente cada iemplar
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fue clasficado en género y especie segun la clave de Silva Taboada (1979) para los murciéagos
cubanos basada en caracteres morfol 6gicos externos, paralo cua se conté con la colaboracion del

Grupo Espdeolégico "Algandro de Humbolt" de laldade la Juventud.

3.2.2. Métodos:
3.2.2.1. CAPTURA Y TRASLADO AL LABORATORIO: La captura de los murciélagos se rediz6 por
dosmétodos (DiSaAvo et al., 1970; Taylor et al., 1994):
- empleo de redes colocadas a la entrada de las cuevas d atardecer o en € interior de las
mismes
- captura manual directa de los gemplares en sus Stios de reposo en d interior de las

cuevas.

Los primeros 180 g emplares capturados se congelaron inmediatamente después de la captura a—
10°C y se tradadaron d laboratorio, donde continuaron en congelacion a —20°C hasta €
momento de ser procesados (como maximo diez dias) (Shacklette et al., 1967; DiSavo et al.,
1970). Otros 50 murcidagos fueron tradadados vivos a laboratorio en jaulas metdicas. Estos
animales se sacrificaron por asfixia con vapores de eter ilico y procesados como se describe a
continuacion (McMurray y Russdll, 1982). Como medida de proteccidn, toda la manipulacion de

los g emplares vivos se redlizo con guantes de cuero.

3.2.2.2. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS: De cada animd sacrificado (por
congdacion o por adfixia) se extrgeron higado, bazo y pulmones, los cudes se maceraron
asépticamente, por separado, con perlas de vidrio (0,25-0,30 mm de diametro) en morteros de
porcelana. De cada macerado se sembraron 2 6 3 asadas en pardelo en 2 tubos con agar
Sabouraud glucosado con cloranfenicol y agar Sabouraud glucosado con cloranfenicol 'y
cicloheximida. La incubacidn de los tubos se rediz6 a 28 °C por un periodo de hasta 8 semanas

antes de consderarl os negativos.



3. Materiales y Métodos 37

3.2.2.3. AIS.AMIENTO E IDENTIFICACION DE H. CAPSULATUM : Se redizo de la misma manera

descritaen & anexo 5.

3.3. Identificacion deH. capsulatum por la prueba de exoantigenos.
Se rediz6 d montgje de la técnica de exoantigenos para la identificacion de H. capsulatumy su
vaidacion mediante |a caracterizacion de un grupo de aidamientos de origen clinico y ambienta de

la coleccion del Laboratorio Naciona de Referenciadd |PK y cepas de referencia como control.

3.3.1. Materiales:

CEPAS: Se estudiaron 43 cepas identificadas presuntivamente como H. capsulatum por métodos
morfologicos (caracteridticas culturdes y microscopicas) (Rippon, 1988); 33 fueron aidadas ddl

suelo de sitios habitados por murciélagos y aves de corral y dos a partir de érganos internos de
murciélagos (Artibeus jamaicensis parvipes), seglin metodologia descrita anteriormente; se

estudiaron también ocho cepas de origen clinico humano (4 de esputos y 4 de hemocultivos) las
cudes fueron obtenidas seglin procedimiento descrito por Baows y Hauder (1981). Las cepas
controles utilizadas (anexo 6) estaban conservadas en agua destilada estéril atemperaturaambiente

(28°C) en lamicoteca dd Laboratorio Naciona de Referenciadd IPK.

3.3.2. Método: A todas las cepas < le redizaron las pruebas morfolégicas de identificacion
(Rippon, 1988) y se confirmd su identidad mediante la comprobacion de su dimorfismo in vitro
(Koneman y Roberts, 1987).

3.3.2.1 IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LAS CEPAS: Las caracteridticas culturdes de las
cepas se observaron tras incubacion en agar Sabouraud glucosado a 28 °C, durante 10 dias, la
identificacion microscopica se redizd mediante la observacion de preparaciones con lactofenol azul
de agodon (Rippon, 1988).

3.3.2.2. CONVERSION A FASE LEVADURIFORME: Se redlizé segiin Koneman y Roberts (1987) y

£ muestraen detdlesen d anexo 7.
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3.3.2.3. Prueba de exoantigenos:

OBTENCION Y PREPARACION DE EXOANTIGENOS. Todas las cepas en estudio, asi como los
controles, se sembraron en tubos con agar Sabouraud glucosado y se incubaron a 28°C durante
15 dias hasta obtener un crecimiento colonia de 25-30 mm de diametro, a cabo de los cuaes se
cubrié con 10 mL de una solucion acuosa de timerosal 1:5 000 y se mantuvo a 28°C durante 24
horas (Kaufman y Standard, 1978). El sobrenadante fue esterilizado con filtros de membrana de

0,22 um. Egte filtrado fue considerado d exoantigeno de cada cepa.

EVALUACION DE LOS EXOANTIGENOS: Los exoantigenos obtenidos de cada cepa se evduaron
mediante las técnicas de  contrainmunoel ectroforesis e inmunodifusion doble en gel de agaros, las
cudes habian sdo evduadas previamente en @ laboratorio. Para la inmunodifusion doble €
exoantigeno se concentrd 20X (polietilenglicol 6 000) y didizé en agua dedtilada (Kaufman y
Standard, 1978). Como sueros controles en ambas técnicas se utilizaron inmunosueros de conejos
preparados en nuestro laboratorio mediante un esquema de inoculaciones subcutaness
(infraescapular) semanades durante 10 semanas (dosis: 0,5 mL de antigeno metabdlico de H.
capsulatum en 0,5 mL de adyuvante de Freund) (Yarzabal, 1980). La presencia de bandas de

identidadH y M o H sola se considerd como identificacion definitivade H. capsulatum.

3.4. Caracterizacion integral de los brotes epidémicos de histoplasmosis.
Se egtudiaron cuatro brotes epidémicos de histoplasmosis relacionados con seis de las cuevas
mencionadas anteriormente en la seccion 3.1.1. Ante la sogpecha clinico-epidemioldgica de
histoplasmosis se recibieron muestras clinicas de los pacientes involucrados para proceder d
diagndstico micoldgico en d Laboratorio de Micologia dd 1PK. Para confirmar € origen de cada
uno de los brotes, se redizaron los correspondientes estudios ambientales en las cuevas vistadas
con €l objetivo de aidar € agente etiol dgico. Estos brotes fueron los siguientes:

- BROTE 1.- Estuvo formado por 2 pacientes que se adentraron en unacuevadela ldadela

Juventud con € objetivo de recolectar garrapatas de murciéagos para estudios virol 6gicos,
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enjulio de 1983.

- BROTE 2.- Formado por 11 pacientes que penetraron en una cueva del municipio

Artemisa, con € objetivo de redizar excavaciones profundas, en mayo de 1991.

- BROTE 3.- Un grupo de 24 personas que enfermaron después de haber entrado y

permanecido en, d menos, una de las tres cuevas, muy proximas entre si, en € municipio

de San Jose de las Lgjas, en diciembre de 1998.

- BROTE 4.- Esuvo integrado por 59 personas hospitalizadas como consecuencia de haber
permanecido durante varias horas redizando extensas remociones de tierraen € interior de

unacuevaen d municipio de Marie, en diciembre de 1997.

3.4.1. Muestras clinicas y ambientales. A continuacion se presenta € ndimero de muestras

procesadas para @ adamiento de H.

en los cuatro brotes estudiados;

capsulatum y deerminacion de anticuerpos

Brotes No. depacientes | No. de pacientesalos que seles No. de cuevas No. de
tomoé muestras de muestras
Esputos Sueros ambientales
1 2 2 2 1 4
2 11 6 1 1 2
3 24 8 2 3 6
4 59 24 59 * 1 10

* A los pacientes del brote 4 se les tom6 muestras en el momento del ingreso (50 pacientes), al mes (59

pacientes) y alos dos meses (53 pacientes).

EspuTOsS. Se tomaron de 1 a 5 muestras de cada paciente y se procesaron de acuerdo a la

metodol ogia establecida por Bdowsy Hauder (1981), la cua se describe en @ anexo 8.

SUEROS: La determinacion de anticuerpos anti-H . capsulatum se redizé mediantelas técnicas de

inmunodifusién doble, contrainmunoelectroforesis (Cisneros Despaigne et al., 1989) y un ensayo

inmunoenzimatico tipo ELISA, previamente estandarizado en nuestro laboratorio (Fernandez

Andreu et al., 1992).
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En las técnicas de inmunoprecipitacion s utiliz6 como control un suero hiperinmune de congo
obtenido mediante inoculaciones subcutaneas seguin Yarzaba (1980). La aparicion de bandas de
identidad My H en las pruebas de inmunoprecipitacion se consideré como diagnégtico de

histoplasmosis.

M UESTRAS AMBIENTALES: Ante la sospecha de histoplasmosis y conociendo € antecedente de
permanencia en cuevas por parte de los enfermos, se redlizaron visitas a éstas con € objetivo de
tomar muestras ambientales (suelo) paa d adamiento de H. capsulatum y conocer las
caracterigticas de dichos habitats. La toma de muestras se redliz6 en aguellos sitios ddl interior de
las cuevas en que era gpreciable la acumulacion de guano; preferentemente se recogié @ guano
més vigo y mezclado con latierra. El procesamiento de las muestras se efectud como se describe

enlaseccion 3.1.2.

Se recogieron datos clinico-epidemioldgicos a partir de las hitorias clinicas de los pacientes
hospitdizados, asi como también otros datos generales que permitieron caracterizar cada uno de
los brotes. Por la cantidad de personas involucradas, se rediz6 un estudio més amplio ddl brote del

Maridl apartir delos datos clinicos, epidemioldgicosy micolégicos.
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3.5. Determinacion de la sengbilidad in vitro de H. capsulatum frente a drogas
antifungicas.

Con € objetivo de conocer la sengbilidad in vitro de las cepas de H. capsulatum aidadas en
nuestro medio, s determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) de anfotericina B,

itraconazol, ketoconazol y fluconazol para cada una de las cepas.

3.5.1. Materiales.

CEPAS ESTUDIADAS.- 15 aidamientos clinicosy 14 ambientades de H. capsulatum pertenecientes
a lacoleccion de cultivos dd Laboratorio de Micologiadd 1PK.

CEPAS DE REFERENCIA.- Como controles se emplearon las cepas de Candida parapsilosis
ATCC 22019 recomendada en & documento M27-A dd Comité Naciond de Estandares de
Laboratorio Clinico de los Estados Unidos (NCCLS M27-A, 1997) y Paecilomyces variotii
ATCC 22319 (Espine- Ingroff, 1998).

AGENTES ANTIFUNGICOS.- Las drogas utilizadas fueron la anfotericina B (Squibb), € itraconazol
(Janssen), @ ketoconazol (Janssen) y d fluconazol (Pfizer).

SOLVENTES.- Dimetilsulféxido (DMSO) d 100 % paa @ ketoconazol, € itraconazol y la
anfotericinaB; parad fluconazol se utilizd agua destilada estéril.

M EDIOS DE CULTIVO.- Los medios empleados fueron € agar papa dextrosa (APD) (Oxoid) para
d cultivo de la fase filamentosa y € medio RPMI-1640 (Sgma) (en solucidn amortiguadora de
acido morfolinopropanosulfénico, MOPS, Sgma, 0,165 M, pH 7,0) para las pruebas de
sengbilidad in vitro. Se utiliz6 ademas, € agar Sabouraud glucosado para la determinacion de las
unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

SOPORTE.- Para la determinacion de las CMI se emplearon placas estériles de poliestireno para

microtitulacidn, de 96 pocillos con fondo concavo.

3.5.2. Método.
CEPAS.- Todos los aidamientos se cultivaron en fase filamentosa en medio APD y se incubaron a

latemperaturade 28°C.
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3.5.2.1. Pruebas de sensbilidad in vitro.

PREPARACION DEL INOCULO: Se prepararon suspensiones de cada una de las cepas de H.
capsulatum y de P. variotii a partir de cultivos de 7-10 dias de incubacion a28°C en APD. La
biomasa obtenida se cubrié con 5 mL de solucién sdina estéril y se desprendid con laayudade un
asa de nicrom en espird. Estas suspensiones fueron filtradas a través de gasa doble y
posteriormenete se gjustaron espectrofotométricamente a una densidad dptica de 0,2 empleando
una longitud de onda de 530 nm (Corning Colorimeter 253). De las suspensiones ya gjustadas, se
tomaron 100 pL y se adicionaron a 5 mL de medio RPMI-1640 dispensados en tubos estériles
para lograr € indculo deseado. Se tomaron ademés, otros 100 pL de cada suspension y se
sembraron en placas de agar Sabouraud glucosado (100 x 15 mm) para la determinacion de las

UFC/mL (Espind Ingroff, 1998).

En la cepa control C. parapsilosis lasuspension se prepard apartir de un cultivo de 24 horasen
agar Sabouraud glucosado a 28°C y se gustd su turbidez en correspondencia con € tubo 0,5 de
la escda de McFarland. Por Gltimo, se tomaron 50 L de esta suspension y se adicionaron a5 mL
de medio RPMI-1640, obteniéndose una concentracion de 9,0 x 10° UFC/mL, lo cud se

comprobd por conteo de colonias en agar Sabouraud glucosado (NCCLS M27-A, 1997).

DILUCIONES DEL ANTIFUNGICO: La preparacion de las diluciones de los antifingicos se muestra

en € anexo 9 (Fernandez Andreu et al., 1998).

I NOCULACION: Lainoculacion de las suspensiones de H. capsulatum en las placas se muestraen
e anexo 10 (Ferndndez Andreu et al., 1998). El esquemafind de las placas utilizadas aparece en

d anexo 11.

DETERMINACION DEL PUNTO FINAL: Las placas se incubaron en camara himeda a 28°C. Las
lecturas se redizaron cuando se detectd crecimiento visible en los pocillos correspondientes a

control sin drogas con la ayuda de un visor de aumento. Para las drogas azdlicas, la CMI se
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consideré como la menor concentracion de antifingico que mostré una marcada inhibicion del
crecimiento ¢ 50 %) en comparacion con e control sin droga, mientras que parala anfotericina B
laCMI se definié como lamenor concentracion que fue capaz de producir un 100 % de inhibicion

del crecimiento (Esping- Ingroff, 1998).

ANALISIS ESTADISTICO: Se cdcularon las medias geométricas de los vaores de CMI de las
cepas frente a cada una de las drogas, asi como |os rangos, los porcentgjes acumulativos y las
CMIlsp y CMIg. Cuando la lectura de CMI fue superior a 64 pg/mL, setomo € vaor de 128
pug/mL para d cdculo de la media geométrica. La comparacion de las medias geométricas de las

cepas de origen clinico y ambienta se redizé mediante la prueba U de Mann Whitney.

La composicion de las soluciones tampones y |os medios de cultivo utilizados gparecen en € anexo
12. Todos los trabgjos que se presentan en este documento fueron redlizados en @ Laboratorio de
Micologiadd IPK.



RESULTADOSY DISCUSION
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4.1. Aidamiento deH. capsulatuma partir de muestras ambientales.

Como se observa en la tabla 1, H. capsulatum se aid6 en 33 muestras obtenidas de stios
relacionados con murciélagos y aves. Después de la primera semana, y como promedio alos 10
dias, comenzaron a observarse sobre la superficie del medio de cultivo pequefias colonias de color
blanco a crema, filamentosas, de crecimiento muy lento. Al microscopio se pudieron apreciar hifas
hidinas, microconidios lisos, redondos y agunos piriformes y macroconidios que d principio eran
de superficie lisay gproximadamente a la segunda semana, en € 85 % de los adamientos, ya se
podia apreciar € aspecto tuberculado tipico de los macroconidios de H. capsulatum (Rippon,
1988; Ellis, 1994; Lopez Martinez et al., 1995; Lacaz et al., 1998). El hongo fue aidado de 30
cuevas, 1o que representa @ 58,8 % de las cuevas estudiadas (con un intervalo de confianzaa 95
% de 45-72,6), y en la congtruccién abandonada en la Ida de la Juventud, asi como en dos

galineros domésticos en lalocdidad de Cocodrilos también en laldade la Juventud.

En esa misma tabla se observa ademés, que en 25 muestras |os examenes microscopicos directos
fueron pogtivos (75,7 %). La observacion microscopica de muestras de suelos es un paso
importante, pero no definitorio en la blsgueda de posibles fuentes de infeccion por H.
capsulatum, ya que existen especies de hongos saprdéfitos de los géneros Chrysosporium,
Arthrodermay Sepedonium cuya micromorfologia es muy smilar ala de H. capsulatumy
pudieran confundirse (De Hoog y Guarro, 1995; Lopez Martinez et al., 1995; Lacaz et al.,
1998). En nueve de las muestras con examenes directos positivos, (que sugerian la presencia de
H. capsulatum) no se abtuvo crecimiento en los medios empleados, |o que hace suponer que se
trataba de algunas de las especies sgprdfitas antes mencionadas 0 macroconidios no viablesde H.
capsulatum; por € contrario, aparecen ocho muestras (24,2 %) en que se obtuvo € cultivoy €
examen directo fue negativo (tabla 1), o que pudiera indicar una bgja concentracion de dichos
conidios en las muedtras;, en estos Ultimos casos también hay que tener en cuenta la posible
presencia de macroconidios lisos (no tuberculados), cuya observacion microscopica per se no

permite laidentificacion de H. capsulatum (Lacaz et al., 1998).
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Tabla 1. Resultados del aidamiento e identificacion de Histoplasma capsulatum a partir de
muestras ambientales.

Origen delas muestras Cultivo Examen directo Dimor fismo
Pinar del Rio Cueva del Espejo + - +
Cueva Oscura

Cueval os Tainos
Cueva de Eulogio
La Habana Pefion del Fraile (Jlkacoa)
Oceguera

Mariel

Cuevade los Murciélagos (BJ)
Cuevadel Mgja

Cinco Cuevas
CuevadelaVirgen

Cueva de los Murciélagos (SJ)
Cueva de Candela

Cuevadel Indio

Cueva Grande de Baracoa
Cueva de Sandoval

Matanzas Cueva de la Pluma
Cueva de Calimete
Granma Cueva de Bayazo

+ o+ o+
+ + +

+ o+ +
'

.
+ 4+ + + + + + o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

Islade la Juventud Cueva de la Lechuza
Cueva del Abono
Cueva de Cocodrilos
Cuevade los Murciélagos
Cueva de Cayama

Gruta Grande de Santa | sabel
Cueva de Carapachibey
Cueva No. 1 Punta del Este
Cueva No. 2 Punta del Este
Cueva No. 3 Punta del Este
Cueva No. 4 Punta del Este
Gallinero doméstico |
Gallinero doméstico |1
Construccién abandonada
Total

+ o+ o+ o+

S T T S S S S S S T R (T (R R T T T T T T e B
. .
+

+ 4+ 4+ + + + + o+

w
w
N
)]
N
w

BJ: Boca de Jaruco; SJ: San José de las Lgjas.
La converson ala fase levaduriforme se logro en 23 (69,7 %) de las 33 cepas obtenidas. Se ha

establecido que @ dimorfismo de H. capsulatum esta determinado fundamentalmente por la
temperatura y los nutrientes del medio. La conversion de la fase filamentosa a la levaduriforme y
viceversa es un proceso reversible y condituye un vaioso criterio de identificacion de esta especie

(Mitchell, 1983; Fressatti et al., 1992). En @ proceso de transformacion de micelio a levadura
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juegan un papel importante los compuestos sulfhidrilicos, especidmente la cigteing, la cud puede
ser incorporada a 1% en los medios de cultivo (Marescay Kobayashi, 1989).

S bien se han reportado brotes de histoplasmos's relacionados con la exposicion a troncos de
arboles huecos (Cagtafieda et al., 1983), en d presente estudio no se add H. capsulatum a
partir dd guano de murcidlagos acumulado en € interior y los drededores de los troncos de las
“palmas barrigonas’ (Colpothrinax wrightii), lo que pudiera deberse a la existencia de unarica
entomofauna y acarofauna con posibles hébitos micdfagos observada en este guano, las cudes

pudieran afectar la viabilidad o supervivencia dd hongo.

La presencia de H. capsulatum en gdlineros es bien conocida en la literatura médica, aln antes
de conocerse su rdlacion con los murcidlagos (Emmons et al., 1977); sin embargo, en Cuba,
anteriormente sdlo se habian informado los aildamientos a partir de hébitats relacionados con estos
quirdpteros, por lo que este hdlazgo, en gdlineros domésticos en una misma locaidad, adquiere
importancia, desde @ punto de vista epidemioldgico, como posible fuente de microepidemias
familiares (Zancopé Oliveiray Wanke, 1987; Chin, 1999). Al igud que ocurre con € guano de
murciélagos, las deposiciones de estas aves proporcionan d suelo los nutrientes necesarios para
que H. capsulatum pueda crecer y proliferar en ventgja con respecto a otros microorganismos de
la microbiota (Lappe et al., 1998). Al parecer, € hongo se desarrolla preferentemente sobre las
excretas en descomposicion, mezcladas con la tierra, mas que en los nidos o0 en deposiciones

frescas.

Las gdlinas no son las Unicas aves asociadas d hébitat naturd de H. capsulatum; han sido
frecuentes los aidamientos de este patdgeno en stios con acumulacion de heces de palomas,
estorninos, gaviotas, guécharos, golondrinas y aves ornamentdes (Morse et al., 1985; Contreras
et al., 1998; Chin, 1999). No obstante, estas relaciones ecoldgicas parecen ser mucho mas
complgas, ya que no sempre la exisencia de las excretas de estos animaes implica la presencia

de H. capsulatum (Lappe et al., 1998; Ulloaet al., 1998). Aln en zonas de dta endemicidad, €
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microorganismo sAlo se encuentra en pequefias &eas que coinciden muchas veces con un gran
conglomerado de aves. En los EE.UU. ha sido demostrada la asociacion de este hongo con las
areas que han ido poblando los estorninos (Stornus vulgaris) desde su introduccion en ese pais a
finesdd sglo XIX (Rippon, 1988). En Cuba, a igud que en otros paises de América Centrd y del
Sur, donde estas aves no han sido introducidas, la histoplasmos's se relaciona principamente con
los hébitats de gdlinas y murcidagos (Howard, 1984; Van Gelderen de Komaid et al., 1992;
Taylor et al., 1994), aunque pudiera ser objeto de futuras investigaciones @ estudio de larelacion
ecologicaentre H. capsulatum y otras aves (paomas, gorriones, aves ornamentales o de corrd,

etc.).

Uno de los resultados de este estudio que més llama la atencion ha sido € halazgo de H.
capsulatum en un espacio abierto y bgo la incidencia directa del sol, en una construccion
abandonada, cuyas paredes de bloques servian de refugio a los murciélagos, stio “improbable’
Segun algunos autores que aseguran que este hongo debe buscarse en los lugares més internos y
oscuros de las cuevas. Este hecho reviste gran importancia epidemiolégica, ya que pudiera aclarar
el origen de brotes epidémicos erroneamente asociados, en agunos casos, a cuevas 0 epacios
cerrados y, en otros casos, de origen desconocido (Goodwin et al., 1981; Taylor et al., 1997,
Chin, 1999). Una posible explicacion a la presencia del hongo en estos sitios fue planteada por
Lappe et al. (1998), quienes aseguran que esta especie puede tolerar temperaturas extremas (-
18°C y 40°C), s d contenido de humedad del suelo es adecuado. Resulta oportuno llamar la
atencion sobre @ riesgo potencid que representa @ 8o de fertilizantes organicos (que pudieran
contener guano de murcidlagos o aves) en los huertos organopdnicos urbanos o en plantas

ornamentales (Medsy McKinney, 1998; Jménez et al., 2002).

Entre las cuevas donde se ad0 H. capsulatum se encuentran algunas con interés turistico, como
son:
- Lascuevas ubicadas en |a base de campismo popular “Cuevade los Portales’, en  municipio

LaPdma, Pinar dd Rio. Estas cuevas se localizan dentro del &rea que ocupala propia base de
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campismo, son de facil acceso y estén entre las opciones recregtivas que se brindan a los
excursionistas. Algunas de dlas tienen también interés histdrico.

- Lacueva ubicada en la base de campismo “Pefidn dd Fraile’ en d litord norte habanero.

- Las cuevas de Punta dd Este, de gran interés turigtico, en la Ida de la Juventud, una zona
declarada Monumento Naciona por € vaor arqueoldgico y etnoldgico de las pictografias
aborigenes encontradas en sus paredes y techos (NUfiez iménez, 1980). A diferencia de las
anteriores, estas cuevas Se encuentran en una zona cuyo acceso para la poblacion es limitado.
También desde € punto de vista arqueol dgico resulta de interés la cueva de La Pluma, Situada
en las elevaciones calcareas que se extienden en las desembocaduras de los rios Bacunayagua

y Yumuri, d norte de la provinciade Matanzas (NUfiez Jménez, 1990).

Otros halazgos de gran importancia lo condituyen los adamientos de H. capsulatum en cuevas
de los municipios de Marid y San José de la Lgas, en la provincia de La Habana, donde han
tenido lugar brotes epidémicos de histoplasmosis relacionados con actividades de la defensa del

pais(seccion 3.4).

Otras cuevas, quizas menos riesgosas, debido a su ubicacion geogréfica, son las cuevas dd sur de
la Ida de la Juventud donde también los cultivos de las muestras del suelo fueron positivos. Estas
cuevas estén ubicadas en zonas rurdes que por su lgania de los nlcleos urbanos (exceptuando la
de Cocodrilos), son muy poco frecuentadas por la poblacidn, razén por la cua probablemente no

se hayan presentado brotes epidémicos hastael momento.

Las cuevas habitadas por murcilagos son consideradas "espacios cerrados’ donde las
condiciones protegidas y relaivamente estables de su interior permiten la proliferacion de H.
capsulatum. Su crecimiento se ve favorecido por la composicion del guano de murcidlagos y la
disponibilided de C&* debido a la lixiviacion de las rocas cacéreas (Lappe et al., 1998). Solo la
actividad antropUrgica redizada en ese medio puede dar lugar a los brotes de histoplasmoss

(Taylor et al., 1997). Sin embargo, en los "espacios abiertos’ (0 seq, en exteriores), juega un
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papel muy importante la desecacion y la diseminacion de las particulas infectantes (microconidios

principalmente) por € viento (Rippon, 1988).

En 21 delas cuevas estudiadas no seaid6 H. capsulatum a partir de las muestras procesadas; sin
embargo, esto no descarta totalmente la presencia de este patdgeno en dichas cuevas ya que segin
DiSdvo y Johnson (1979), la distribucion de este hongo en € suelo no es homogeénea, Sino que se
presenta en los llamados "microfocos’, que son &eas muy limitadas y separadas entre i, en las
cudes este microorganismo encuentra las condiciones dptimas de temperatura, humedad y
nutrientes para su desarrollo (Otcenasek et al., 1967, Taylor et al., 1994). Es por dlo que resulta
conveniente, a estudiar un determinado lugar, tomar muestras de varios Stios tratando de que
éstos sean lo més representativo posible, teniendo en cuenta los recursos disponibles para €

procesamiento de las muestras.

Egte condtituye € estudio mas amplio de este tipo redlizado en nuestro pais'y representa un aporte

imprescindible a conocimiento de la endemicidad de la histoplasmosis en Cuba

4.2. Aisdamiento de H. capsulatumde mur ciélagos.

En los estudios para delimitar posibles &reas endémicas, ademés de la blsgueda del agente causal
en sudtratos abidticos, resulta de gran utilidad redizar  aidamiento a partir de epecies animaes o
vegetales que pudieran servir de hospederos o vectores. En € caso de la histoplasmoss, d grupo

zoolgico que més se haasociado adlahasido @ de los quirdpteros.

En nuestro pais se conocen 25 especies de murcidlagos, dgunas de las cudes se encuentran
digtribuidas por todo d territorio naciona, mientras otras tienen un habitat mas restringido (Silva
Taboada, 1979). Como forma de ampliar y profundizar en & conocimiento de las caracteristicas
ecologicas de H. capsulatum en nuestro medio, se redizd su blsgueda en murcidagos

capturados en d interior de las cuevas.
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Como se observa en la tabla 2, de los 230 murciélagos capturados, € 49,5 % correspondia a
Artibeus jamaicensis parvipes, que fue la especie mas numerosa encontrada. Las restantes once
especies se encontraron en frecuencias mucho menores.

Tabla 2. Total de murciélagos capturados distribuidos por especies.

Condicionesdetradado al
Especies Laboratorio Total (%)
Congelados Vivos
Artibeusjamaicensis parvipes 92 22 114 (49,5)
Tadarida brasiliensis muscula 12 8 20(8,7)
Phyllonycteris poeyii 17 1 18 (7,8 %)
Pteronotus parnelli parnelli 17 0 17 (7,3
Brachyphylla nana nana 0 16 16 (6,9)
Pteronotus quadridens quadridens 15 0 15(6,5)
Pteronotus macleayi macleayi 15 0 15(6,5)
Natalus lepidus 8 0 8(34)
Macrotus waterhousei minor 0 3 3(13
Eptesicus fuscus dutertreus 2 0 2(08)
Mormoops blainvillei 1 0 1(04)
Monophyllus redmani clinedaphus 1 0 1(04)
Total 180 50 230

H. capsulatum fue aidado en 12 de los 50 animales tradadados vivos d laboratorio (tabla 3). El

tiempo maximo transcurrido entre la capturay € procesamiento de las muestras fue de 3 dias. Los
porcentgjes de positividad por especies muestran |os vaores més atos en Artibeus jamaicensis
parvipes (27,2 %) y Tadarida brasiliensis muscula (25 %), aunque € nimero de gemplares
de dgunas especies fue pequefio. En dos gemplares de la especie A. jamaicensis parvipes se
recuperd € hongo a partir de los tres tipos de visceras: pulmones, higado y bazo. En 10 de los
murciélagos se pudo aidar H. capsulatum de los pulmones, 1o que representa d 83,4 % dd totd

de murcidagos con cultivos postivos, esto indica que d pulmén representa una buena muestra
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para la busqueda de H. capsulatum. En los higados y bazos los porcentgies fueron mucho
menores, 33,3 y 41,6 %, respectivamente. El mayor porcentge de aidamiento obtenido de los
pulmones sugiere que, d igud que en & hombre, en estos animaes la forma més frecuente de la
histoplasmosis es la pulmonar (Greer y McMurray, 1981). Las muestras de pulmones fueron
también las més contaminadas con hongos saproéfitos de los géneros Aspergillus y Fusarium, los
cuaes por su mayor velocidad de aecimiento, limitan & desarrollo de H. capsulatum en los
medios de cultivo, o que pudo interferir en los resultados (De Hoog y Guarro, 1995; Lacaz et al .,
1998).

Tabla 3. Aidamientos de Histoplasma capsulatum obtenidos a partir de los 6rganos de los

murciélagos tradadados vivos d laboratorio.

Ejemplarescon
Especies (n) cultivo positivo P (%) H (%) B (%)
(%)

Artibeus jamaicensis parvipes(22) 6(27,2) 6 2 2
Brachyphyllanananana (16) 3(18,7) 2 1 0
Tadarida brasiliensis muscula (8) 2(25)a 2 0 2
Macrotuswaterhousei minor (3) 1(333) b 0 1 1
Phylonycterispoeyii (1) 0 0 0 0

Total (50) 12 (24,0) 10(83,3) 4(3373) 5(41,6)

P: pulmén; H: higado; B: bazo

a Primer reporte en Cuba; b: Primer reporte a nivel mundial.

En trabgjos redizados por otros autores no se encuentra la misma frecuencia de aidamiento en los
digtintos organos con respecto d tota de murcidagos con cultivos postivos. Font D’ Escoubet y
Macola Olano (1976) aidaron H. capsulatum en higado (75 %), pulmén (62,9 %) y bazo (31,2
%) de un total de 16 murciélagos. Por su parte, Chéavez-Tapiaet al. (1998) recuperaron € hongo
a partir de pulmon (58,3 %), intestino (33,3 %) y bazo (8,3 %) en 12 murciélagos de dos estados

mexicanos, mientras que Taylor et al. (1999) encontraron € hongo en muestras de pulmon (47
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%), intestino (41,1 %), higado (11,7 %) y bazo (5,8 %) de 17 murciélagos pertenecientes a sais
especies diferentes alas reportados en @ presente trabajo.

En estudios redizados por Shacklette et al. (1967), se obtuvo una dta postividad de adamientos
apartir de lamucosay contenido intestinaes, 1o que confirma la capacidad de los quirdpteros de
diminar cdulas vidbles de H. capsulatum a través de sus heces y de esta forma contribuir a
diseminar € hongo en & medio ambiente (Greer y McMurray, 1981; Lenhart, 1994). Aunque se
ha sugerido que las lesones de la mucosa intestind son consecuencia de una diseminacion
gadtrointestina por via hematdgena a partir de un foco primario pulmonar, agunos autores no
descartan la posibilidad de que se produzcan debido a la ingestion de particulas contaminadas con
formasinfectantes de H. capsulatum (Otcenasek et al., 1967).

Por otra parte, lalongitud del intestino de los quirdpteros es muy inferior S se compara con la de
otros mamiferos de smilar peso y tamafio, lo que hace que d transto de H. capsulatum tenga
lugar en un tiempo muy breve y sea minima la afectacion producida por las condiciones adversas
de ese medio (colonizacion bacteriana masiva, presencia de inhibidores producidos por
enterobacterias, potencia redox desfavorable, etc), por lo que la mayoria de |as particulas fungicas

serian diminadas d exterior completamente viables (Klite, 1965).

Otros autores han sefidado una posible relacion entre los hébitos dimentarios de los murciélagos y
la histoplasmosis y, en particular, han sugerido la relacion entre H. capsulatum y las especies
insectivoras (Taylor et al., 1994; Taylor et al., 1996; ChavezTapia et al., 1998). Sin embargo,
en nuestro estudio € mayor porcentgie de aidamiento se obtuvo en A. jamaicensis también
llamado "d murciélago frutero del Caribe' por ser una epecie eminentemente frugivoray cuyos
posibles hdbitos insectivoros, hasta dl presente, no han sido demostrados (Silva Taboada, 1979).
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Mediante la observacidn del hongo en cortes histoldgicos, se ha demostrado que los murciélagos
pueden desarrollar la enfermedad (Shacklette et d., 1967; Goodwin et al., 1981), asi como
también una respuesta inmune especifica (McMurray y Russdll, 1982).

El método de congelacidon empleado en 180 de los giemplares capturados ha sido reportado por
otros autores con resultados satisfactorios (Shackelette y Hasenclever, 1969; DiSdvo et al.,
1970). Sin embargo, en nuestro estudio no fue posible aidar H. capsulatum de ninguno de estos
gemplares, |o que pudo haber estado influido por las variaciones de la temperatura de congelacion
durante € tradado d laboratorio, o que sin dudas debio afectar la viabilidad dd hongo. Al

respecto carecemos de otros trabagjos anteriores que evallen la influencia de las variaciones

térmicas en laviabilidad del hongo para su aidamiento a partir de este reservorio.

En € presente trabgjo todos los murciélagos fueron capturados en cuevas donde se habia aidado
el hongo a partir de muestras dd suelo que contenian guano de murci@ago. Ademés, se han

informado casos de histoplasmosis en humanos, cuyas fuentes de infeccion comprobada han sido
agunas de edtas cuevas. Los gemplares pertenecientes a la especie A. jamaicensis parvipes a
partir de cuyos érganos se add H. capsulatum fueron capturados en la Cuevas de Cocodrilos y
en la Cueva de los Murcidlagos, de Punta Pederndles; T. brasiliensisy B. nana nana fueron
capturados en las cuevas de Punta del Estey M. waterhousei minor fue encontrado en la Cueva

de Cocodrilos, todas en la |dade la Juventud.

Las diferentes especies de murciélagos tienen habitos muy diversosy uilizan como refugio no solo
las cuevas, sino también los &rboles, |os techos de las casas y edificaciones abandonadas e incluso,
las propias viviendas habitadas por e hombre (Chavez- Tepia et al., 1998). Su asociacion con la
histoplasmosis no se limita, por lo tanto, a aquellas especies “rurdes’ o que viven preferentemente
en cuevas, Sno también a las de zonas urbanas donde estos quirdpteros encuentran su refugio

(Tamsitt y Valdivieso, 1970; Bartiett et al., 1982).



4. Resultados y Discusion 55

El primer adamiento de H. capsulatum a partir de murciélagos se redizo en Panamaen 1962; se
trataba de un gemplar de la especie Pteronotus rubiginosa (Shacklette et al., 1967). Desde
entonces, & hongo ha sdo aidado de numerosas especies pertenecientes a diversos generos
(Diercks et al., 1965; Font D’Escoubet y Macola Olano, 1976; McMurray y Russall, 1982;
Taylor et al., 1996; Chévez- Tapia et al., 1998; Vargas-Y éfezet al., 1998; Taylor et al., 2000).

Este representa € primer reporte a nivel mundid de H. capsulatum en la especie Macratus
waterhousei minor. ASmismo, por primera vez se aida en nuestro pais este hongo en Tadarida
brasiliensis muscula, especie con posbles habitos migratorios, que ha sido reportada
anteriormente en Arizona, EEUU, por DiSdvo et al. (1969). Font D’ Escoubet y Macola Olano
(1976) ya habian informado & aidamiento en las otras dos especies (Brachyphylla nana nana 'y

Artibeus jamaicensis parvipes).

De las 25 especies de murcidlagos descritas en Cuba, H. capsulatum habia sdo aidado en 4 de
ellas (Font D’ Escoubet y Macola Olano, 1976; Silva Taboada, 1979), cifra que asciende a 6 d
incluir las encontradas en € presente trabgo. Algunos datos importantes sobre estas sei's especies

Se presentan en € anexo 13.

Los murcidagos condtituyen uno de los grupos de nmamiferos de mas amplia didtribucion en la
naturaleza. En la actualidad se conocen mas de 2 000 especies y subespecies de estos quirdpteros
cuyos hébitos aimentarios, costumbres, tamafio y habitat son muy variados. Desde |la antigliedad
los murcidlagos estuvieron asociados con supersticiones'y creencias sobrenaturales, Sn embargo,
desde principios dd siglo XX se comenzaron a considerar como animales (tiles a hombre, ya que
ayudaban a la polinizacion de los cultivos e intervenian en la disperson de semillas de &rboles de
interés econdmico y ademés, su guano condituia un magnifico fertilizante para la agricultura

(Tamgitt y Vadivieso, 1970).
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Se hallegado incluso a sugerir que dgunas especies de estos mamiferos, grandes consumidores de
insectos, fueran utilizados como control biolégico en la erradicacion de lamaaria. En laactuaidad,
aunque se consderan excelentes controladores bioldgicos de plagas agricolas y de mosguitos
(Taylor et al., 2000), los murcidlagos gercen un efecto negativo en la salud publica. En primer
lugar, las especies hematdfagas (vampiros) pueden atecar a ganado y en ocasiones d hombre.
Ademés, se ha demostrado que congtituyen importantes reservorios de |os agentes etiol 6gicos de
algunas zoonosis y desempefian un importante papel en la epidemiologia de enfermedades tales
como la rabia, dgunas arboviross, mdaria, filariasis y tripanosomiasis americana entre otras
(Tamgtt y Vadivieso, 1970). En € caso paticular de la hisoplasmoss, los murciéagos
desempefian un doble papel: por una parte, através de sus excretas proporcionan un sustrato muy
rico para d crecimiento y desarrollo saprofitico de H. capsulatum en € suelo, y, por otro lado,
debido a sus hébitos migratorios, congtituyen un importante vehiculo para la diseminacion del
hongo en la Naturaleza a través del uso tempora o permanente de diferentes refugios (Chavez

Tgpia et al., 1998; Taylor y Reyes Montes, 2002; Constantine, 2003).

4.3. I dentificacion deH. capsulatum por la prueba de exoantigenos.

Una vez aidadas e identificadas las cepas de acuerdo a sus caracterigticas morfologicas y su

dimorfismo, se considero Util la confirmacion de su identificacion mediante un méodo novedoso,
conocido como prueba de exoantigenos d cua ha demostrado tener una gran especificidad en la

identificacion de cultivos fungicos (Kaufman y Standard, 1987; Rodriguez Ardlaneset al., 1998).

En todas las cepas aidadas de pacientes y murciéagos se observaron a microscopio 1os tipicos
macroconidios tuberculados, sdlo en cinco de las cepas aidadas del suelo no se encontraron
dichas estructuras (tabla 4). Esto pudo deberse a la pérdida de la capacidad de producir los
conidios por Sembras sucesivas en d |aboratorio o aerrores en laidentificacion inicid de las cepas
(Pedroso y Marcano, 1972), aunque también es conocido que existen cepas de H. capsulatum
en las que estos macroconidios pueden estar ausentes 0 ser de paredes lisas (Lacaz et al., 1998).

El aspecto macroscopico de las colonias de estas cinco cepas asi como su lento crecimiento y
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resstencia a la cicloheximida fueron criterios basicos para su identificacion preliminar, ademés de
haber sdo aidadas a través de lainoculacion de ratones. Por otra parte, dgunos hongos saprdéfitos
de los géneros Sepedonium, Arthroderma y Chrysosporium entre otros, producen
macroconidios tuberculados semgantes a los de H. capsulatum. Es por dlo que, paa la
identificacion de este patdgeno no es posible basarse exclusvamente en criterios morfol dgicos. Las
cepas de referencia utilizadas mostraron su micromorfologia acorde con o descrito en la literatura
(Kaufman, 1992).

La conversién de las cepas a la fase levaduriforme se logro a las 4 semanas, a observarse
macroscopicamente, las colonias tenian una gpariencia pastosa 'y de color blanco-beige a blanco-
gris, microscopicamente se encontraron en todos 1os casos una mezcla de pequefias levaduras,
agunas en gemacion y fragmentos cortos de hifas. En 10 de las cepas aidadas del suelo no fue
posible obtener |as levaduras, 1o que representa € 23 % del total de cepas en estudio (tabla 4).
Diferentes autores han sefidado lo dificil y a veces imposible que resulta la obtencion de la fase
levaduriforme de H. capsulatum por la lentitud del proceso y la frecuencia con que pueden
contaminarse los medios de cultivo empleados (Fresstti et al., 1992).

Tabla 4. Numero de aidamientos identificados mediante |os digtintos criterios empleados.

Criteriosde Identificacion Origen delas cepas (n) Total (%)
Humano (8) Animal (2) Suelo (33)
Morfol bgicos @ 8 2 2 38(83,3)
Fisiolégicos ® 8 2 23 33(76,7)
Inmunol égicos © 8 2 2 42 (97,6)

n: nimero de cepas; (a) macroconidios tuberculados y caracteres culturales; (b): dimorfismo in vitro; (c): produccion de
exoantigenos

Los exoantigenos se definen como macromoléculas producidas por los hongos en los primeros
estadios de su desarrollo. La prueba de exoantigenos se basa en la interaccion entre esas

macromol éculas (antigeno) elaborado por & hongo en cultivos y |os anticuerpos homdlogos, 1o que
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se pone de manifieto mediante la formacion de bandas de precipitacion en las pruebas de
inmunodifusion doble (IDD) y contrainmunoe ectroforesis (CIE) y de esta forma queda establecida
laidentidad del hongo (Kaufman y Standard, 1987; Robertsy Goodman, 1993).

Se ha sefelado que antes de los 10 dias de cultivo no es posible detectar los exoantigenos de H.
capsulatum. En € presente estudio se tomaron cultivos de 15 dias y se obtuvieron resultados
satisfactorios, o que coincide con lo sefidlado por Body et al. (1988), quienes plantearon que a
partir de la 22 semana, en la mayoria de las cepas se pueden reconocer estos antigenos,

permitiendo una identificacion mas temprana que por los méodos convencionales.

El 97,6 % de las cepas se identifico como H. capsulatum por la técnica de exoantigenos (tabla
4). Solo una cepa no mostré ninguna de las bandas de identidad Hy M) en las pruebas de
inmunoprecipitacion frente a suero control; esta cepa tampoco pasd a levadura, por lo que e
puede asumir que se trataba de aguna especie morfoldgicamente Smilar. La CIE mostro lamisma
senshilidad que la IDD para revelar las bandas H'y M ; ademés, es mas rapida, y en caso de la
prueba de los exoantigenos, no requiere la concentracion de éstos (Kaufman y Standard, 1978;
Font D’ Escoubet et al., 1985; Taylor et al., 1996).

Las tres cepas de referencia de H. capsulatum var. capsulatum, asi como la cepa de H.
capsulatum var. duboisii (H. duboisii) reaccionaron de manera especifica con € suero control;
en todos |os casos se observaron las bardas M y H y se confirmé que poseen antigenos comunes
y, hastad presente, no pueden ser diferenciadas inmunol 6gicamente por la técnica de exoantigenos
(Kaufman y Standard, 1978). La histoplasmosis &fricana no ha sdo descrita en Cuba ni en €

hemidferio occidental, ni tampoco ha sdo adado su agente causd, H. duboisii, dd medio
ambiente, por lo que la identidad antigénica de estas dos variedades (H. capsulatum var.
capsulatum y H. capsulatum var. duboisii) no debe congtituir un problema diagnéstico para
nuestro pais en la actudidad. No obstante, resulta necesario destacar las novedosas e interesantes

relaciones filogenéticos encontradas entre las tres variedades de H. capsulatum (H. capsulatum
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var. capsulatum, H. capsulatum var. duboisii y H. capsulatum var. farciminosum), las
cuaes tendran que tenerse en cuenta en futuros estudios taxondmicos (Kasuga et d., 2003).
Ninguna de las tres cepas de P. brasiliensisdio bandas de identidad con € suero control de
histoplasmosis. Este resultado era de esperarse 9 e tiene en cuenta lo referido por Kaufman y
Standard (1987), quienes no observaron reacciones cruzadas entre H. capsulatum y P.
brasiliensis en la prueba de exoantigenos a pesar de que ambas especies poseen determinantes

antigénicos comunes.

Desde que comenzO su agplicacion practica, la prueba de exoantigenos ha ido ganando en
aceptacion hasta convertirse en una prueba confirmatoria para la identificacion de diferentes
especies, y muy particularmente para los hongos dimarficos causantes de micos's Sstémicas, entre
dlos H. capsulatum (LOpez Martinez et al., 1995; Lacaz et al., 1998; Warnock et al., 1998;
Taylor et al., 1999).

Ademas de sus aplicaciones en € diagndstico, estas pruebas han dcanzado gran relevancia en
estudios taxondmicos. En este sentido, la prueba ha permitido corroborar la agrupacion de las tres
variedades de H. capsulatum (H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. duboisii
y H. capsulatum var. farciminosum) en una sola especie, todas elas capaces de producir los
antigenos correspondientes a las bandas M y H, mientras que otros hongos cuya morfologia es
muy similar (Chrysosporium spp., Sepedonium spp.) no producen dichos antigenos (Kaufmany
Standard, 1987; Lacaz et al., 1998).

La prueba de exoantigenos ademas de su especificidad, tiene la ventga de que puede identificar
las formas tipicas, las atipicas y las agpordgenas de una especie determinada. Es mucho mas rdpida
gue los métodos convencionades de cultivo e identificacion y tan especifica como la converson a
levadura de H. capsulatum, reduce en gran medida € riesgo bioldgico que representa la
manipulacion de este patdgeno y, sobre todo, repercute en € diagnostico y tratamiento oportuno
de la histoplasmoss (Kaufman y Standard, 1987; Warnock et al., 1998). Tiene como limitante
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que requiere la preparacion previa de antisueros especificos, asi como de reactivos controles.
Ademés de su aplicacion en laidentificacion de los hongos dimarficos, ha permitido identificar las
especies de Fusarium, Aspergillus, dermatofitos y hongos dematiaceos, agentes de micoss
humanas (Kaufman y Standard, 1987; Ellis, 1994; Sekhon et al., 1995; Lacaz et al., 1998;
Warnock et al., 1998).

La correcta identificacion de H. capsulatum en los laboratorios de diagnéstico microbiol 6gico del
pais es actualmente de gran importancia debido a la relativa frecuencia con que se sospecha la
histoplasmogis, por 1o que se hace necesario perfeccionar los métodos de identificacion con
técnicas cada vez mas especificas, sensbles y répidas. En la actudidad se considera una prueba
confirmatoria, imprescindible en laboratorios de referencia, particularmente en &reas endémicas

(Rodriguez-Ardlanes et al., 1998).

4.4. Caracterizacion de los brotes epidémicos de histoplasmosis relacionados con las
cuevas estudiadas.

L os brotes epidémicos de histoplasmosis ocurridos en diversos paises han estado relacionados con
actividades humanas muy diversass como son: limpieza de locades abandonados, gdlineros,
paomares, tda de éahboles, congtrucciones, recoleccion de guano, espeleologia, turismo,
arqueologia, maniobras militares, mineria, etc. Una exposicion condtante a cantidades abundantes
de conidios en espacios cerrados puede resultar letal, mientras que las exposiciones moderadas
provocan infecciones de gravedad variablee muchas de las cudes en individuos
inmunocompetentes, se resuelven en forma esponténea (Ve asco-Castrejon y Gonzédlez Ochoa,

1977; Taylor et al., 1993; Gonzalez Zepeda et al., 1998; Jones et al., 1999).

El presente estudio incluye cuatro de los brotes ocurridos, en los cudes @ Laboratorio de
Micologia dd 1PK tuvo una participacion directa en su identificacion y caracterizacion mediante €

diagnogtico micolégico a partir de las muedtras clinicas de los enfermos y pogeriormente la
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confirmacion de la fuente de infeccion con € aldamiento del agente causa en las cuevas vidtades.

Los resultados de |os cuatro brotes se presentan a continuacion:

BROTE 1.

Con d objetivo de redizar trabgos investigativos relacionados con la colecta de garrapatas de
murdéagos para aidamientos virdes, un grupo de tres personas penetro en d interior de la cueva,
de dlas dos enfermaron. Debido a las caracteristicas del trabgo a redizar, se examinaron
minuciosamente las paredes y & suelo de la cueva durante gproximadamente 2 horas, 1o que hizo
gue se provocaran aerosoles con particulas de polvo y guano que contenian conidios y fragmentos
micdlianos de H. capsulatum. Es conocido que lainhalacidn de conidios es laforma de adquirir la
enfermedad y numerosos brotes de histoplasmos's pulmonar aguda como éste se han informado en
la literatura mundid (Rippon, 1988; Chin, 1999; Bonifaz, 2000; Suérez et al., 2002; Weinberg et
al., 2003).

No fue posble d adamiento de H. capsulatum a partir de las muestras de esputo de ninguno de
los dos pacientes mediante la sembra directa en los medios de cultivo empleados. Sin embargo, la
inoculacion intraperitonea de esputo en los ratones resultd ser un método satisfactorio para €

aildamiento. Seglin se observa en la tabla 5, Ias tres primeras muestras de esputo del paciente A
fueron insuficientes para su inoculacion en ratones, por [o que solo fueron inoculadas las muestras

42 y 5* de ésta Ultima se obtuvo H. capsulatum de un solo ratdn (bazo).

En todas las muestras del paciente B se aid6 € hongo. Es de gran importancia la obtencion y
procesamiento de muestras seriadas para una Optima recuperacion del agente causd. De 21
ratones inoculados, se obtuvieron cultivos positivos en 13 de elos. El tiempo que demoraron en
gparecer las colonias fue de 10 a 15 dias. En la observacion microscopica de las muestras de
esputo coloreadas con Giemsa, no se observaron levaduras de H. capsulatum. En los sueros de
ambos pacientes fueron detectadas mediante CIE bandas de precipitacion H y M, especificas de

histoplasmosisactiva
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Tabla 5. Aidamientos de H. capsulatum a partir de las muestras clinicas de los pacientes del

brote 1 mediante la inoculacion intraperitoned de ratones.

. Muestras de Esputo®
Pacientes
12 2 32 4 54 Total
A - - - 03 1/3 1/6
B 2/3 33 3/3 1/3 3/3 12/15
Total 13/21

* Ratones con cultivos positivos / Ratones inoculados

Aungue en los dos pacientes se desarroll6 la forma pulmonar aguda, la evolucion y severidad de
los sintomas fue diferente en cada uno de élos. En d primero, los sintomas (fiebre, tos, asteniay
pérdida de peso) gparecieron a los 10 dias de la exposicion d agente causa, mientras que en €

segundo aparecieron a cabo de las 6 semanas y fueron més marcados (tos, expectoracion, astenia
marcada, fiebre, anorexia 'y sudoracion profusa) (tabla 6). Generdmente se ha planteado que €

periodo de incubacion oscila entre 10 y 16 dias, aunque esto depende en gran medida del estado
inmune ddl individuo, edad, tiempo y grado de exposicion a agente, etc. También se ha observado
que pueden presentarse periodos de incubacién més cortos (3 a5 dias) y maslargos, de alrededor
de un mes (TorresRodriguez, 1991, Sudrez et al., 2002). No son frecuentes periodos de

incubacidn tan largos como d del segundo paciente.



Tabla 6. Comparacion de los brotes epidémicos de histoplasmosis estudiados.

Aspectos a comparar Brotel Brote 2 Brote 3 Brote4
Fuente de infeccion Cueva Cueva Cueva Tanel
Localidad Puntadel Este Artemisa San José Mariel
Presencia de guano Si (escas0) Si (abundante) Si (moderado) Si (abundante)
Aidlamiento de H. capsulatumdel suelo Si S Si Si
Aislamiento de H. capsulatum de murciélagos Si NR NR NR
Actividad realizada Recoleccion de Excavaciones profundas Excavaciones Excavaciones

garrapatas

Numero de enfermos 2 1 24 59
Aidlamiento de H. capsulatumde espuo S 9 Si S
Examenes serol 6gicos positivos CIE IDDy ELISA ELISA ELISA
Examenes radiol 6gicos compatibles S S S S
con histoplasmosis
Prueba de histoplasmina Positiva NR NR NR
Periodo de incubacion (dias) 10-45 1015 1820 10-20
Principales manifestaciones clinicas Fiebre, tos, astenia, pérdida | Fiebre, tos, miagiadisnea, Fiebre, tos, cefales, Fiebre, tos, mialgia,

de peso, artragia cefalea, pérdida de peso pérdida de peso, artralgia, disnea

astenia

Tratamiento Anfo By Keto Anfo B Anfo By Keto Anfo By Keto
Medidas de control No g S S

NR: no seredlizé; Anfo B: anfotericina B; Keto: ketoconazo
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Una vez confirmado d diagndgtico en los dos pacientes, fue visitada la posible fuente de infeccion,
conocidacomo la Cueva No. 3 de Punta del Este, en la Ida de la Juventud, |a cua presenta una
entrada ancha, que comunica a 4 abrigos rocosos 0 solapas, independientes unos de otros y que
miden de 5 a 8 metros de profundidad (NUfiez iménez, 1980). Esta habitada por murciélagos de
la especie Tadarida brasiliensis muscula y en € sueo puede gpreciarse la acumulacion de
guano aungue en poca cantidad, 1o que hacia suponer que la colonia de estos quirdpteros no era
numerosa. En e momento de la visita (mes de noviembre), la temperatura del interior de la cueva
erade 28°Cy lahumedad relativadel 95 %.

De las 4 muestras del suelo de la cueva (2 de cada una de las dos primeras solapas), 3 fueron
postivas (tabla 7). En una misma solagpa se encontré una muestra podtiva y otra negdiva,
recogidas a s0l0 2 m de separacion entre dlas, 10 que viene a confirmar & concepto de los
microfocos, aspecto que es muy importante en @ estudio de la ecologia de H. capsulatum
(Disdvo y Johnson, 1979; Taylor et al., 1994). En la tabla 6 aparecen resumidos los datos de
este brote.

Tabla 7. Diagnogtico de laboratorio. Resultados del procesamiento de muestras clinicas y

ambientales de los cuatro brotes estudiados.

Muedtras de Muestras de Muestrasdd
No. de No. de
Brotes entes esputos * sueros * CUBVES suelo *
pac %) (%) %)
1 2 2/2 (100) 2/2 (100) 1 4/3 (75)
2 11 6/1 (16,6) 11/8 (72,7) 1 2/2 (100)
3 24 8/1(12,5) 20/19 (95) 3 6/3 (50)
4 59 24/3 (12,5) 59/45 (76,2) 1 10/8 (80)

* Muestras procesadas/Muestras positivas
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BROTE 2.

Al igud que otros brotes, éste tuvo lugar por la dteracion del ambiente del interior de la cueva a
redizar excavaciones profundas con € objetivo de buscar objetos de oro supuestamente
enterrados. Esta cueva se encuentra ubicada en una zona rurd cercana alalocalidad de Oceguera,
en d municipio de Artemisa en la provincia de La Habana. La entrada de esta cueva consste en un
orificio de aproximadamente un metro de didmetro. Su acceso implicaba € empleo de medios
auxiliares como cuerdas y escaas que permitieran € descenso (3-4 m de profundidad). El interior
de la cueva estaba formado por un salén amplio y otros dos més pequefios. La colonia de
murciéagos No era muy numerosay sus Sitios de reposo se encontraban en las partes mas altas del
techo.

Las 11 personas que visitaron la cueva enfermaron y 6 de dlas fueron hospitaizadas d presentar
fiebre (38-40°C), dolores musculares, tos, disnea, cefdeay toma del estado generd; en dgunos,
ademés, dolores articulares y pérdida de peso. Las imégenes radiol 6gicas de torax eran igudmente
compatibles con la histoplasmoss pulmonar aguda. H. capsulatum fue aidado en € esputo de
uno de los pacientes, aunque sAlo en tres de dlos se recogio @ nimero de muestras recomendado
(3 ab). Los estudios serologicos redizados permitieron confirmar € diagnostico d encontrarse
bandas M en la prueba de inmunodifusién doble con € suero de los sais pacientes hospitalizados.
Mediante un sstema ELISA indirecto, ocho de |os sueros fueron positivos (tabla 7).

El hongo fue aidado en las dos muedtras de tierra dd interior de la cueva, 1o que confirmé la
etiologia ddl brote y permitié tomar la decison de clausurar la cueva de formatd que impidiera
paso de personas Sin carrar la entrada de los murciélagos. También fueron adoptadas medidas de
tipo educativo divulgadas entre € persona médico y la poblacion de lalocdidad. Los principaes
datos obtenidos a partir del estudio de este brote gparecen enlatabla 6.

BROTE 3.

Un grupo de aproximadamente 40 personas realizaron actividades relacionadas con la excavacion
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y remocion del suelo en tres cuevas ubicadas en una zona rurd proxima d poblado de Zaragoza,
en e municipio de San Jos2 de las Lgas, enla provincia de La Habana. Estas cuevas, conocidas
como Cueva de los Murcidlagos, Cueva del Yunque y Cueva de la Virgen, se encuentran

proximas entre i, son de fécil acceso y son visitadas por residentes de la zona

El trabgo redizado requeria la permanencia de estas personas en € interior de las cuevas varias
horas d dia, durante varios dias. Estas cuevas estaban habitadas por murcidlagos y se podia
apreciar la presencia de guano en e suelo. A partir de los 12 dias de haber estado expuestos por
primera vez comienzan a aparecer 1os primeros sintomas, por |0 que 24 personas dd grupo
tuvieron que ser hospitdizadas. Los principaes sintomas y signos presentados fueron: fiebre,
maestar generd, tos, astenia, cefdea y dolor toracico. Los examenes radiograficos de torax
evidenciaron lesones compatibles con histoplasmosis en 20 de estos pacientes. Las pruebas
serolégicas (ELISA) fueron positivas en 19 muestras de sueros de 20 pacientes. SOlo se recibieron
en € laboratorio los esputos de 8 pacientes (Una muestra de cada paciente) y H. capsulatum fue
aidado en una de dlas (tabla 7). Esto permitio confirmar la histoplasmosis en este peciente y d
mismo tiempo, unido a los antecedentes clinico-epidemioldgicos, congtituy6 una fuerte sogpecha

de que los demés también la tuvieran.

Los estudios ambientales redlizados a partir de las muestras tomadas en € interior de las cuevas
dieron como resultado € adamiento de H. capsulatum en 2 muestras de la Cueva de los
Murciélagos y en una de las muestras de la Cueva del Yunque. En la tabla 6 se muestran los

principales datos relativos a este brote.

Estos resultados fueron informados a las autoridades locales de sdud y fueron adoptadas las

medidas necesarias para detener la actividad que se veniaredizando en las mismes.

BROTE 4.

Este brote, d mas grande de los estudiados por nuestro grupo de trabgo, se produjo por la
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entrada en un tanel habitado por murciélagos con € objetivo de redizar diversas actividades que
implicaban la remocién de la tiera 'y @ guano acumulado con la consguiente generacion de
abundantes agrosoles. Este tund fue congtruido hace més de 30 afios, y pogteriormente fue
abandonado y ocupado por una numerosa poblacion de murciéagos. Se encuentra en una zona
rurd, adgada de los poblados més cercancs, en € municipio de Marid en la provincia de La
Habana. Su acceso resulta facil ya que esta Stuada a nivel del suelo, en la ladera de una colina o

devacion.

Como resultado de dlo fueron hospitaizadas 59 personas (de dlas 52 con sintomas 'y Sgnos
competibles con histoplasmosisy otras 7 Sn sintomatologia), 57 eran hombres'y sdlo dos mujeres.
Edta distribucidn en género ha sido la predominante en |os brotes epidémicos ocurridos en nuestro
paisy se puede asegurar que e nimero de mujeres relacionadas con actividades en cuevas hasido
muy pequefio. La distribucidn por grupos de edades se muestra en la tabla 8, donde se puede
gpreciar que en lamayoria de los casos se trataba de adultos jovenes. En cuanto d color delapid,
39 pacientes eran blancos (66 %) y 20 eran negros (34 %). Algunos autores coinciden en sefidar
que las formas progresivas de la enfermedad parecen ser més frecuentes en la raza blanca que en

la negra (Torres-Rodriguez, 1991; Bonifaz, 2000), aunque esto no esta bien confirmado.

Tabla 8. Distribucion por grupos de edades de |os casos relacionados en € brote 4.

Grupos de edades No. de casos Porcentaje
15-24 afios 6 10
25-34 afios 16 27
35-44 afios 19 32
45-54 afios 11 19
55-64 afos 7 12

Total 59 100
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El grupo de personas implicadas permanecio en d interior de la cueva por un tiempo varigble:

como maximo 10 horas y como minimo una hora (diariamente), lo cua se consdera suficiente para
que se produzca la infeccion; Wolff (1999) habia reportado anteriormente un brote entre
adolescentes en que d tiempo méximo de exposicion fue de sblo 5-10 min, en Ecuador; Sudrez et
al. (2002) reportaron otro brote entre estudiantes que permanecieron en d interior de una cueva
un tiempo maximo de 20 min, en Venezuela. También Weinberg et al., (2003) informaron acerca
de un brote de histoplasmosis aguda severa en un grupo de 14 personas después de haber

permanecido gproximadamente 10 minutos en una cueva habitada por murciélagos en Nicaragua.
En € presente brote, @ tiempo de permanencia, aunque fue variable (figura 1), en agunos casos las
personas permanecieron hasta 21 dias redizando diferentes tipos de actividades en un ambiente
cerrado, saturado de aerosoles y con una minima circulacion de are, 1o que indudablemente,

favorecid lainha acidn de las particul as infectantes (Torres Rodriguez, 1991).
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Figura 1. Tiempo de exposicion (dias de trabgo) en d interior de la cueva, brote 4.

De ese tota de pacientes, en nuestro laboratorio fueron procesadas muestras de esputo de 24 de
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ellos, ya que no todos presentaban expectoracion. En tres de las muestras, pertenecientes a tres
pacientes, fue aidado H. capsulatum, viainoculacion en ratones (tabla 7). Solo de 6 pacientes se
procesd més de una muestra de esputo, por lo que era de esperar la bgja positividad obtenida en

d estudio de este brote.

Las pruebas serol ogicas redizadas permitieron confirmar que se trataba de un brote epidémico de
histoplasmosis (tabla 9). Estas pruebas han sido de gran importancia para € diagnéstico de la
enfermedad, aunque un resultado negativo no la descarta completamente. En  momento del
ingreso sHlo & 10 % de |os pacientes fueron positivos mediante ELISA, mientras que enlaIDD no
fue detectado ningin caso. Esto coincide con |o planteado por otros autores, quienes han sefidado
que antes de las 4 semanas es muy probable que no se detecten anticuerpos (Kaufman, 1992;
Wheat, 2003). Como se observa en la tabla, la prueba de ELISA mostrd ser més sensible que la
IDD en los tres momentos en que fueron redlizadas. Mediante una prueba de chi cuadrado, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos alos 30 y a
los 60 dias por ninguna de las dos técnicas seroldgicas (IDD: X2 = 3,28; p = 0,07; ELISA: X? =
1,43; p = 0,23) [ Programa para ordenador Epilnfo, CDC, 2003].

Tabla 9. Resultados de | as pruebas serol égicas de |os pacientes del brote 4.

Tiempo derealizada No. de casos IDD ELISA
Positivos (%) Positivos (%)
Al ingreso 50 0(0) 5(10)
30 dias 59 41 (69,4) 45 (76,2)
60 dias 53 28 (52,8) 35 (66,0)
X?=328p=007| X*=143 p=023

La IDD es una prueba de dta especificidad ya que la presencia de bandas H y M es atamente
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ugedtiva de histoplasmosis. La posbilidad de falsos positivos es minima ya que en nuestro pais,
hasta e momento, nunca han sdo reportados casos de blastomicoss, coccidioidomicosis ni

paracoccidioidomicosis, que son |las principaes causas de reacciones cruzadas (Kaufman, 1992).

En este estudio fue utilizada por primera vez en Cuba la técnica de ELISA para e diagndgtico de
brotes epidémicos de histoplasmoss. Edta técnica ha permitido € procesamiento smultaneo de un
mayor nimero de muestras, 10 que unido a su mayor sensibilidad, rapidez y automatizacion de la
lectura, hacen de éla una importante y Util herramienta diagndstica cuando se combina
adecuadamente con una correcta evauacion clinico-epidemioldgica (Fernandez Andreu et al.,

1992; Elias Cogta et al., 2000).

Al momento del ingreso 100 % de los enfermos presentaba aguin tipo de dafio pulmonar,
gpreciable en las imagenes radiogréficas de torax, Sendo los infiltrados miliares difusos las lesiones
més frecuentes (63 %). Un mes después, estas lesiones se observaron en 47 pacientes (80 %),

mientras que alos dos meses ya se habia reducido a 35 enfermos (63 %).

Segln la vaoracion de la evolucion clinica de los pacientes, este brote se caracterizd por la
elevada frecuencia de la forma pulmonar primaria grave (0 severa) de la histoplasmoss (35
pacientes, 59 %), o que puede haber estado relacionado con € prolongado tiempo de exposicion,
la formacion masiva de agrosoles, la intensa actividad fisica redizada por la mayoria de los
pacientes y la ausencia tota de medidas de proteccion (Lenhart et al., 1997; Bonifaz, 2000).
Otros 17 pacientes (29 %) presentaron la forma pulmonar aguda benigna (o leve), lacud hasido
la manifestacion clinica mas frecuentemente observada en los brotes epidémicos de histoplasmosi's
(Lacaz et al., 1991; Taylor et al., 1997; Sudrez et al., 2002). Siete pacientes presentaron la
forma pulmonar asntomédica, la cud solo fue detectada por la radiografia de torax y los
antecedentes epidemiol 6gicos.
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Figura 2. Periodo de incubacion de |os casos de histoplasmosis ddl brote 4.

Los primeros sintomas comenzaron a aparecer entre los 8 y 10 dias (12 pacientes), mientras que
entre los 11 y 15 dias aparecieron en 27 pacientes (46 %) (figura 2), lo que coincide con la
mayoria de los brotes que gparecen en la literatura médica (Chin, 1999; Wolff, 1999; Suarez et
al., 2002). Algunos autores han relacionado € periodo de incubacion de la enfermedad con
diversos factores como son la cuantia del indeulo, d tiempo de exposicion y € estado inmunitario

del paciente (Taylor et al., 1997; Weinberg et al., 2003).

Los principaes sintomas presentados en € momento dd ingreso se muestran en lafigura 3. Los
maés frecuentes fueron fiebre (76 %), maestar genera (69 %), tos seca (66 %), cefdea (59 %) y
pérdida de peso (56 %), lo que coincide con la mayoria de los brotes epidémicos de
histoplasmosis ocurridos en las principaes zonas endémicas de mundo (Rippon, 1988; Lacaz et

al., 1991; Chin, 1999; Bonifaz, 2000).
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Figura 3. Principa es sintomas encontrados entre los pacientes del brote 4.

En la figura 4 se muestran los signos relacionados con la enfermedad encontrados en & examen
fidco en d momento dd ingreso; la elevada frecuencia de crepitantes (38 pacientes, 73 %) se
corresponde con los halazgos radiologicos de torax en € 100 % de los pacientes. La
hepatomegalia, observada en 24 pacientes (46 %), las adenopatias en 12 (23 %) y la
esplenomegdia en 5 (10 %) también son signos encontrados con relativa frecuencia en varias
formeas clinicas de la enfermedad, especidmente en la histoplasmos's progresiva dissminada y en

las formas pulmonares graves (Rippon, 1988; Torres Rodriguez, 1991; Bonifaz, 2000).
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Figura 4. Signos mas frecuentemente encontrados en los pacientes del brote 4.
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Al igua que en los brotes anteriores, fue confirmada la fuente de infeccion mediante € aidamiento
de H. capsulatum en 8 muestras de tierra (tabla 7). Los exdmenes microscopicos redizados con
lactofenol azul de dgodon mostraron también la presencia de macroconidios tuberculados (De

Hoog y Guarro, 1995; Lacaz et al., 1998; Jménez et al., 2002).

Al presentarse e identificarse integrdmente este brote epidémico de histoplasmosis, se decidio
detener d trabgo que e redizaba en € tinel hasta que fuera vaorada por las autoridades

competentes |la probable descontaminacion quimica ddl lugar.

L os datos comparativos de los cuatro brotes estudiados se presentan resumidos en latabla6. Los
brotes epidémicos de histoplasmoss reportados en la literatura médica han tenido en comdn la
redlizacion de actividades que conllevan la remocion del suelo o la dteracion de determinados
stios relacionados con aves o murciélagos (Chin, 1999; Bonifaz, 2000; Pecanha Martins et al.,
2000). Entre estas actividades, las més frecuentes son: la limpieza de locales cerrados o abiertos,
proximos a corraes o refugios de aves 0 murcidlagos, la tala de arboles, las construcciones, la
recogida de guano de murciélagos y su utilizacion como fertilizante en la agriculturay jardineria, la
espeleologia, la arqueologia, la mineria, las exploraciones con fines turisticos, recregtivos o
cientificos, entre otras (Ashmeade-Dyer et al., 1979; Lottenberg et al., 1979; Taylor et al., 1996;
Lenhart et al., 1997; Gonzdez-Zepeda et al., 1998; Ashford et al., 1999; Erkens et al., 2002;
Buxton et al., 2002; Suarez et al., 2002; Jménez et al., 2002). Sin embargo, no siempre hasido
posble d adamiento del agente causd, aln en aguellos brotes donde la fuente de infeccidn parece

evidente (Schlech et al., 1983).

Edte tipo de estudio muestra como através de la actividad coordinada entre las autoridades locaes
de sdud y d IPK, se pudieron estudiar los brotes de histoplasmosis y precisar la fuente de
infeccion y de esta forma controlar |a gparicidn de nuevos brotes y dar respuesta a problemas de
sdud que pudieron haber tenido implicaciones socides y econdmicas de mayor acance en las

respectivas localidades.
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El estudio de estos brotes epidémicos ha permitido a nuestro laboratorio establecer una

metodol ogia para su caracterizacion y control, la cud puede ser gplicada en @ estudio de futuros

brotes y que comprende |os siguientes aspectos.

1. Estudios clinico-epidemiol dgicos:

Vdoracion dlinico-epidemiol gica. Definicidn de caso.

Examenes complementarios (hemograma, radiografia de térax, ultrasonido abdomina).

2. Edtudios de laboratorio:

Examenes histopatol 6gicos.

Examen microscdpico directo de los productos patol gicos.

Cultivo de los productos patol gicos.

Inoculacion en animaes de experimentacion.

Aidamiento e identificacion de H. capsulatum: caracterigticas culturdes, micromorfologia,
dimorfismo, prueba de exoantigenos.

Determinacion de la drogosensibilidad.

Pruebas seroldgicas: inmunodifuson doble, ELISA.

Prueba intradérmica de histoplasmina (cuando se considere necesaria).

3. Esudios ambientaes:

Vidtaalaposble fuente de infeccidn.
Toma de muestras ambientales y examenes micol égicos.
Captura de murciélagos u otras epecies animaes de la zona.

Examenes micoldgicos 'y serol dgicos de los animaes capturados.

4. Medidas de control:

Vdorar, segin cada caso, medidas de tipo mecanico, fisico, quimico o agun tipo de

contral bioldgico.

5. Medidas divulgativas
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- Dirigidasd persona meédico y paramédico, ala poblacion de riesgo, ala poblacion generd
y resdentesen lazona.

- Capacitacion del persona profesiond y técnico de los laboratorios de la Red Naciond de
Microbiologiade MINSAP.

6. Medidas preventivas

Debido a la endemicidad que parece tener la histoplasmosis en Cuba, es importante que las
autoridades competentes conozcan cudes son las cuevas contaminadas en cada region con €

objetivo de poder tomar las medidas preventivas necesarias para evitar la aparicion de casos
aldados o brotes epidémicos entre e persona que por determinadas razones tenga que adentrarse

endlas

Una caracterigtica comin en estos cuatro brotes epidémicos ha sido la intromisién del hombre en
hébitats contaminados gn la utilizacion de medios de proteccion. La actividad fisca, unido d
enrarecimiento dd aire en d interior de estos "espacios cerrados’, conllevan un incremento de la
frecuencia respiratoria y por consguiente, se hace mayor la probabilidad de inhaar aerosoles
contaminados con las particulas infectantes dd hongo. En agunos casos la medida més efectiva
tomada, ha sido la clausura de la cueva o la colocacion de avisos consignando € riesgo que
representa e acceso a la cueva (Rippon, 1988). Igudmente, se hace necesario divulgar las
medidas de bioseguridad entre d persond de sdud y visitantes habitudes de hébitats
contaminados, as como la poblacidn en generd (Gonzdez-Zepeda et al., 1998). Como unade las
principdes medidas, debe reducirse d minimo b exposicion a un medio contaminado conocido
(gdlineros, cuevas u otros hédbitats de murciélagos y aves) (Lenhart et al., 1997; Chin, 1999).
Otras medidas para prevenir la infeccion por H. capsulatum entre aquellas personas que
prefieran las cuevas como una opcion turigica y las que tengan que redizar trabgos de campo,
oN:

a) evitar laformacion de aerosoles rociando con agua e sueloy las paredes

b) usar mascaras protectoras
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c) sdeccionar losindividuos aptos parala exploracion de locaes cerrados

d) entrar SOlo en pequefios gruposy

€) redizar pequefios muestreos previos para la blsgueda del hongo en determinados lugares
propuestos para agun tipo de trabgo de campo u otra actividad humana y solo iniciar las
labores cuando se corrobore la ausencia de riesgo.

(Ferndndez Llanes et al., 1987; Lenhart et al., 1997; Gonzdez Zepeda et al., 1998; Wolff, 1999,

Erkenset al., 2002).

Para la descontaminacion de focos conocidos se ha utilizado la aspersdn de diferentes
desinfectantes y fungicidas y otras sustancias que eviten la dispersién dd hongo en d ambiente; la
més utilizada ha sdo laformdinad 3 %, que logra diminar € hongo d menos de manera tempora
(Tamgtt y Vddivieso, 1970; Morse et al., 1985; Carmona Fonseca, 1995; Lenhart et al., 1997,
Jménez et al., 2002). Sin embargo, este tratamiento puede resultar potenciamente carcinogénico
parael hombre y, ademés, afectar considerablemente lafaunay laflorade lugar, por lo que debe
ser gplicado después de un detdlado estudio ecolégico y la expresa autorizecion de las
ingtituciones encargadas de la proteccion ambientd (Chin, 1999; Ashford et al., 1999).

L os reportes cada vez més frecuentes de brotes epidémicos de histoplasmosi's permiten sugerir una
amplia presencia de su agente etioldgico en determinados nichos ecol dgicos que pueden estar

distribuidos en todas |as provincias ddl pais.

45. Determinacion de la sensbilidad in vitro de H. capsulatum frente a drogas
antifungicas.

La edandarizacion dd indeculo condtituye € primer paso critico en las pruebas de sensbilidad in
vitro con agentes antifungicos (Gagiani et al., 1992). En & presente trabgjo, d redlizar laslecturas
de las UFC de cada una de las cepas, alos 7 dias de incubacion a 28°C, se pudo determinar que
las concentraciones de los indculos obtenidos a partir de la fase filamentosa oscilaron entre 1,1 x

10*y 6,6 x 10" UFC/mL, valores semejantes a los empleados por Esping-Ingroff (0,9-4,7 x 10*
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UFC/mL) en un estudio smilar donde compara la actividad in vitro del voriconazol con la
anfotericina B y d itraconazol, mientras que Nakai et al. (2003) emplean indculos entre 10*y 10°
cdulagmL d comparar las dos fases de crecimiento de H. capsulatum frente a diferentes
antifngicos. En particular, cuando se trata de hongos filamentosos, este paso se hace mucho mas
dificil debido a que la sugpenson cdular generdmente esta formada por fragmentos de hifas de
diferentes tamafios y por los digtintos tipos de conidios (Esping-Ingroff, 1998; Nakai et al.,
2003).

Las drogas utilizadas tienen su principal Sitio de accidn sobre € ergosterol de la membrana fungica,
el cua presenta pocas variaciones en la transicion de micelio a levadura, proceso en @ que los
cambios fundamentaes se registran en la composicion de a y b-glucanos de la pared cdular (San
Blasy San Blas, 1983; Kumar y Maresca, 1988; San Blas, 1992; Eissenberget al., 1997; Nakai
et al., 2003).

A escdamundia se han reportado pocos trabg os relacionados con la sensibilidad in vitro de los
hongos filamentosos o dimorficos, fundamentalmente por |a fata de estandarizacion en los métodos
empleados (EspinetIngroff, 1998; Perea y Patterson, 1999). Para H. capsulatum, por su
naturaleza dimorfica, € problema de la estandarizacion del indculo es mayor, ya que los vaores de
CMI pudieran ser digtintos paralafase micdianay lalevaduriforme. En este caso, agunos autores
recomiendan preparar la suspension de células a partir de la fase levaduriforme, lo cud
proporcionaria un indculo més homogéneo. Sin embargo, las levaduras de H. capsulatum son
mucho més dificiles de cultivar en d laboratorio que las formas filamentosas; |as primeras requieren
no solo una temperatura de 37 °C sino también medios de cultivo enriquecidos y complegios, los
cuales no son recomendados para @ estudio de la senshilided in vitro (Gagiani et al., 1992;
Espinel- Ingroff et al., 1998; Nakai et al., 2003).

Los resultados de los vaores de CMI, para las cepas de origen ambienta y de origen clinico, asi

como los rangos y medias geométricas para cada una de las droges se determinaron alos 7 dias
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de incubacion y se muestran en las tablas 10 y 11 respectivamente. Para € totd de cepas, se
observé unainhibicion total del crecimiento en presencia de itraconazol, con un vaor de CMI de
0,125 pg/mL. En las cepas de origen ambientd, los vaores de CMI de anfotericina B 'y
ketoconazol estuvieron en un rango de 0,125-0,5 pg/mL, mientras que € fluconazol presento las
mayores diferencias, con un rango de valores de CMI de 32->64 pg/mL. Paralas cepas de origen
clinico, los vaores obtenidos, en generd, fueron muy smilares: @ rango de CMI de anfotericina B
fue de 0,125-1,0 pg/mL, mientras que € de ketoconazol fue de 0,125-0,25 pug/mL. El fluconazol
mostré igudmente los valores més dtos de CMI y rango de 16->64 pg/mL. No se encontraron
diferencias estadisticamente sgnificativas (p < 0.05) entre las medias geométricas de los vaores de
CMI entre los dos grupos de cepas para ninguna de las cuatro droges. Sin embargo, seria
conveniente profundizar en este aspecto en estudios posteriores con un mayor nimero de
adamientos. De manera gréfica, € comportamiento del total de cepas frente a las cuatro drogas se

muestraen lafigura 5.

Andizando la totalidad de las cepas, para la anfotericina B se encontré que con 0,25 pg/mL se
podia inhibir més del 50 % de las mismas (CMl 50), mientras que la siguiente dilucion (0,5 pg/mL)
fue capaz de diminar d 93 % (CMly) (tabla 12). Esta esla droga més efectivain vivo y contintia
siendo & antimicdtico de deccion parad tratamiento de las micosis sistémicas, asociadas 0 no con
e VIH (Wheet et al., 2000; Dismukes, 2000; Gilbert et al., 2001; Mensa-Pueyo et al., 2002;
Wheat, 2004).
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Figura 5. Digtribucidn de los porcentges acumulativos de los vaores de CMI de anfotericina B,

itraconazol, ketoconazol y fluconazol de las cepas estudiadas.

Los resultados in vitro también confirman ladta eficacia de la anfotericina B, en particular frentea
H. capsulatum. En este caso, para € tota de cepas, se obtuvo un rango de CMI y una media
geométrica de 0,125-1,0 pg/mL y 0,26 pg/mL, respectivamente, lo cud se corresponde con los
resultados obtenidos por Espine-Ingroff (1998) en un estudio similar, donde encontrd un rango de
0,25-0,5 pg/mL y una media geométrica de 0,42 pg/mL., partiendo de la fase filamentosa. Vdores
smilares (0,05-1,0 pg/mL) fueron encontrados por Shadomy y Pfaler en 1991; Connolly et al.
(1999) por su parte, obtuvieron vaores més bajos, con un rango de 0,25-1,0 pgimL y unamedia
geométrica0,5 ngmL. Mas recientemente, Nakai et al. (2003) obtuvieron un rango de 0,0625-
0,125 ng/mL partiendo también de la fase filamentosa
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Tabla 10. Vdores de concentracion minima inhibitoria (ug/mL) de anfotericina B, itraconazal,

ketoconazol y fluconazol en las cepas de Histoplasma capsulatum de origen ambiental.

Cepas AnfotericinaB Itraconazol K etoconazol Fluconazol
001 025 0,125 0,125 >64
002 05 0,125 0125 32
003 025 0,125 0125 32
006 025 0,125 0125 64
011 05 0,125 0125 64
0262 0,125 0,125 0,5 64
0263 05 0,125 0125 64
0264 0,125 0,125 025 32

0265 0,125 0,125 05 >64
0266 025 0,125 025 32
0268 0,25 0,125 0125 32
0269 025 0,125 025 64
0270 0,125 0,125 0125 64
0271 025 0,125 0125 64
Rango 0,12505 0,125 0,12505 ->64
Media Geométrica 024 0,125 018 55,2
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Tabla 11. Vdores de concentracion minima inhibitoria (ug/mL) de anfotericina B, itraconazal,

ketoconazal y fluconazol en las cepas de Histoplasma capsulatum de origen dlinico.

Cepas AnfotericinaB Itraconazol K etoconazol Fluconazol
004 05 0,125 0,15 >64
007 05 0,125 0125 32
013 10 0,125 0125 64
051 10 0,125 0125 32
071 05 0,125 025 >64
074 0,125 0,125 025 32
079 0,125 0,125 025 >64
080 0,125 0,125 025 >64
081 05 0,125 0,125 64
0140 0,25 0,125 0125 64
0173 0,125 0,125 0125 16
0174 0,125 0,125 0125 32
0261 05 0,125 0125 16
0267 0,125 0,125 0125 64
0272 0,125 0,125 0125 >64

Rango 0,1251,0 0,125 0,1250,25 16->64

Media Geométrica 0,27 0,125 015 55,7

Polak y Dixon (1987) y Kobayashi et al. (1990) d estudiar la sensbilidad de diferentes cepas de

H. capsulatum en fase levaduriforme frente a la anfotericina B, encontraron rangos de CMI de
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0,07-0,15 pg/mL y de 0,3-1,04 pg/mL respectivamente, los cuaes se pueden consderar bastante

cercanos alos obtenidos en @ presente trabgjo.

Como ya se menciond anteriormente, todas las cepas estudiadas fueron inhibidas con 0,125 pg/mL
de itraconazol, por lo que en este caso, este valor coincide con la CMIs y la CMI g (tabla 12).
Estos resultados se corresponden con los informados por Espind-1ngroff (1998) quien reportauna
media geométrica de CMI de 0,06 pg/mL., que representa sdlo una dilucion inferior de CMI con
respecto a obtenido en € presente trabgjo. Otros autores han encontrado val ores homogeéneos de
CMI y media geométrica de 0,019 pg/mL, los cudes son inclusve ligeramente inferiores en
comparacion con los nuestros para la fase filamentosa (Connolly et al., 1999). Nakai et al. (2003)
reportaron un rango entre 0,0156 y 0,0313 ng/mL, también inferior a los vaores obtenidos en €
presente trabgjo. Todo esto sugiere € empleo, en estudios futuros, de concentraciones mas bgjas

de esta droga con vistas a determinar con mayor exactitud € vaor de CMI.

El itraconazol es mas activo frente a H. capsulatum que los otros compuestos azdlicos, ya que
ademés dd blanco principa de éstos (la enzima 14-a -demetilasa del lanosterol, dependiente del
citocromo P450) tiene accion inhibitoria sobre la 3-ketosterol reductasa (Vanden Bossche et al.,
1998). Eda droga ofrece una dternativa efectiva para € tratamiento de pacientes con
manifestaciones de histoplasmosis ligeras 0 moderadamente severas y para la complementacion de
la tergpia en aguellos que hayan evolucionado después de un tratamiento corto con anfotericina B
(Kauffman y Carver, 1997; Connadlly et al., 1999; Wheat, 2004; Corti et a, 2004). Por su dta
efectividad in vitro y los resultados obtenidos en € tratamiento de la histoplasmods, dgunos
autores lo consideran € farmaco de eeccion en pacientes con SIDA (Gilbert et al., 2001; Mensa
Pueyo et al., 2002; Whest et al, 2002).
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Tabla 12. Nimero de cepas inhibidas y sus porcentgjes acumulativos frente a las concentraciones
de los antifungicos utilizados.

Concentracion (ug/mL) |  AnfotericinaB Itraconazol K etoconazal Fluconazol
n(%) PA n (%) PA n (%) PA n(%) | PA
0,125 11(38) 33 29 (100) 100 | 20(69) 69
0,25 8(26) 66 - - 7(24) 93
05 8(26) 93 - - 2(7) 100
1 2(7) 100 - - -
2 - - - - -
4 - - - -
8 - - - -
16 - - - - - 2(7) 7
) - - - - - - 9(3Y 38
64 - - - - - - 11 (38) 76
>64 - - - - - - 7(24) | 100
MG 026 0,125 0,26 554
Rango 0,1251,0 0,125 0,125-05 16->64
CMI 5 025 0,125 0,125 64
CMlg 05 0,125 0,25 >64

n: Numero de cepas; PA: Porcentajes acumulativos

Los resultados obtenidos en @ presente estudio mostraron una marcada inhibicion de H.
capsulatum frente a ketoconazol, con un rango de CMI entre 0,125-0,5 pg/mL y una media

geométrica de 0,16 pg/mL (tabla 12). El 69 % del totd de cepas resultd inhibido por la menor
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concentracion de la droga, 1o cua representa un vaor de CMl 5o de 0,125 pg/mL, mientras que €
93 % mostrd inhibicion con la dilucion sguiente, correspondiéndose con una CMlg, de 0,25
pug/mL. También Shadomy et al. (1985) habian obtenido vaores bgjos de CMI, con una media
geométrica entre 0,07 y 0,12 pg/mL, con una CMlg de 0,1-0,2 pg/mL d comparar la sensibilided
in vitro de H. capsulatum (fase filamentosa) en tres medios de cultivo diferentes. Al comparar
estos resultados con los de Heedl (1982) ylos de Polak y Dixon (1987) a partir de la fase
levaduriforme, se observa que € rango encontrado por Hedl estuvo entre 0,1-0,5 pg/mL, mientras
que los segundos obtuvieron un rango entre 0,03-0,07 pg/mL. En ambos casos los resultados
demuestran una dta dectividad in vitro del ketoconazol, 10 que se corresponde en gran medida,

con |o obtenido por nosotros, aungue con valores ligeramente superiores.

El ketoconazol fue d primer antifingico imidazdlico disponible por via ord, y se convirtié en una
dternativa importante para € tratamiento de la hisoplasmosis en pacientes inmunocompetentes.
Sin embargo, éste no debe ser utilizado en la enfermedad diseminada progresiva o en pacientes
infectados por € VIH con histoplasmoss diseminada, debido a que la respuesta d tratamiento es
més lenta'y no es tan efectivo como la anfotericina B o d itraconazol (Kauffman y Carver, 1997,

Whest et al., 2000).

La devada disponibilidad ord y los reducidos efectos adversos del fluconazol, entre otros, son
factores que han contribuido a su amplia utilizacion en € tratamiento de numerosas infecciones
fungicas (Kauffman y Craver, 1997; Dismukes, 2000). En d caso de la histoplasmosis, un
tratamiento con dogis elevadas de fluconazol induce la remison en la mayoria de los pacientes
(Mignogna et al., 2001), sin embargo, muchos presentan episodios de recurrencia frente a la
tergpia sostenida con esta droga (Wheat et al., 1997). En este sentido existen ciertas
contradicciones ya que agunos autores como George y Penn (1993) afirman categdricamente que
el fluconazol no debe usarse en d tratamiento de la histoplasmoss. Sin embargo, Bradsher (1996),
Negroni (2001), Wheat et al. (2000), Mensa-Pueyo et al. (2002), Saccente et al. (2003) y Corti
et al. (2004) han planteado que este farmaco pudiera ser adecuado en pacientes que no toleren €
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itraconazol y en infecciones del Sstema nervioso centrd por H. capsulatum.

La pobre efectividad del fluconazol frente a la histoplasmosis parece ser un reflgo de su reducida
actividad in vitro frentea H. capsulatum (Wheat et al., 1997). En € presente estudio se obtuvo
un rango de CMI entre 16->64 ug/mL, con media geométrica de 55,4 pg/mL (tabla 12), lo cud se
corresponde con o expuesto anteriormente. En trabgjos realizados por Polak y Dixon (1987)
frente ala fase levaduriforme, los valores de CMI se encontraron en un rango de 0,25-5,0 pg/mL,
con una media geométrica de 3,3 pg/mL, mientras que Kobayashi et al. (1990) obtienen valores
mucho més elevados, que oscilan entre 2,95y 1000 pg/mL. Otros autores han encontrado vaores
entre 4y 16 ng/mL paralafasefilamentosa (Naka et al., 2003). Wheat et al., (2001) reportaron
la emergencia de resistencia d fluconazol como causa de fdlo tergpéutico en pacientes
inmunodeprimidos, cuyas cepas de H. capsulatum mostraron vaores de CMI 3 5 ug/mL. Edtos
resultados sugieren la necesidad de eevadas concentraciones de fluconazol in vitro paralograr la
inhibicion de H. capsulatum, lo cud coincide con lo obtenido en @ presente trabgjo, donde los
vaores de CMls, y CMIg fueron de 64 y >64 ug/mL respectivamente. Sin embargo, también se
puede observar que existe una gran variabilidad entre las cepas de H. capsulatum frente a

fluconazol en los diferentes estudios redlizados, por lo que seria conveniente continuar

profundizando en € estudio de los factores que influyen en este comportamiento.

Las cepas de C. parapsilosisy P. variottii utilizadas como control de caidad mostraron valores
de CMI que se correspondieron con los de referencia (NCCLS M27-A, 1997; Espind-Ingroff,
1998), lo que nos sirvi6 para validar la actividad de los antifungicos empleados (tabla 13).
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Tabla 13. Comparacion de los vaores de concentracion minima inhibitoria (CMI) de anfotericina
B, itraconazol, ketoconazol y fluconazol de las cepas controles empleadas en € presente trabgjo

con losvalores de referencia.

Rango de CMI (ug/mL)

Cepas Antifangicos Estudio Actual Referencia
Anfotericina B 0,5-2 0,25-12
Candida parapsilosis ~ . a
ATCC 22019 [traconazol 0,125-0,25 0,06-0,25
K etoconazol 0,125-0,25 0,06-0,25%
Fuconazol 2-4 2-8°2
Anfotericina B 0,125-0,25 0,03-1°
Paecilomyces variotii . b
ATCC 22319 [traconazol 0,125-0,25 0,25-1
K etoconazol 0,125-0,5 ND
FHuconazal 4-16 ND

a NCCLSM27 A, 1997; b: Espinel-Ingroff, 1998; ND: Datos no disponibles

Teniendo en cuenta la comparacion de los resultados obtenidos para las cuatro drogas a partir de
lafase filamentosade H. capsulatum, con los encontrados por otros autores que parten de lafase
levaduriforme, es importante sefidar que estos Ultimos no difieren en gran medida de los nuestros.
Este es un aspecto interesante y que debe tenerse en cuenta en los futuros trabgjos relacionados
con las pruebas de sensibilidad in vitro con hongos dimérficos. El presente trabgjo ha permitido
determinar, por primera vez en Cuba, la sensibilidad de cepas autéctonas, tanto ambientales como
de origen dlinico de H. capsulatum frente a los cuatro agentes antifingicos mas utilizados en la

tergpéutica de la histoplasmoss.
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La histoplasmosis es una de las cuatro grandes micosis endémicas dd continente americano v,
segln dgunos autores es la micoss dgtémica de mas amplia digtribucion mundid (Velasco-
Castrejon y Gonzdlez Ochoa, 1977; Taylor et al., 1997, Gonzdez Zepeda et al., 1998). Desde
1987, s= haincluido entre las micosis oportunistas que definen @ sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) (Johnson y Saros, 1994), de ahi € renovado interés que ha adquirido su estudio

en los Ultimos afios.

Para determinar la endemicidad de una enfermedad infecciosa en una region cuaquiera, resulta
imprescindible redizar estudios que permitan conocer d habitat natura de su agente causd 'y sus
posibles reservorios, vectores y hospederos. Los estudios que en este sentido se han llevado a
cabo en nuestro pai's sobre la histoplasmosis, comenzaron en 1974 con € primer aidamiento de H.
capsulatum a partir de muestras de tierra de una cueva rel acionada con un brote epidémico en la
provincia de La Habana (Chang Pugay Font D'Escoubet, 1974). Nuestro clima, |as caracteristicas
del sudo y € subsudo y, en generd, las condiciones ecoldgicas son las adecuadas para €
desarrollo saprdfito de H. capsulatum, no solamente en cuevas de murciélagos, Sno también en

otros hébitats.

En d presente estudio H. capsulatum fue aidado en 30 de las 51 cuevas estudiadas, 10 que
representa d 58,8 % y condtituye @ estudio mas amplio de este tipo redizado en Cuba. El hdlazgo
de este hongo en gallineros domésticos y en espacios abiertos rel acionados con murciéagos debe
servir de derta sobre aspectos de la ecologia de H. capsulatum nunca antes informados en €

paisy cuyo vaor epidemioldgico es evidente.

Entre las especies animaes son, sn dudas, los murcidlagos los més relacionados con la
hisoplasmoss y su agente causd. En revisones redizadas de la literatura internaciond
especiadizada no se encontraron reportes anteriores sobre € aidamiento de H. capsulatum en la
especie Macrotus waterhousei minor. Los datos acumulados hasta hoy permiten asegurar que

los murciélagos, en generd, desempefian un papel decisivo en @ mantenimiento de H. capsulatum
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en & medio ambiente ya que proporcionan a suelo los nutrientes necesarios para su desarrollo.
Por sus hébitos dimentarios y migratorios son capaces de diseminar & hongo a través de sus
excretas, creando asi nuevos focos, a veces insospechados de histoplasmosis. De esta forma, su
pape en la epidemiologia de esta micoss resulta incuestionable (Greer y McMurray, 1981,
Lenhart, 1994; Taylor et al., 1997; GonzdezZepeda et al., 1998; Chavez Tapia et al., 1998).
La exigencia de histoplasmosis animd en Cuba es un demento mas que permite apoyar la

hipdtess acerca de la endemicidad de esta micossen € pas.

Los resultados del presente trabgo, relacionados con los aidamientos de H. capsulatum de
fuentes ambientales, se encuentran entre |os primeros que se redlizan en |os respectivos territorios y
fueron hechos a solicitud de las autoridades de salud o de los gobiernos locaes asi como también
de diferentes ingtancias de Minigterio de Sdud Piblica (MINSAP), Minigerio de las Fuerzas
Armadas Revolucionarias (MINFAR), Ministerio de Turismo (MINTUR), Organos Locaes de
Poder Popular y la Direccion Naciona de Campismo Popular, 10 que redfirma la importancia

socid quetiene parae paisd conocimiento de esta micoss.

En Cuba las cuevas han sdo utilizadas con diversos fines, ya sean turigticos, cientificos,
econdmicos, militares u otros. Muchas de las cuevas dd presente estudio tienen gran importancia
por sus potenciaidades en € desarrollo turistico, en particular en las modalidades conocidas como
ecoturismo, espeleoturismo o turismo de aventura. Es conveniente que las autoridades locaes
conozcan cudes son los Stios contaminados con H. capsulatum y en especid las cuevas, para

poder tomar |as medidas preventivas necesarias.

El hecho de que la histoplasmosi's sea causada por un hongo cuyo hébitat naturdl sea d suelo con
deyecciones de animaes, plantea un problema dificil de controlar (Lenhart et al., 1997), pero que
sn dudas debera enfrentarse de manera integral por las diferentes indituciones involucradas
(Minigterio de Sdud Publica, Ministerio de las Fuerzas Armadas Revolucionarias, Ministerio de
Turismo, Minigerio dd Trabgo y Seguridad Socid, Minigterio de Ciencia, Tecnologiay Medio
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Ambiente, etc.) ya que gran parte de nuestra poblacion estd expuesta, d menos ocasionamente, a
las fuentes de infeccion como resultado de actividades productivas, turidticas, recredtivas,

cientificas o militares.

Segln la literatura médica revisada (Ferndndez Andreu y Martinez Machin, 1996) y los datos de
nuestro laboratorio, unos 49 casos clinicos de histoplasmosis han sido descritos en Cuba, sinincluir
los informados como brotes epidémicos. Las edades de |os pacientes han oscilado entre 3 'y 66
ahos y aunque no se observa un predominio marcado de un determinado grupo de edades, la
enfermedad parece ser poco frecuente entre los menores de 10 afios (anexo 14). Al observar la
digribucion por sexos, se destaca una relacion hombremujer de 9:1. Los pacientes de la raza

blanca representaron € 97 %, aunque no sSempre este dato pudo ser obtenido.

Las principaes manifestaciones clinicas y la base del diagnéstico se muestran en @ anexo 15,
donde se observa que las formas pulmonares representaron € 32,6 % de los casos. En € 48 % de
las formas diseminadas € diagndstico estuvo basado en & aidamiento de H. capsulatum, mientras
que en las formas pulmonares d cultivo de las muestras patol dgicas brind6 poca ayuda diagndstica.
La identificacion de las cepas aidadas se ha basado principdmente en sus caracteriticas
morfoldgicas, en la converson alafase levaduriforme y en la prueba de exoantigenos. Edta Gltima
no se consdera una prueba presuntiva, SN0 una evidencia definitiva, de dta especificidad,
senshilidad y rapidez y cuyo riesgo biolégico es minimo cuando se compara con los métodos
convencionades de identificacion (LOpez Martinez et al., 1995; Lacaz et al., 1998). Se considera

una técnica indispensable en laboratorios de referencia de areas endémicas.

El diagndgtico histopatoldgico ha condituido una herramienta muy Util en € 88 % de las formas
diseminadas y en particular en todos los casos de histoplasmosis asociados a SIDA (Capd de Paz
et al., 1990; Millén Marcelo et al., 1990; Rodriguez Barreraset al., 1992; Fernandez Andreu et
al., 1996; Arteaga Hernandez et al., 1998). Sin embargo, no sempre es posible obtener una
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muestra patoldgica adecuada debido a los métodos agresivos que en ocasiones se requieren, o

que condtituye unalimitacion s se compara con los métodos micol 6gicos.

Las pruebas serologicas se consderan de gran vaor en € diagndgtico de la histoplasmosis. En los
casos sefladados en d anexo 15, éstas fueron positivas en d 62 % (Fernandez Andreu y Martinez
Machin, 1996); sin embargo, en los pacientes con SIDA la positividad fue solo ddl 25 %, lo que
estd en concordancia con € conocido deterioro generd que sufre d sstema inmunol égico de estos
pacientes. En los Ultimos afios una de las técnicas més utilizadas ha sdo la técnica de ELISA, la
cud, desde que fue incorporada de manera rutinaria d diagnostico serolégico de la histoplasmosis
en nuestro laboratorio y por primera vez en @ pais, ha contribuido a garantizar una buena
senshilidad y especificidad cuando se rediza junto con la IDD y ha sdo la herramienta principd,
desde d punto de vista serologico para € diagndstico de numerosos brotes epidémicos de
histoplasmosis debido a las posibilidades de procesamiento de gran nimero de muestras, rapidezy

de lectura automatizada (Taylor et al., 1996).

En nuestro pais, en laactudidad, € diagndstico seroldgico de la histoplasmosis no seredizaaln en
todas las provincias;, en este sentido @ Laboratorio de Micologia del 1PK, como Laboratorio
Naciond de Referencia ha tenido entre sus funciones la elaboracion de antigenos y antisueros para
el montgje de las técnicas de serodiagndstico y su extension atodo € pais, asi como laformacion
del persond técnico y profesona que debera asumir estas tareas, d menos en los Centros

Provincides de Higieney Epidemiologia

Es necesario resdltar la necesidad de que se garanticen las debidas medidas de bioseguridad ya
que d trabgjo en los laboratorios de Micologia en generd, y de Micologia Médica en particular, se
conddera también una ocupacion de riesgo (Lenhart et al. 1997). No son excepcionales |os casos
reportados de histoplasmosis adquiridaen € |aboratorio, ya sea através de agujas contaminadas o
por aerosoles (DiSalvo, 1987; Torres-Rodriguez, 1991). Aungue seguin la Resolucion No. 42/99
del CITMA H. capsulatum esta consderado un patégeno de riesgo 2, anive internaciond esta
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incluido entre los de riesgo 3, por 1o que debe manipularse en condiciones de labaratorio con la

méxima proteccidn a operador y d medio ambiente (De Hoog, 1996; Padhye et al., 1998).

Desde 1965, en que se dan a conocer 1os primeros brotes epidémicos de histoplasmosis en Cuba,
han sdo relaivamente frecuentes |los informes sobre nuevos brotes con caracterigticas Smilares en
cas todas las provincias (Nocedo Pous et al., 1965; Ferndndez Andreu y Martinez Machin
1996). En todos los presentados en este estudio se locdizo y confirmd la fuente de infeccion y
condtituyen una muestra de la forma en que pueden ocurrir etos brotes. Los motivos para la
entrada y permanencia en cuevas pueden ser muy diversos, pero en todos se ha informado sobre
la presencia de guano de murcidlagos'y la redlizacion de actividades generadoras de aerosoles, asi
como la ausencia total 0 cas total de medidas de proteccion (Fernandez Llaneset al., 1987). La
metodologia propuesta para @ estudio de estos brotes permite, de manera integra, la
caracterizacion de los mismos y la adopcion de medidas para su control por parte de las
autoridades correspondientes. La frecuencia con que han aparecido estos brotes en los Ultimos
anos, nos hace pensar que @ hongo esta ampliamente diseminado en nuestro medio, alin cuando

quedan muchas éreas por estudiar (figura 6).

La distribucidn por provincias (incluidos |os brotes epidémicos) no ha sdo homogénea; d 96 % de
los casos han Sdo descritos en las provincias occidentales (anexo 16), lo cuad no indica
necesariamente, una mayor endemicidad en esta zona geogréfica, Sno que ha sdo éstael areamas
estudiada debido a la cercania de los principales laboratorios de diagndéstico. Sin embargo, es
conveniente aclarar que estos datos se han obtenido fundamenta mente a partir de lo publicado en
la literatura médica neciond y que ha exisido sempre en d pais un subregistro de casos
(Fernandez Andreu y Martinez Machin, 1996). En la figura 6 se presenta la distribucion por
provincias de los estudios de histoplasmosis redizados en Cuba, segin datos del Laboratorio

Naciona de Referenciade 1PK y de laliteratura médica naciond.
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L as encuestas redizadas mediante pruebas intradérmicas de histoplasmina permiten tener unaidea
del grado de exposicion de adgunos grupos y en agunos casos, de la poblacion en generd. De
manera resumida, los resutados de estas encuestas se muestran en € anexo 17 (Fuentes y
Madiedo, 1960; Nocedo Pous et al., 1965; De Armas Pérez et al., 1978; Cadtillo Méndez et al .,
1988; Suarez Herndndez et al., 1992; Fernandez Andreu y Martinez Machin, 1996). Los grupos
con porcentges de postividad més atos, han sdo precisamente aquellos que han tenido como
antecedente una exposicion prolongada o reiterada a lugares habitados por murciélagos o aves.

(DeArmas Pérezet al., 1978; Cadtillo Méndezet al., 1988; Suarez Hernandez et al., 1992).

Ciudad de La Habana
{j_ !

Pinar del Ria

Niumero de casos Camagh
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Figura®. Distribucion por provincias de los estudios de histoplasmosis en Cuba.

L os trabgjadores de granjas avicolas constituyen uno de los grupos que merece ser estudiado més
profundamente. En un estudio previo redizado no fueron detectados anticuerpos anti-H.
capsulatum mediante pruebas de inmunoprecipitacion en trabgadores avicolas (Suérez
Hernandez et al., 1997), lo que coincide con lo sefidado por otros autores, en cuanto ala utilidad
de cada una de estas pruebas (Negroni, 1982; Kaufman, 1992; Taylor et al., 1993; Gonzdez-
Zepedaet al., 1998).



5. Discusion General 94

Segun la legidacion vigente en @ pais, la hisoplasmoss esté incluida entre las enfermedades
profesondes y, s0l0 en esos casos, se conddera objeto de declaracion obligatoria a las

autoridades competentes (Resolucion ConjuntaNo. 2/96, MINSAP-MTSS, 1996).

En la poblacion generd (individuos supuestamente sanos 'y sin riesgo profesiond de exposicion d
agente causal) e porcentgje de positividad ha sido de 14,5 % (Fuentes y Madiedo, 1960; Sudrez
Herndndez et al., 1992; Fernandez Andreu et al., 1994). Resulta dificil hacer una evduacion
definitiva de los resultados de estas encuestas histoplasminicas por diversas razones. 1os grupos
poblaciondes han sido muy diversos, € nimero de individuos ha sido limitado, se han utilizado
diferentesantigenos'y los criterios parala gecucion y lectura de las pruebas no han sido uniformes,
ya que fueron redizadas en momentos muy diferentes y no han abarcado atodo d pais (Ferndndez
Andreu y Martinez Machin, 1996).

Posiblemente uno de los grupos de riesgo mas importantes en la histoplasmos's sean los individuos
portadores del VIH y enfermos de SIDA. La forma diseminada progresiva de la histoplasmosis ha
emergido como una importante infeccion oportunista entre los pacientes cubanos de SIDA
(Arteaga Hernandez et al., 1998).

En individuos infectados por € VIH, la histoplasmosis puede presentarse como resultado de una
infeccion primaria (exdgena) o de una reactivacion de una infeccion anterior (endégend). En
estudios realizados en nuestro pais, ambas vias de infeccion se han observado (Fernandez Andreu
et al., 1996), lo que se corresponde con |0 que ocurre en otras zonas endémicas (Sazman et al.,

1988; Johnsony Saros, 1994).

El diagndstico de laboratorio de las infecciones fungicas en generd, y de la higoplasmoss en
particular, contintia Sendo dificil, especidmente en pacientes inmunocomprometidos: |os sintomas'y
signos no son espcificos, 1os hemocultivos tienen una bgja sengibilidad, |a respuestainmune humord
especifica esta disminuiday d estado generd de los pacientes muchas veces no permite e empleo
de procedimientos invasivos (Stevens, 2002; Whest, 2003).
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Las pruebas de senshilidad in vitro con agentes antifingicos han acanzado un importante
desarrollo en los dltimos afios, SN embargo, todavia quedan muchos aspectos que se deben
continuar estudiando (Perea y Patterson, 1999; Rodriguez-Tuddaet al., 2002). En este sentido,
aunque aln no existen reportes lo suficientemente documentados de resistencia a antifiingicos en
esta especie, € poder contar con una metodologia para evaluar € comportamientoin vitrode H.
capsulatum representa un aporte importante tanto ad conocimiento microbioldgico, como a sus
posibles implicaciones en la tergpéutica de la histoplasmosis, ya que permitiria la sleccion dd
f&rmaco més adecuado, la evaduacion de nuevos agentes antifingicos (Maschmeyer, 2002) y
pudiera, por otra parte, explicar la causa de agunos fdlos terapeuticos debidos d desarrollo de
resistencia. El método utilizado, partiendo de la fase micdiana, permite ademas evauar la actividad
antifingica de determinados agentes quimicos con vidas a su posble gplicacion en la

descontaminacion de ambientes naturales, tales como cuevas, tuneles, refugios, edificaciones, etc.

Cuba se encuentra ubicada en una zona geografica con condiciones ecol ogicas favorables para €

desarrollo saprofitico de H. capsulatum. La forma del pais (idalargay estrecha, extendida de
este a oeste) hace que no sean Muy marcadas las variaciones climéticas entre unaregion y otra. Se
puede asegurar que S bien esta micosis ha Sido descrita en todas las provincias dd pais, se hace
necesario profundizar en aspectos tdes como la redizacion de encuestas histoplasminicas
adecuadamente disefiadas, € conocimiento de las formas clinicas méas frecuentes'y su reacion con
el SIDA, asi como la aplicacion de técnicas de diagndstico més rapidas, especificas, sengblesy
econdmicas. Todo esto unido d estudio y caracterizacion fenctipica 'y geno tipica de las cepas
adadas de H. capsulatum permitira abrir nuevas perspectivas a las investigaciones relacionadas

con & conocimiento y control dela histoplasmosis en d pais.
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El protocolo desarrollado permitio detectar la presencia de H. capsulatum en € 58,8 %de
las cuevas estudiadas, y aidar, por primera vez en Cuba, esta epecie en habitats relacionados
COn aves'y en espacios abiertos, lo cud tiene importancia epidemiol dgica

El 24 % de los murciélagos andizados estaban infectados con H. capsulatum. Por primera
vez, e reporta en Cuba su aidamiento en la especie Tadarida brasiliensis muscula; y
condituye también @ primer reporte a nivel mundid en la especie Macrotus waterhousei

minor lo cud regfirma la importancia de estos animales en la ecologia de H. capsulatumen
nuestro medio.

Se edtablecio una metodologia integrd para € estudio de la histoplasmoss que incluye €

diagnastico clinico, epidemiol 6gico, micoldgico y seroldgico, asi como & aidamiento del agente
etiologico de las fuentes de infeccion de los brotes epidémicos y la toma de medidas de
prevencion 'y contral.

La prueba de exoantigenos demostro ser una técnica confirmatoria sendlla, répiday de dta
especificidad para la identificacion de los adamientos clinicos y ambientdes de H.
capsulatum. Por primera vez en d pais, se utilizd la técnica de ELISA para € estudio de
brotes epidémicos de histoplasmoss, la cud ha demostrado ser una herramienta Util para

diagnddtico.

Las cepas estudiadas de H. capsulatum mostraron valores bgjos de GMI, con medias
geométricas de 0,125, 0,16 y 0,26 pg/mL para d itraconazol, € ketoconazol y la anfotericina
B respectivamente, mientras que frente d fluconazol 1a mayoria de las cepas (62 %) mostraron
vaoresiguaes o superiores a 64 pg/mL, con una media geométrica de 55,4 pg/mL.
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Hacer estudios micolégicos en todas agquelas cuevas, refugios, tinges u otros sitios smilares,
antes de su posible explotacion con fines diversos.

Completar los estudios destinados a conocer la presencia de H. capsulatum en otras
especies animales, tanto domésticas como de la fauna silvestre en Cuba.

Sugerir € empleo de la metodologia propuesta en este trabgo para d estudio integra de la
hisgoplasmosisen d pais

Perfeccionar los sstemas de diagndstico seroldgico para lograr métodos més sensbles y
especificos, incluidos los sistemas de deteccidn de antigenos, asi como caracterizar y comparar
los adamientos dinicos y ambientdes de H. capsulatum por técnicas de ADN, lo que
permitird precisar € origen y circulacion de las de cepas.

Ampliar los estudios de sensibilidad in vitro alos antifingicos con un mayor nimero de cepas

y evaduar su relacion con la evolucion clinica de los pacientes.
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Anexo 1. Cronologia de los hechos més importantes de la historia de la histoplasmosis (Rippon,

1988; Lacaz et al., 1991).

1906: Darling describe y nombra d agente etiolégico creyendo que era un protozoo
encapsulado; Al suposicidn era fasa pero d nombre dado por € se ha mantenido hasta
nuestros dias. Histoplasma capsulatum.

1913: Da Rocha Lima, d comparar 1os examenes microscopicos de Darling con un caso de
linfangitis epizodtica plantea la identided fungica dd halazgo de Darling.

1926: Riley y Watson reportan la infeccion por primera vez en los EEUU, en unamujer en
Minnesota, 20 afios después del reporte de Darling, esta vez en unaregion no tropical.
1934: Dodd y Tompkins reportan € primer caso premortem (un nifio). DeMombreum
logra cultivar € hongo y revela su dimorfismo y posteriormente demuestra los postulados de
Koch mediante lainfeccidn experimenta en ratones y monos.

1940: Negroni estudiad primer caso suramericano (Argenting).

1944: Pdmer y Chrigtie establecen areas endémicas mediante las pruebas intradérmicas con
histoplasmina. Demuestran que lainfeccion eramuy frecuente en ciertas zonas, mientras que
las formas graves eran raras. Comienzan a conocerse formas benignas de la enfermedad.
1947: Primera epidemia de histoplasmos's, en Oklahoma, EEUU.

1948. Se demuedtra la €ficacia de la prueba de fijacion de complemento para d
diagnostico serolégico de la histoplasmosis.

1949: Emmons aida d agente etioldgico dd sudo y demuestra su relacion con las excretas
de aves.

1951: Kligman establece |la utilidad de la coloracion de PAS paralaidentificacion del hongo
en los tgidos. Ajello y Zeidberg sefidan que la enfermedad se puede presentar por €
contacto con una fuente comin bien delimitada en € espacio (microfoco), contaminada
generamente con excretas de aves 0 murciélagos.

1951: Sanguily y Barquet, separadamente, informan los dos primeros casos cubanos de
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histoplasmoss.

1958-59: Heiner utiliza la prueba de inmunodifuson para e diagndstico de hisoplasmosis.
Gordon redlizalos primeros estudios de histoplasmosis por inmunofluorescencia.

Es en la década de los '50 cuando gparece la anfotericina B como una droga efectiva para
el tratamiento de la histoplasmosis.

En las décadas de los '60 y los 70 se desarrollan diferentes sistemas de diagnéstico
serol6gico.

1973: Kleger y Kaufman llevan a cabo |os primeros ensayos serol égicos de histoplasmosis
mediante la contrainmunoed ectroforess.

1976: Para la identificacion inmunoldgica de cepas de H. capsulatum, Kaufmen y
Standard obtienen los exoantigenos y de esta forma disefian un nuevo método para la
identificacion especifica dd hongo.

1981: El ketoconazol se consolida como la primera droga del grupo de los azoles que
administrada por viaorad eraefectivaend tratamiento de la histoplasmosis.

1982: Sharmay cols. emplean por primera vez la técnica de ELISA parala determinacion
de anticuerpos anti-H. capsulatum.

1986: Whest y cols. establecen un méodo para la deteccidn de antigeno polisacaridico de
H. capsulatum mediante técnicas de dta sensbilidad: radioinmunoensayoy ELISA.

1987: Laforma diseminada progresiva se hace relativamente comuiin en € curso del SIDA.
La histoplasmosis se reconoce como una de |las infecciones oportunistas marcadoras que
definen d SIDA

En la década de los '90 gparecen otras drogas, particularmente del grupo de los triazoles
que demuestran su efectividad para d tratamiento de la histoplasmoss.
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Anexo 2. Formas clinicas més frecuentes de la hisoplasmoss (Rippon, 1988; Torres

Rodriguez, 1991; Bonifaz, 2000).

HISTOPLASMOSIS PULMONAR AGUDA:

Laformaleve es unaenfermedad respiratoria, clinicamente indistinguible de un resfriado comin

0 un estado gripd. Los sintomas més frecuentes son inespecificos fiebre, malestar, cefdea,

miagia, anorexia, tos no productivay dolor toracico. El comienzo es stbito; hay agrandamiento
hiliar y del mediagtino. Se puede presentar eritema nudoso y multiforme. La radiografia de torax

puede modtrar la presencia de un infiltrado local con linfadenopatia que posteriormente puede
cdcificarse. Los sintomas pueden desaparecer espontaneamente antes de las tres semanas. En

agunos casos la enfermedad toma una forma grave donde todos los Sgnos anteriores se
agudizan e incluyen fiebre, sudoracion nocturna, pérdida de peso, cianosis leve y hemoptisis. En
estos Ultimos pacientes s hace necesaria la terapia antimicética. Esta es la forma de

presentacion de la mayoria de |os casos asociados con brotes epidémicos en nuestro pais.

HISTOPLASMOSIS PROGRESIVA DISEMINADA:

Afectaanifiosy a personas de edad avanzada, causando una enfermedad cas sempre mortal.
Resulta curioso destacar que € primer diagndstico pre-mortem de histoplasmosis fue redizado
en un nifio de 6 meses de edad. Las edades tempranas se consideran un factor predisponente
para esta forma clinica de la enfermedad en @ huésped inmunocompetente. En estos casos la
histoplasmosis se presenta como una infeccion pulmonar aguda de rdpida diseminacion a varios
organos, llegando a causar la muerte en la mayoria de los casos debido a falo respiratorio,

hemorragia digestiva, coagulacion intravascular diseminada o sepsis bacteriana

En los pacientes infectados por € virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) generdmente

adopta una forma observada con poca frecuenciaantes del surgimiento de esapandemiavirad y
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que se conddera equivaente a la progresiva diseminada fulminante del nifio. Se caracteriza por
la afeccion avarios 6rganos y Sstemas, con una elevada frecuencia de lesiones cutaness y de la
mucosa ora, una bgja positividad en los métodos de diagndstico seroldgico y una relativamente
dta proporcion de medulocultivos y hemocultivos positivos. La respuesta d tratamiento con

anfotericina B es pobre. Con frecuencia se observa en d frotis de médula Gea y sangre
periférica la presencia de una gran cantidad de levaduras. Los sintomas pulmonares son ligeros
y pueden variar de normaes a infiltrados miliares difusos, infiltrados lobulares 0 adenopatia

hiliar.

También se ha observado en otros pacientes inmunodeprimidos o con dgun trastorno
predisponente como son los tratamientos con esteroides, trasplantes de drganos, linfomas,
leucemias, sarcoidosis, lupus eritematoso sitémico, artritis reumatoide, pancitopenia, etc.
Generadmente en estos pacientes la gravedad de la enfermedad es proporciond ala deficiencia
de la inmunidad mediada por cdulas. El cuadro se caacteriza por hepatomegdia,
esplenomegdia, linfadenopatia generdizada, anorexia, pérdida de peso y fiebre. En dgunos
casos se afecta un solo Grgano o sstema: endocarditis, pericarditis, meningitis o enfermedad de
Addisson. Una de las formas més caracteristicas consiste en la ulceracion de lalengua, paladar,
epiglotis o laringe. En estos casos |os sintomas més frecuentes son dolor, ronqueray disfagiay
son poco frecuentes las hemorragias. Aungue con menos frecuencia, también se han reportado
ulceraciones en la mucosa genitd. En &reas endémicas lainfeccion es exdgena; Sn embargo, en
otros casos se ha sugerido la poshilidad de una reactivacion enddgena a partir de aguna

antigua infeccion latente.

HISTOPLASMOSIS PULMONAR CRONICA:
Edta es una forma clinica que se desarrolla en d adulto, vardn, entre la tercera y la cuarta
década de la vida, resdente en areas endémicas. Congtituyen factores predisponentes € habito

de fumar y los defectos anatdmicos preexistentes. Mas dd 90 % de los pacientes dan
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resultados positivos en las pruebas que detectan anticuerpos anti-Histoplasma capsulatum
(inmunoprecipitacion, fijacion dd complemento). Egtos pacientes pueden responder
favorablemente d tratamiento con anfotericina B; sin embargo, s la enfermedad pulmonar de
base contintia su avance, d tratamiento antimicotico resulta ingficiente. Los sintomas iniciades
son: tos productiva, posbles hemoptisis, disneay eventudmente otros signos de enfermedad
respiratoria cronica (pérdida de peso, inanicidn, disnea, cianoss). Las lesones cavernosas de
los campos pulmonares superiores son generdmente bilateraes.

HI1STOPLASMOSIS CUTANEA PRIMARIA:

Es una enfermedad que se presenta con muy baja frecuencia (0.5 %). En estos casos no hay
compromiso pulmonar y rara vez se disemina a otro drgano. Se produce por la entrada de
particulas contaminadas con materia infectante a través de heridas o traumatismos en pid, lo
cud puede ocurrir en actividades de campo (recoleccion de guano, limpieza de gdlineros, etc.)
o trabgos de laboratorio. Se desarrolla una Ulceraindolora, chancriforme con adenitis regiond.
Las lesiones pueden involucionar hasta resolver espontaneamerte alos pocos meses, aungue en

otros casos pueden progresar crénicamente con compromiso de los linféticos de drengje.

HISTOPLASMOMA:

L os histoplasmomas constituyen masas fibrosas que se desarrollan drededor de un foco curado
de infeccion primaria pulmoner. Su diagndstico muchas veces es casua, sobre la base de una
radiografia de térax, donde se puede gpreciar una lesién cavitaria, cacificada con un foco
centrd necrdtico que d encapsularse forma una masa rigida y fibrosa: Es importante redizar €
diagndstico diferencid con € tuberculoma, € coccidioidoma y las neoplasias. En ocasiones
puede ocurrir una diseminacion a otros Organos, sobre todo en pacientes
inmunocomprometidos. Algunas veces estas lesiones continlian creciendo cerca de Stios vitaes
y pueden originar complicaciones, aunque la mayor parte de los hisoplasmomas dgjan de

crecer y se cacifican. En dgunos casos se requiere intervencion quirdrgica
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Anexo 3. Principaes drogas antifuingicas utilizadas en € tratamiento de la histoplasmoss.

ANFOTERICINA B (FUNGIZONE). Laanfotericina B es un compuesto poliénico anfotérico, obtenido
mediante procesos fermentativos a partir de Streptomyces nodosus; es insoluble en agua y
soluble en compuestos organicos como d dimetilsulféxido. Su actividad puede ser fungicida o
fungistética, en dependencia de su concentracion y de la sensibilidad del microorganismo, su

actividad Optima se dcanzaavaoresde pH entre 6,0y 7,5 (Gdlis et al., 1990).

La anfotericina B ha demostrado tener buena actividad contra una gran variedad de hongos
patogenos, incluyendo H. capsulatum. Su mecanismo de accion se basa en su interaccion con los
esteroles de las membranas celulares de las cdulas eucaridticas, causando la desestabilizacion de
las mismas, sSn embargo, la unidn d ergogterol resulta mas fuerte que su afinidad por € colesterol

de las cdlulas de mamiferos, 1o que condtituye la base de su toxicidad sdlectiva (Bratburg et al.,
1990; Gdllis et al., 1990). Las presentaciones lipidicas han permitido iniciar tratamientos con dosis
dtas y sogtenidas, con una més rgpida recuperacion del paciente, aunque su elevado costo ha

limitado su uso (Ve asco- Castrejon, 1998; Negroni, 2001).

Anfotericina B
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KETOCONAZOL (NIZORAL). Fue sintetizado en 1977 y se consdera € primer derivado
imidazolico de amplio espectro que puede ser administrado por via ora o topica. Su actividad
antifingica, tanto in vitro como in vivo ha demostrado ser la de més amplio espectro entre los
imidazoles, sendo activo frente a una gran variedad de dermatofitosy levaduras, y también frente a
los hongos patdgenos dimorficos como Blastomyces dermatitidis Coccidioides immitis,
Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum. Resulta ademés de interés su

actividad contra Leishmaniay Plasmodium (Hed, 1982).

El ketoconazol puede ser fungicida o fungistético, dependiendo de su concentracion en € medio;
actla inhibiendo la enzima 14-a -demetilasa del lanosterol, dependiente del citocromo P450. Este
efecto produce una inhibicion de la sintesis dd ergosterol y acumulacion de esteroles 14-a -
metilados. También inhibe la biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos del hongo y la actividad de
enzimas oxidativas y peroxidativas, dando como resultado |a formacion de concentraciones toxicas
de hidrégeno que contribuyen a deterioro de organelos subcelulares y necrosis celular (Rosengtein,
1995). Sus principaes efectos adversos incluyen la disminucion de la sintesis de testosterona y
corticogteroides, insuficiencia suprarrena reversible, impotencia y azoospermia (Gilbert et al.,
2001).
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FLUCONAZOL (DIFLUCAN). Pertenece d grupo de los triazoles, cuya actividad antifngica es
uperior a la de los imidazoles. Esta indicado en agquellas micos's causadas por levaduras de los
géneros Candida y Cryptococcus, aungue también ha tenido éxito en d traamiento de
aspergilosis y coccidioidomicosis. En modelos animaes es @ derivado azdlico més potente contra
Candida, Cryptococcus Aspergillus, Blastomyces, Coccidioides e Histoplasma (Bennett,
1990; Arenas, 1993).

Su accidn fungigtética es semejante a la de otros compuestos azdlicos, basdndose en la inhibicion
de la enzima 14-a-demetilasa del citocromo P450 que interviene en la sintess dd ergosterol.
También induce cambios en la edructura y funcion de la membrana celular, incduidos su
permesbilidad y la dteracion de todo € sistema de enzimas (Vanden Bossche et al., 1994;
Vanden Bossche et al., 1998). El fluconazol se consdera menos toxico que d ketoconazal y los

efectos colaterales adversos han sido poco frecuentes (Bennett, 1990; Arenas, 1993).
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| TRACONAZOL (SPORANOX). Es otro derivado triazdlico muy usado en la actudidad. Tiene un
amplio espectro antifingico y es mas activo que € ketoconazol in vitro frente alamayoriade los
hongos patégenos, incluyendo H. capsulatumy las especies de Aspergillus resistentes a otros

compuestos azolicos (Arenas, 1993).

Su accion es fungicida, actuando sobre la enzima 14-a-demetilasa dependiente del citocromo
P450. En € caso particular de H. capsulatum y C. neoformans e itraconazol actlia sobre un
segundo blanco, la enzima 3-ketosterol reductasa, dando lugar a una acumulacion dd 3-
ketosteroide y la consecuente desestabilizacion de la membrana celular (Vanden Bossche et al.,

1998). Pueden presentarse efectos adversos en € 3-8 % de los casos (Arenas, 1993).
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Anexo 4. Nombre y localizacion de las cuevas y otros hébitats estudiados en la blsqueda de H.

capsulatum.

PINAR DEL RiO

Tres cuevas en la zona turistica de Vifides, conocidas como Cueva dd Indio, Cueva dd
Cabley Cueva de San Migudl.

Dos cuevas en la penisula de Guanahacabibes. Carabdital y Carabditall.

Cinco cuevas ubicadas en |a base de campismo "Cueva de los Portdes', en € municipio La
Pama Cueva dd Espgo, Cueva Oscura, Cueva Estrecha, Cueva Los Tainos y Cueva de
los Portales.

Cuevade Eulogio, municipio Pinar dd Rio

LA HABANA:

Cinco cuevas en la region de Boca de Jaruco: Cueva de Don Martin, Cueva dd Vaho,
Cuevade los Murcidagos, Cuevadd Mgay Cinco Cuevas.

Cinco cuevas en la zona de litoral norte habanero, en &eas ubicadas en bases de
campismo popular de Jibacoay Puerto Escondido.

Una cueva cercana alalocdidad de Oceguera, en d municipio de Artemisa

Un tind abandonado en zonarura del municipio de Marid.

Tres cuevas en la locdidad de Zaragoza, en € municipio de San José de las Lgas,
conocidas como: Cuevade laVirgen, Cuevade los Murciélagosy Cuevadd Y unque.
Cuevade laLoma de Candda, municipio de Gliines.

Cuevadd Indio, en Tapaste, San Jos2 delas Lgjas.

Cueva Grande de Baracoa, municipio Bauta.

Cueva de Sandovd, Vereda Nueva, municipio de Caimito.

M ATANZAS:

Cuevade LaPluma, municipio Matanzas.

Unacuevaen d municipio Cdimete.

GRANMA:



- Unacuevaen d municipio Bayamo



| SLA DE LA JUVENTUD:

Ocho cuevas en las proximidades de Nueva Gerona, cagpital municipal, conocidas como:

Cueva dd Abra, Cueva de la Higuera, Cueva del Agua, Cueva de las Golondrinas, Cueva
del Faralon, Cuevadd XX Aniversario, Cuevadd Abonoy Cuevade laLechuza

Tres cuevas en la costa sur delalda, en una zonarurd cercana a poblado de Cocodrilos:

Cueva de Cocodrilos, Cueva de los Murcidlagos, en Punta de Pederndes y Cueva de

Cargpachibey, en las proximidades ddl faro del mismo nombre.

Gruta Grande de Santa Isabel, en la zona centro-este.

Cueva de la Siguanea, en la zona centro- oeste.

Cuatro cuevas en lazona de Punta ddl Este, en € extremo orientd de la Ida de la Juventud,
en un &ea de interés turistico y arqueol égico, agada de los centros urbanos. Estas cuevas
Se encuentran numeradas del 1 d 4 (NUfiez Jménez, 1980).

Cueva de Cayameas.

OTROSHABITATS:

Gdlineros. Tres galineros domésticos en € poblado de Cocodrilos y dos en la zona de
Maniadero, en d centro-oeste de laida, ademés de una granja avicola en Nueva Gerona.
Una construccion abandonada en la carretera de Jicaro, en la parte oriental formada por
paredes de blogues, en cuyo interior habitaban murciéagos.

Interior de troncos de palmas "barrigonas’ (Colpothrinax wrightii).



Anexo 5. Metodologia para € procesamento de muestras de tierra para € aidamiento de H.

capsulatum (Font D'Escoubet et al., 1975; Taylor et al., 1994).

1. Recogida de las muestas. De cada Sitio que se desee estudiar se debe recoger mas de una
muestra consistente en tierra (100-200 g), conteniendo excretas de guano de murciélagos o
aves. Las muedtras deben recogerse en recipientes estériles y tradadadas a |aboratorio
antesdelas 72 horas.

2. Al llegar d laboratorio las muestras deben ser dmacenadas en refrigeracion (4 °C)
durante 24 horas

3. Examen microscdpico directo: A cada una de las muestras se le debe redizar una
observaci n microscopica directa con lactofenol azul de agodon.

4. Preparacion de las muestras. Se toman dos gramos de cada muestray se le afiaden 18 mL
de solucion sdina estéril con antibidticos (peniciling, 8 000 U/mL; estreptomicing, 2 mg/mL)
para obtener una dilucion gproximada de 1:10. Las suspensiones asi obtenidas se agitan en
Vortex durante un minuto, se degjan reposar durante una horay finamente, € sobrenadante
Se recoge en tubos estériles.

5. Inoculacion en ratones. Con cada suspenson se inoculan 10 ratones machos jovenes
BALB/c (1 mL, via intrgperitoned). A las cuaro semanas se sacrifica la mitad de los
animalesy alas 8 semanas € resto.

6. Procesamiento de las visceras de los ratones: Fragmentos de higado y bazo de cada animal
Se maceran y se sembran separadamente en tubos con agar Sabouraud glucosado con
cloranfenicol y cicloheximida, y se incuban a 28 °C durante 8 semanas antes de
condderarl os negetivos.

7. Aidamiento e identificacion de H. capsulatum: Los tubos sembrados deben revisarse tres
veces por semana en busca de colonias algodonosas, de color blanco o pardo claro. De
cada colonia se realizan preparaciones con lactofenol-azul de dgoddn para la observacion
microscopica de los macroconidios tuberculados tipicos de H. capsulatum.

Pogteriormente, las colonias con tales caracterigticas son trasferidas a sendos tubos con



agar Sabouraud glucosado con cloranfenicol y agar Sabouraud glucosado sin antibidticosy
se procede a su identificacion de acuerdo a sus caracteristicas morfol 0gicas (Rippon, 1988;
De Hoog y Guarro, 1995; Lacaz et al., 1998). La confirmacion de la identidad de las
cepas obtenidas se rediza mediante la converson a fase levaduriforme en € medio de agar

infusion de cerebro y corazén con cisteina (1%o) y la prueba de exoantigenos.






Anexo 6. Cepas controles utilizadas en la prueba de exoantigenos.

Especies Procedencia de las cepas Total
P INHRR
1052 30.749 3
Histoplasma capsulatum 480
Histoplasma duboisii 82050 - 1
Paracoccidioides brasiliensis - 307 3
31.996
32.065
2 5 7

Total

IP: Instituto Pasteur de Paris, Francia

INHRR: Ingtituto Nacional de Higiene Rafael Rangel, Caracas, Venezuela.




Anexo 7. Metodologia para la converson a fase levaduriforme de los cultivos de H.

capsulatum (Koneman y Roberts, 1987).

1

Siembra de las cepas agar Sabouraud glucosado sin antibidticos. Incubar a 28 °C
durante 7-10 dias.

Resembrar un fragmento de la colonia filamentosa en tubos con agar infuson de cerebro y
corazon con cisteina (1%) e incubar a 37 °C.

A las 24 horas afiedir a cada tubo 1 mL de cado infusidn de ceregro y corazdn e incubar a
37 °C durante 7 dias.

Revisr diariamente los cultivos e inclinar ligeramente |os tubos para humedecer toda la
superficie dd medio.

Tradferir semandmente cada cultivo a un nuevo medio fresco hagta lograr la tota
conversion alevaduras.

Verificar mediante la observacion microscopica de los cultivos con lactofenolazul de

algodon.



Anexo 8. Procesamiento de las muesiras de esputo para aidamiento de H. capsulatum

(Balowsy Hauder, 1981).

A) Siembra directa:

1

o o w0 DN

Afiadir a la muestra de esputo igud volumen (5-10 mL) de una solucion recién preparada
de N-acetil- L - cisteina como agente nucalitico.

Mexdar en vortex durante 10 segundos.

Hacer un frotisy colorear por latécnica de Giemsay observar a microscopio.

Afiadir penicilina (20 U/mL) y estreptomicina (40 U/mL). Mezclar bien.

Inocular 0.1 mL del sedimiento en @ medio de adamiento primario (agar Sabouraud
glucosado con cloranfenicol y cicloheximida a 28 °C y agar infusion de cerebro y corazon
con cisteina (1%) a 37 °C).

Incubar hasta 8 semanas antes de considerarlos negativos. Examinar los cultivos cada 2-3
dias.

Identificar los cultivos aidados mediante caracteristicas culturales y micromorfol dgicas,

dimorfismo y prueba de exoantigenos.

B) Inoculacion en ratones:

1

Inocular 0.5-1 mL de la muestra de esputo por via intrgperitoneal en ratones BALB/c,
meachaos, adultos jovenes (18- 20 g de peso).

Inocular tres ratones por muestra.

Sacrificar losratones entre la 22y |a 42 semanas.

Tomar higado y bazo de cada anima y macerar con perlas de vidrio en una pequefia
cantidad de solucion sdinafisiol bgica estéril.

Sembrar paradelamente en agar Sabouraud glucosado con cloranfenicol y agar Sabouraud
glucosado con cloranfenical y cicloheximida

Incubar a 28 °C durante 8 semanas antes de considerarl os negativos.

Identificar los cultivos aidados mediante caracteridticas culturdes, micromorfoldgicas

dimorfismo y prueba de exoantigenos.






Anexo 9. Preparacion de las diluciones de antifingicos y su digtribucion en las placas de

microensayo (Fernandez Andreu et al., 1998).

1

Preparar  soluciones "madre’ de anfotericina B, ketoconazol e itraconazol en
dmetilsulféxido (DMSO) y de fluconazol en agua destilada etéril, con una concentracion
de 2 mg/mL.

Tomar 640 pL de cada solucion madre y afiadir 360 YL de agua dedtilada estéril, para
obtener diluciones de 1280 ug/mL de cada una de las cuatro droges.

Repartir con pipeta multicanal 20 pL de agua dedtilada estéril en cada uno de los 96
pocillos de cada placa

Tomar 20 pL de la solucion de 1280 pug/mL y afiadir en los pocillos de la columna 2 y
redlizar diluciones dobles hastala columna 11, resuspendiendo varias veces en cada pocillo,
de manera que se obtenga la siguiente distribucion:

Columnas 1y 12: 20 uL de agua destilada estéril

Columnas 2-11: 20 pL de concentraciones decrecientes de cada droga.



Anexo 10. Inoculacion de las suspensiones de H. capsulatum en las placas de microensayo

(Ferndndez Andreu et al., 1998).

1. De las suspensiones de indculos preparadas, distribuir 180 uL por pocillo desde la columna
12 hastala 2, redlizandose por duplicado para cada cepa.

2. Lagamafind de concentraciones, despuésde afiadido € indculo estara entre 64 pg/mL en
los pocillos de lacolumna 2y 0.125 pg/mL en los de lacolumna 11.

3. Enlacolumnal, digtribuir 180 L de medio de cultivo etéril (Sn inocular), quedando como
control negativo de crecimiento, paraverificar posbles contaminaciones.

4. Enlacolumna 12 no se afiade droga, quedando como control positivo de crecimiento.

5. El volumen total de cada pocillo es de 200 L.

6. Ladigtribucion find se muestraen @ esquema (anexo 12).



Anexo 11: Esguema de la placa utili zada para la determinacion de las concentraciones minimas

inhibitorias.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
~AO O OO0 OO O OO0 0o o
s O O O O O O O O O O O O
cO O O OO OO0 O 0 o 0O O
O O O O O OO O O O O O
EO O O OO OO O OO O O
FO O O OO OO O O 0o OO0
cO O O OO OO0 O o OO0 OO O
HO O O O O OO O O O O O

64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0
(ng/mL)

Columna 1: Medio de cultivo etéril (180l de medio de cultivo + 20 L de agua destilada).
Columna 2: Mayor concentracion del antifangico (64 ng/mL).

Columna 11: Menor concentracion dd antifiingico (0.125 ng/mL).

Columna 12: Control de crecimiento (180 ni de medio de cultivo inoculado + 20 L. de agua
destilada).



Anexo 12. Medios de cultivo y soluciones amortiguadoras utilizados.

1

AGAR SABOURAUD GLUCOSADO (modificacion de Emmons)
Glucosa 20¢
Peptona 109
Agar 159

Aguadedtiladac.sp. 1000 mL

Ajustar pH a6.8-7.0. Edterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

AGAR SABOURAUD CON CLORANFENICOL

Afadir d medio anterior 50 mg de cloranfenicol previamente disuelto en 5 mL de etanol
absoluto y esterilizar en autoclave.

AGAR SABOURAUD CON CLORANFENICOL Y CICLOHEXIMIDA

Anadir d agar Sabouraud glucosado 50 mg de cloranfenicol previamente disuelto en 5 mL
de etanol absoluto y 500 mg de cicloheximida previamente disudta en 2 mL de acetona'y
ederilizar en autoclave

AGAR INFUSION DE CEREBRO Y CORAZON CON CI STEINA

Agar infuson de cerebro y corazon (OXOID) 479

Cigeina 19

Agua destilada 1000 mL

Ajuster d pH a7,4. Ederilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

MEDIODE SMITH

L-asparagina 7049
Cloruro de amonio 70 g
Fosfato dibasico de potasio (anhidro) 131g
Citrato trisddico . 2H,0 0,749
Sulfato de magnesio . 7H,0O 1509
Citrato férrico 0,309

Dextrosa 100 g



Glicerina 25049
Agua dedtilada, c.sp. 1000 mL
Disolver la agparagina en 300 mL de agua degtilada (50 °C). Disolver las sdes por
separado en 25 mL de agua. El citrato férrico disolver en agua cdiente. A la solucion de
agparaging, ahadir las sales en @ orden en que aparecen. Afiadir dextrosa y glicerina y
completar € volumen con agua. Esterilizar a 115 °C por 25 minutos.

6. MEDIORPMI-1640 (SIGMA)
Medio sntético recomendado para las pruebas de susceptibilidad antifingica, con
glutamina, sin bicarbonato y con rojo fenol como indicador de pH. Debe ser gustado a pH
7,0 a25 °C con MOPS (&cido 3-N-morfolino propanosulfonico) (SIGMA) (concentracion
find 0.165 mal/L).

7. AGARPAPA DEXTROSA
Agar papa dextrosa (OXOID) 39 g
Agua dedtilada 1000 mL
Ajustar pH a5,6 = 0,2. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

8. SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA-FOSFATOS

NaCl 8 ¢
KH,PO, 029
Na,HPO,.12H,0 29 ¢
KCl 02g
Tween 20 0,5mL
Aguadedtiladac.s.p. 1000 mL  Ajustar pH 7,4.

9. SOLUCION AMORTIGUADORA CARBONATO-BICARBONATO

Na,CO3 159 g
NaHCO; 293 g
Aguadedtiladac.s.p. 1000 mL  Ajustar pH 9,6.

10. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATO-CITRATO



Acido citrico 51 g
Na,HPO,.2H,0 9159
Aguadestilada c.s.p. 1000 mL  Ajustar pH 5,0



Anexo 13. Algunas caracteristicas importantes de las especies de murciéagos de las cudes se

haaidado Histoplasma capsulatum en Cuba (Silva Taboada, 1979).

Artibeus jamaicensis parvipes: Ampliamente digtribuido en todo d archipidago cubano. Vive
principadmente en cuevas y en d follge y troncos huecos de grandes arboles. También puede
encontrarse en estructuras arquitecténicas y escasamente en minas abandonadas. No forma
colonias mixtas con otras especies. Es una especie frugivora conocida también como €
murciélago frutero del Caribe. No se descarta la posibilidad de que también se dimente de
néctar, polen e insectos.

Tadarida brasiliensis muscula: Habitaen todo € territorio naciond, aunque escaso en lalda
de la Juventud. Su refugio principa son las cuevas'y la dgunas edificaciones, ocasona mente en
arboles huecos. Se dimenta exclusvamente deinsectos.

Brachyphylla nana nana: Esta especie se concentra principamente en la region occidentd,
aunque existen poblaciones pequefias en otras regiones del pais. Se encuentra en camaras y
gderias cavernarias himedas y abrigadas. Se dimenta ddl polen, insectos y pequerias semillas.
Se congidera una especie intranquila y escandalosa, capaz de causar heridas serias con su
mordida. Puede vivir en colonias mixtas.

Eptesicus fuscus dutertreus: Se didribuye principdemente en las regiones centrd y
occidenta. Su refugio son las cuevas y estructuras arquitectonicas, en las partes mas frescas y
ventiladas. Es una especie insectivora

Mormoops blainvillel: Se puede encontrar en todo d territorio naciond. Su refugio principa
son los techos de las casas, dond e puede formar colonias mixtas. Especie insectivora
Macrotus waterhousei minor: Se digtribuye por todo € pais. Su principd refugio son ds

cuevas, ocasiondmente las minas y dmacenes. Se dimenta exclusivamente de insectos.



Anexo 14. Casos de histoplasmoss publicados en laliteraturamédica naciona agrupados
segUn edad, sexo y raza.

Gruposde |Totales Sexo Raza
edades

M F B N M NI
< 10 afos 3 2 1 2 0 1 0
10-20 afios 5 5 0 3 0 1 1
21-30 afios 10 9 1 7 1 0 2
31-40 afos 7 6 1 6 1 0 0
41-50 afios 1 1 0 1 0 0 0
51-60 afos 5 4 1 5 0 0 0
> 60 afnos 2 2 0 2 0 0 0
NI 16 16 0 - - - 16
Totd 49 45 4 26 2 2 19

B: Blanca; N: Negra; M: Mestiza; NI: No informado

Fuente: Datos del presente trabgjo; Sanguily et al., 1951, Barquet et al., 1951; Jiménez Jménezy
Taguechd Tusiente, 1965; Delgado Ferndndez y Santana Garay 1978; PFila Pérez et al., 1980;
Suarez Hernandez et al., 1985; Font D'Escoubet et al., 1985; Gonzdez Menocal et al., 1985;
Collazo Caballero y Ochoa, 1986; Sadtre de la Pefia et al., 1987; Pérez Lozano et al., 1988;
Cisneros Despaigne et al., 1989; Gonzdlez Ibarzaba et al., 1990; Capd de Paz et al., 1990; Millan
Marcelo et al., 1990; Rodriguez Barreras et al., 1992; Leng Diaz et al., 1992; Fernandez Andreu
y Martinez Machin, 1996.



Anexo 15. Formas clinicas de los casos de histoplasmos's informados en |a literatura médica

naciondl.

Diagnosticado por:
Formadinica (n) Cultivo | Histologia | Serologia | Clinica Prueba
cutanea
Pulmonar Aguda (15) 2* 2 13 15 5
Pulmonar cronica (1) 1 - - 1 -
Diseminada (33) 16 29 8 33 3
Totd (49) 19 31 21 49 8

*: 10 casos no informados

Fuente: Datos del presente trabgjo; Sanguily et al., 1951; Barquet et al., 1951; Ledn Blanco et al .,
1952; Jménez Jménez y Tagueche Tusiente, 1965; Delgado Ferndndez y Santana Garay 1978;
PilaPérez et al., 1980; Font D'Escoubet et al., 1985; Gonzdez Menocd et al., 1985; Suarez
Hernandez et al., 1985; Pérez Lozano et al., 1988; Cisneros Despaigne et al., 1989; Millan
Marcelo et al., 1990; Capl de Paz et al., 1990; Leng Diaz et al., 1992; Rodriguez Barreras et al .,
1992; Fernandez Andreu y Martinez Machin, 1996.



Anexo 16. Distribucion por provincias de los casos de histoplasmoss informados en laliteratura

médica (incluidos los brotes epidémicos).

Provincias No. de casos
Pinar dd Rio 153
LaHabana 247
Ciudad de la Habana 258
Matanzas 528
Idade la Juventud 2
VillaClara 151
Sancti Spiritus 9
Cienfuegos 280
Ciego de Avila 70
Camagliey 13
Las Tunas 7
Holguin 4
Granma 1
Santiago de Cuba 29
Guanténamo 3
Total 1755

Fuente: Datos del presente trabajo; Nocedo Pous et al., 1965; Grupo Epidemiolégico Central de
las FAR, 1966; Chang Pugay Font D'Escoubet, 1974; De Armas et al., 1978; Gonzdez Ochoa,
1983; Montoya Batista, 1988; Almeyda et al., 1988; Gonzalez Menoca et al., 1990; Fernandez
Andreu y Martinez Machin,1996.



Anexo 17. Resultados de las encuestas de histoplasmina realizadas en € pais segin los grupos

poblacionales.

Grupo poblacional Por centaj e de positividad
Militares* 75.6@,249; 70, 89©; 92.8@; 93, 80 0
Recolectores de guano 37.5™
Estudiantes ** 16.6©@:576M: 270
Trabgjadores avicolas 288@ ;2902880 175®
Pacientes hospitalizados 2050: 140
Campesinos 15.5 ™
"Tuberculosos' *** 47M.690M:34@.90
Nifios 0@

Poblacion generd 18™:132%":125®

*Militares expuestos en cuevas; ** Estudiantes de escuelas secundarias ruraes,
***  Pacientes de sanatorios antitubercul 0sos.

Fuente: Se incluyen datos de trabajos no publicados, presentados como Trabajos de Terminacion
de Residencia (TTR). @ Nocedo Pous et al., 1965; b) Paniagua, (TTR), 1970; ¢) Chang Pugay
Font D'Escoubet, 1974; d) Leyva Urquiza, TTR, 1974; €) Paneca, TTR, 1975; f) Bataille, TTR,
1982; g) Menéndez del Dago, TTR, 1968; h) De Armas Pérez et al., 1978; i) Vadés, TTR, 1975;
j) Sudrez Hernandez et al., 1992; k) Ferndndez Andreu et al., 1994; |) Pardo et al., 1952; II)
Fuentesy Madiedo, 1960; m) Castillo Méndez et al., 1988.
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