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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue analizar y
actualizar los datos de distribucién de la micosis
sistémica histoplasmosis, en e estado de Morelos.
Con base en los estudios inmunoepidemiol dgicos, las
actividades ocupacionales de la poblacién rural
expuesta a riesgo de infeccion y los resultados
preliminares de epidemiologia molecular, que han
aportado hallazgos sobre el polimorfismo genético y
la dispersion del agente etiologico en la naturaleza,
se reunieron datos que permitirdn proponer criterios
de prevalencia de la enfermedad y trazar un mapa
epidemiolégico de Morelos.

Palabras clave: Histoplasmosis, Morelos, inmuno-
epidemiologia, hallazgos moleculares

Introduccién

La histoplasmosis es una micosis sistémica
conunaampliadistribucion enelmundo.! Elagente
etiolégico es el hongo dimoérfico Histoplasma
capsulatum var. capsulatum Darling, 1906. Su for-
ma infectante es la fase micelial o saprofitica. Esta
se desarrolla en nichos ecolégicos especiales que
favorecen su crecimiento y esporulacion, donde se
presentan condiciones propicias de humedad, tem-
peratura y oscuridad, ademéas de los nutrientes

Summary

The aim of the present paper was to analyze
current data distribution of systemic mycosis, i.e.
histoplasmosis, in the state of Morelos, Mexico. Data
were collected based on immunoepidemiologic studies
and preliminary molecular-epidemiologic results. The
occupational activities of the rural population
exposed to risk of infection, findings on genetic
polymorphisms, and spread of the causative agent in
nature were considered. These will be processed to
propose criteria for establishing the prevalence of
this mycosis in Morelos and to elaborate an
epidemiologic map of the state.
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encontrados en excretas de murciélagos o de aves
(estorninos, zanates, gallinaceas, entre otras).
Estas condiciones ambientales son més frecuen-
tes en ciertos recintos como grutas, cuevas, tune-
les y puentes, cupulas de iglesias, pozos y casas
abandonadas. La infeccion se inicia con la inhala-
cion de aerosoles conteniendo microesporas
(microconidios) y pequefos fragmentos de hifas
procedentes de la fase micelial o multicelular del
hongo.!? Este patdégeno pertenece al reino Fungi,
divisibn Ascomycota, clase Euascomycetes, or-
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den Onygenalesy familia Onygenaceae.* Atempe-
ratura ambiente (25-28°C) la fase micelial forma
colonias albinas (A) o de color pardo claro a oscuro
(B). Estas ultimas, son las predominantes en los
aislamientos de los pacientes mexicanos con
histoplasmosis asociada al SIDA y también en los
aislamientos de la naturaleza, tanto de murciéla-
gos infectados como de sus excretas.>® A la obser-
vacion microscopica el hongo presenta hifas
septadas que miden de 1.2-1.5 m de didmetro, con
dos tipos de conidios: microconidios esféricos,
piriformes o en forma de clavas de 1.4-2.6 m, los
cuales pueden ser sésiles 0 unidos a pequefios
conidiéforos; macroconidios de paredes gruesas,
por lo general esféricos de 8-14 m de didmetro, los
cuales tienen proyecciones digitiformes que son
tipicas de la especie y se adhieren a las hifas por
conidioforos cortos que forman un dngulo aproxima-
do de 90° con las mismas. En su fase levaduriforme
a 37°C, desarrolla colonias opacas y humedas con
levaduras de 2-4 m de diametro, las mismas que se
presentan en el estado parasitario. En el hospede-
ro, H. capsulatum puede encontrarse tanto en
fagocitos no profesionales como en los profesiona-
les, con preferencia por éstos Ultimos porque es
considerado un parasito intracelular facultativo del
sistema fagocitico mononuclear.! Distintos cam-
bios de morfologia colonial y microscopica,
antigenicidad, virulencia, capacidad para convertir-
se alafase levaduriforme y polimorfismo genético,
han sido referidos para este patdgeno.

Los ambientes cerrados muy contaminados
con esporas fungicas inducen una alta morbilidad
aunada, ocasionalmente, a tasas elevadas de
letalidad entre los individuos que los visitan circuns-
tancialmente o que laboran en ellos, razén por la
cual la enfermedad adquiere una connotacion ocu-
pacional, cuando el riesgo de infeccion involucra
actividades laborales. Este riesgo es particular-
mente critico para trabajadores rurales de bajo
nivel socioeconomico. Cuadros clinicos menos
graves se presentan en trabajadores especializa-
dosy visitantes inoportunos. En contraste, cuando
se adquiere la infeccibn en ambientes abiertos
donde las microesporas estan mas dispersas,
como parques publicos por ejemplo, la morbilidad
suele ser alta, aunque las tasas de letalidad son
con frecuencia bajas y por lo general asociadas a
blancos naturales de infeccion, como los sujetos
inmunosuprimidos.3 &8
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Particularidades de la histoplasmosis en México

El registro mas antiguo de la enfermedad se
encontré en México, en 1895, en un actade Salubri-
dad Publicadel estado de Nuevo Ledn que compro-
mete, desde entonces, posibles casos de histo-
plasmosis epidémica entre mineros expuestos a
las formas infectantes del hongo presentes en el
guano de murciélagos. Estos registros sugieren
que la epidemia de 1895 refiere los primeros casos
de la histoplasmosis en el mundo, antes de la
descripcion de la enfermedad y su publicacion por
Darling, en 1906.°

Existen diferentes clasificaciones clinicas de la
histoplasmosis. A partir de una simplificacion de la
clasificacion adoptada y propuesta por Velasco-
Castrejon,'° se consideran tres fases importantes
de laenfermedad: la primaria, laresidual de la fase
primariaylaasociadaa hipersensibilidady efectores
inmunoldégicos. De la fase primaria se desarrolla
con mayor frecuencia la forma pulmonar que, a su
vez, puede manifestarse bajo formas clinicas dis-
tintas: la asintomatica o subclinica (infeccion be-
nigna) y la sintomética. La sintomatica presenta
tres estadios que van desde leve, moderado y
hasta grave. Este Ultimo estadio se asocia, en
ocasiones, a la forma clinica de histoplasmosis
aguda diseminada grave o a la aguda diseminada
fulminante. La fase primaria desarrolla, en raros
casos, la forma cutdneay la mucocutanea, las dos
son escasas en el pais. En la fase residual y
oportunista los individuos afectados son aquéllos
gue presentan cronicidad, colonizacién de altera-
ciones estructurales o inmunosupresion con infec-
cién oportunista; porlo general comprende la enfer-
medad diseminada no aguda y la enfermedad
pulmonar crénica. La fase asociada a hipersensibi-
lidad y efectores inmunoldgicos, abarca distintos
cuadros clinicos, como los sindromes de
histoplasmosis ocular presuntiva (SHOP), el de la
vena cava superior, etc.

A la fecha, los registros de la enfermedad se
realizan con base en reportes de casos clinicos en
su mayoria, y en la identificacion de la infeccion
presente o pasada en la poblacion expuesta al
agente etioldgico, determinada a través de una
reaccién intradérmica con el antigeno del hongo,
conocido como histoplasmina (IDR-H).1*® Segun
los datos de la Direccion General de Epidemiologia
(DGE) de la Secretaria de Salud, compilados entre
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1988y 1994, las entidades federativas que presen-
taron mas casos fueron Veracruz (176) y Oaxaca
(134). Durante el periodo sefialado, se registro un
total de 1065 casos clinicos, nUmero posiblemente
bajo para considerar a esta enfermedad como un
problema de Salud Publica.” Sin embargo, en un
andlisis seroldgico retrospectivo efectuado en cen-
tros hospitalarios de concentracion para enferme-
dades respiratorias, localizados en la ciudad de
México, durante cinco afios, se encontré que 51.7%
de los sueros de 325 pacientes con posible diag-
néstico de histoplasmosis o de otras enfermeda-
des micoticas respiratorias, dieron reaccion positi-
vaaalgunade las pruebas humorales utilizadas en
la rutina inmunodiagndstica para H. capsulatum,*
lo que apoya una mayor frecuencia de la histo-
plasmosis en el pais. Estos resultados cuestionan
el concepto de que esta enfermedad es de baja
prevalencia en México y permiten plantear que los
registros restringidos a casos clinicos, como los de
la DGE, presentan un gran sesgo.

La actualizacion de los datos sobre la distribucion
de la histoplasmosis en México, asociandola a la
dispersién del agente etioldgico en la naturaleza,*>®
a zonas de bajo nivel socioeconémico y a ciertas
actividades laborales de la poblacién expuesta a
riesgo de infeccion,?’® ademas de los datos de
epidemiologiamolecular que empiezanasurgirenel
pais,®"2t constituyen fuentes de informacion fide-
dignas para trazar un mapa epidemiolégico de la
enfermedad y definir nuevos parametros que permi-
tan proponer su real prevalencia en México.

Datos inmunoepidemiolégicos recientes de la histo-
plasmosis

Estudios evaluados mediante IDR-H dirigidos
para determinar la asociacién entre marcadores
inmunogenéticos y una entidad clinica de la
histoplasmosis de aparicion tardia y poco frecuen-
te en el pais, conocida como sindrome de histo-
plasmosis ocular presuntiva (SHOP), mostraron la
evidencia de infeccion previa por H. capsulatum en
areas geogréficas consideradas posibles zonas
endémicas, como Querétaro y Guerrero por ejem-
plo, y destacaron las diferencias en la distribucion
de la infeccion por H. capsulatum dentro de una
misma area geografica.t?
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La investigacion del SHOP en México, tanto en
la poblacién cautiva hospitalizada como en la po-
blacién abierta de zonas de altay baja endemicidad
de los estados de Guerrero, Querétaro y Tlaxcala,
no aport6 datos que pudieran sostener evidencias
del sindrome en las poblaciones estudiadas, a
pesar de la meticulosa busqueda tanto de sus
manifestaciones clinicas como de sus marcado-
res genéticos asociados (antigenos del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad, HLA-B7 y Drw2). La
frecuencia génica del marcador B7 fue baja en los
grupos de individuos que referian contacto o no,
con el hongo. Sin embargo, en algunos individuos
estudiados, se pudo asociar el desarrollo de la
forma clinica de histoplasmosis pulmonar primaria
con el HLA-B22, debido a su alta frecuencia
génica.t?22® Estudios publicados sobre HLA en
individuos de poblaciones del estado de Guerrero
(Juxtlahuaca, Olinaldy Coyuca) mostraron tanto en
Juxtlahuaca como en Olinald (zonas de alta
endemicidad) diferencias significativas en los mar-
cadores HLA-B22 y B17, cuando las frecuencias
de estos marcadores fueron comparadas con las
obtenidas enlapoblacién testigo de mestizos mexi-
canos; mientras que en Coyuca (zona de baja
endemicidad) estos marcadores estaban practica-
mente ausentes.®?3
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Figura 1. Porcentaje de intradermorreacciones (IDR) positivas
para histoplasmina y PPD, en cinco poblaciones estudiadas en el
estado de Morelos. Se realizaron aplicaciones intradérmicas de
0.1 ml de histoplasmina en la cara anterior del antebrazo izquierdo
y de igual forma PPD (antigeno heter6logo) en el antebrazo
derecho. Se practicaron lecturas a las 24 y 48 h después de la
aplicacion, considerando como resultados positivos una reaccién
eritematosa con un diametro del area de induracion igual o mayor
8 mm, para ambos antigenos.
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Datos inmunoepidemioldgicos en Morelos

Estudios encaminados a la identificacion de
lesiones sugestivas de SHOP, en poblaciones de
cinco zonas geograficas del estado de Morelos que
presentaban diferentes actividades ocupacionales
conriesgos de exposicion al agente etioldgico de la
histoplasmosis, no demostraron evidencias del
sindrome en 140 individuos clinicamente evalua-
dos por examen de fondo de ojo. Sin embargo, los
porcentajes de IDR-H positivas (eritema cutdneo
con area de induracion >8 mm de didmetro en el
punto de aplicacion del antigeno) encontrados en
tres de cinco zonas estudiadas, Ajuchitlan,
Tlaltizapan y Quilamula, con 43.4, 18.7 y 14.8%,
respectivamente (Figura 1), confieren a éstas la
calificacion de zonas de riesgos de infeccién y de
endemicidad para histoplasmosis, ya que sus por-
centajes de IDR-H positivas superan 10%, limite
inferior para considerar zonas endémicas. Las
poblaciones de Ajuchitlan, Tlaltizapany Quilamula,
refieren elmanejo de gallinaza o pollinaza, comple-
mento alimentario para ganado enriquecido con
excretas de aves. Es importante destacar que la
endemicidad encontrada para la histoplasmosis,
conbase enlarespuesta positiva ala histoplasmino-
reaccion en humanos, varia considerablemente en
el estado, registrando las poblaciones de Huautlay
Sto. Domingo porcentajes mas bajos de IDR-H (8.6
y 9.3%) (Figura 1). Aunque los individuos estudia-
dos en Huautla refieren actividad minera, ésta ha
sido abandonada hace varios afios, mientras que
los de Sto. Domingo sefalan fundamentalmente el
manejo de gallinas en los patios de las casas, con
escasas referencias de visitas a cuevas. En esta
serie de estudios se aplic6 como testigo, a cada
individuo, el antigeno heterélogo derivado-proteico-
purificado (PPD), util para determinar primoinfeccion
tuberculosa. De modo general, la respuesta cutanea
al PPD presenté porcentajes mas elevados de
cutirreaccion positiva que los registrados para la
histoplasmina, variando entre el 18.7 y 29.6% en
cuatro de cinco poblaciones estudiadas y sélo se
registraron valores negativos en Ajuchitlan (Figura 1).

Es posible asociar la endemicidad de la
histoplasmosis con las actividades ocupacionales
de la poblacion expuesta. Con base en los datos
recolectados de las cinco zonas estudiadas, la
figura 2 muestra los porcentajes de IDR-H de

444

11.76, 16, y 25.64, asociados a actividades de
riesgo de infeccion por contacto con aves, manejo
de pollinaza o por trabajos en cuevas y minas,
respectivamente. Es oportuno referir que estos
resultados apoyan registros previos en el estado de
Guerrero, donde las poblaciones de Juxtlahuacay
Olinala, que viven de actividades relacionadas a la
exploracién y turismo de cuevas, asi como de la
crianza de gallos de pelea, presentaron los mas
altos porcentajes de IDR-H, en contraste con la
poblacionde Coyuca, constituida fundamentalmen-
te por pescadores.?®
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Figura 2. Actividades de riesgo ocupacional asociadas a la infeccion
por histoplasmosis en el estado de Morelos. Se consideraron los
resultados de IDR-H positiva en individuos que referian actividades
rurales de alto riesgo de exposicién a microesporas del hongo, como:
trabajos en cuevasy minas principalmente asociados alas poblaciones
de Ajuchitlan, Huautla y Quilamula; manejo de pollinaza o gallinaza
referidos en Santo (Sto) Domingo y Tlaltizapan; ademas del contacto
con aves de corral registrado en las cinco poblaciones estudiadas.
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Figura 3. Porcentaje de intradermorreacciones (IDR) positivas para
histoplasmina, segln el sexo de los individuos de las poblaciones
estudiadas en el estado de Morelos. Se procedi6 a la aplicacion y
lectura de la prueba cuténea a la histoplasmina de acuerdo con lo
referido en la figura 1.
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Figura 4. Porcentaje de intradermorreacciones (IDR) positivas para
PPD, segln el sexo de los individuos de las poblaciones estudiadas
en el estado de Morelos. Se procedi6 a la aplicacién y lectura de la
prueba cutanea al PPD de acuerdo con lo referido en la figura 1.

Elingreso arecintos cerrados y/o abandonados
exponen a diferentes profesionistas, en el desem-
pefio de sus labores, a riesgos de salud como
adquirir la histoplasmosis. Son consideradas acti-
vidades ocupacionales de alto riesgo de infeccion,
aguéllas en que los individuos, por su labor, estan
expuestos a un contacto mas prolongado con un
patdgeno. En sujetos susceptibles, la histoplas-
mosis se adquiere con mayor facilidad y riesgo de
curso grave, en el habitat natural de su agente
etioldgico asociado a lugares cerrados; en compa-
racion con las infecciones que se adquieren en
espacios abiertos. Profesionistas como ingenieros
de minas, espeledlogos, bidlogos, geblogos,
arquedlogosy antropdlogos, ademas de trabajado-
res rurales como mineros, gambusinos, peones
limpiadores de minas, campesinos recolectores
de guano, son entre otros, los individuos con mayor
riesgo de exposicion al hongo, debido a que pene-
tran en los recintos donde crece H. capsulatum,
algunas veces sin la debida precaucién. Ciertas
actividades rurales muestran una relacion estre-
cha entre el contacto con el hongo y una marcada
reaccién cutdnea en los trabajadores sometidos a
laaplicacionintradérmicade la histoplasmina, como
guiasturisticos de cuevasy cavernas, recolectores
de guanoy cuidadores de aves. Los resultados de
IDR-H obtenidos de estos trabajadores proceden-
tes de localidades clasificadas como de alta

Gac Méd Méx Vol. 136 No. 5, 2000

LuciaTaylor M, y cols.

endemicidad para la histoplasmosis, destacan que
en ellos prevalecen IDR-H >25 mm de diametro.®

En los estudios efectuados en el estado de
Guerrero se haencontrado que ladeterminacién de
infeccion presente o pasada con el hongo, valorada
por la IDR-H, fue siempre menor en la poblacion
femenina que en la masculina, como lo indican los
resultados obtenidos para Juxtlahuaca, Olinald y
Coyuca, donde los datos de la poblacién femenina
y masculina registran reaccién positiva a la prueba
cutanea con histoplasmina de 93.87, 85.71y 6.6%
para hombres y 78.94, 66.6 y 0% para mujeres.?
Los valores de IDR-H en hombres y mujeres en
Morelos, repiten los mismos patrones observados
para cada sexo en Guerrero. La figura 3 muestra
gue, en las cinco poblaciones estudiadas de
Morelos, el porcentaje de IDR-H positiva siempre
fue mayor para el sexo masculino, mientras que los
valores de respuesta cutanea al PPD no obedecen
aunacinética similar, son variables, y endos de las
cinco poblaciones predominan los reactores PPD
positivos en la poblacion femenina (Figura 4). Aun-
gue estosresultadosreflejan el estado inmunolégico
de la poblacién expuesta a los agentes etiologicos,
en el caso de la histoplasmosis se ha tratado de
relacionar, la menor reactividad cutanea de las
mujeres con circunstancias especiales de la po-
blacion femenina, porque la mujer generalmente
adquiere lainfeccidén en espacios abiertos al cuidar
aves de corral y/o realizar practicas de siembra en
campos de cultivo fertilizado con guano de murcié-
lago, por lo que el tamafo del inéculo (dosis) y el
tiempo de exposicién al hongo son menores en
comparacion con el hombre, quien la adquiere
trabajando en espacios cerrados que concentran
grandes cantidades de aerosoles con microesporas
infectantes. Sin embargo, esta diferencia en la
susceptibilidad alaenfermedad relacionada al sexo,
se comprueba experimentalmente en el modelo
murino; las hembras son mucho mas resistentes a
la infeccion que los machos que, en general, cur-
san la enfermedad por H. capsulatum en forma
mas severa.?*?8 Es posible que factores relaciona-
dos a hormonas confieran mayor resistencia a las
hembras y expliquen la susceptibilidad de machos
paradesarrollar cuadros clinicos mas graves, como
se ha planteado en otros modelos de infeccién por
hongos.?%-%2
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Epidemiologia molecular de la histoplasmosis en
Morelos

Uno de los métodos moleculares, mas Utiles
para determinar diversidades genéticas dentro de
la misma especie, es el denominado RAPD-PCR
(polimorfismo del DNA amplificado al azar por la
reaccion en cadena de la polimerasa). El RAPD-
PCR utiliza oligonucleoétidos arbitrarios para obte-
ner productos de la amplificacion del DNA por PCR
y logra individualizar fragmentos de diferentes ta-
mafos, que son separados por electroforesis en
geles de agarosa. Estos fragmentos de DNA refle-
jan un perfil polimorfico por cada cepa, que permi-
ten identificar cada microorganismo trazando una
huella genética propia de la especie. Por este
método, al emplear el oligonucle6tido denominado
1281 considerado especifico para el hongo, se
analizaron los perfiles polimérficos de cepas de H.
capsulatum aisladas de murciélagos infectados y
capturados en sitios distintos del estado de
Morelos.®33 | os resultados definieron dos gru-
pos:®1833 el primero con cepas que desarrollaron
un patron polimorfico ligeramente distinto entre
ellas, todas aisladas de murciélagos no migratorios,
una aislada del espécimen Natalus stramineus
procedente de la mina “El Clarin” (municipio de
Tlaquiltenango), y dos de ejemplares de Artibeus
hirsutus de la cueva “El Salitre” (municipio de
Tlaltizapan); el segundo grupo incluyé ocho cepas
de H. capsulatum polimérficamente idénticas, con
un 99% de relacién entre ellas. De las cepas de
este grupo, siete fueron aisladas de A. hirsutus de
la cueva “El Salitre” y una del murciélago migratorio
Leptonycteris nivalis capturado en la cueva “El
Diablo” (municipio de Tepoztlan). Con el fin de
identificar mayor polimorfismo y posibles diversi-
dades dentro de este Ultimo grupo, se obtuvieron
bandas polimérficas empleando el RAPD-PCR con
doble oligonucleétido, el 1281 (5’-AACGCGCAAC-
3)yel1253 (5'-GTTTCCGCCC-3"). Losresultados
obtenidos confirmaron, en este grupo, la presencia
de un perfil polimérfico comdn del hongo, compar-
tido por los especimenes capturados de murciéla-
gos infectados. Ademas, estos hallazgos permitie-
ron proponer un patrén molecular del hongo, con 8
a 12 bandas polimoérficas en el rango de 3.9-0.78
kb, para las areas estudiadas en el estado de
Morelos, segun el uso del RAPD-PCR con simple
o doble oligonucleétidos, ¢33 respectivamente.
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Los perfiles polimérficos caracterizados a partir
del hongo aislado de dos casos clinicos proceden-
tes del estado de Morelos, difieren de los encontra-
dos para las cepas aisladas de murciélagos infec-
tados. Aunque los perfiles son muy similares para
estos dos aislados clinicos obtenidos de pacientes
con histoplasmosis asociada a SIDA, uno proce-
dente de Cuautla y el otro de Cuernavaca,*® no se
puede conjeturar sobre la existencia de patrones
Unicos del hongo para distintos hospederos. Datos
muy recientes de un andlisis de RARP-PCR con
doble oligonucleétidos, revelan una alta relacién
polimorfica entre una cepa de origen clinico y otra
aislada de murciélago infectado (datos no publica-
dos), lo que podria corresponder a una fuente de
infecciébn comun a ambos hospederos. Por lo ante-
riormente sefialado, es posible considerar que exis-
ta mayor diversidad polimérfica del hongo en las
diferentes fuentes de infeccion en la naturaleza, y
también es posible proponer que los patrones de
polimorfismo de las cepas puedan expresarse en
otras areas a medida que éstas son desplazadas
por “vectores” de diferentes tipos o especies. Porlo
que, encontrar la correspondencia entre fuente de
infeccién y casos clinicos no siempre es factible en
estudios al azar, a menos que se cuente con cepas
aisladas del sitio preciso de infeccién de un hospe-
dero determinado. Por otro lado, diferencias
polimoérficas dentro de la misma especie flngica
entre cepas aisladas de distintos hospederos o
varias fuentes de infeccion en la naturaleza ubica-
das dentro de una misma area geogréfica e incluso
en areas cercanas, son factibles de explicarse por
cambios genéticos dentro de una misma clona o
por mecanismos de recombinacién genética pro-
pios de organismos sexuados, como es el caso del
estado teleomérfico de H. capsulatum.3

Dada la importancia de estos hallazgos prelimi-
nares, en la actualidad se estd ampliando este tipo
de estudio en México, con el objeto de identificar y
comparar el polimorfismo genético del hongo aisla-
do de murciélagos migratorios con mayor rango de
desplazamiento y el polimorfismo del hongo aisla-
do de otras fuentes de infeccion. De esta manera,
se podria contribuir a trazar un mapa de distribu-
cion de patrones polimorficos de H. capsulatum en
la naturaleza.
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