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.  RESUMEN

El hongo Histoplasma capsulatum es el agente causal de la histoplasmosis,
enfermedad de importancia en salud publica. El objetivo del presente estudio
es determinar la presencia del hongo Histoplasma capsulatum en las heces de
palomas domésticas (Columba livia) de la ciudad de Lima, Peru. Se
recolectaron muestras de excretas de palomas castilla y palomas mensajeras
de la ciudad de Lima. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur, fueron incubadas a 37°C y a
temperatura ambiente durante 2 a 4 semanas aproximadamente, para
finalmente ser identificadas por caracteristicas macroscépicas y microscopicas.
De las 245 muestras de heces secas de palomas mensajeras y de Castilla, se
obtuvo 0.41% (1/245) de muestras positivas a Histoplasma capsulatum. El
programa de simulacion estocastica beta-pert (@Risk) determiné una
prevalencia minima de 0.369% y maxima de 0.451%. Por lo tanto, su
presencia representa un riesgo de gran importancia para la salud publica,
principalmente en pacientes inmunocomprometidos.
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II. ABSTRACT

The fungus Histoplasma capsulatum is the causative agent of histoplasmosis,
disease of public health importance. The aim of this study is to determine the
presence of the fungus Histoplasma capsulatum in the feces of domestic
pigeons (Columba livia) in the city of Lima, Peru. Pigeon excreta samples in the
city of Lima were collected. The samples were processed in the laboratory of
microbiology at the Universidad Cientifica del Sur, were incubated at 37 ° C and
at room temperature for 2 to 4 weeks or so, to finally be identified by
macroscopic and microscopic characteristics. Of the 245 samples of dried feces
of pigeons, 0.41% (1/245) of samples positive for Histoplasma capsulatum was
obtained. The stochastic simulation program beta-pert (@ Risk) determined a
minimum prevalence of 0.369% and a maximum of 0.451%. Therefore, their
presence represents a major risk to public health, especially in
immunocompromised patients.
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ll. INTRODUCCION

La histoplasmosis es una enfermedad respiratoria causada por el hongo
Histoplasma capsulatum. El hongo fue descrito por primera vez por el doctor
Samuel T. Darling, y en honor a eso, la enfermedad es conocida como la
“‘Enfermedad de Darling”, aunque también tiene diferentes denominaciones
como la enfermedad del viajero, enfermedad de las cuevas, histoplasmosis
americana, enfermedad del valle de Ohio y la fiebre de Tingo Maria. La
presencia de este hongo se relaciona a las excretas secas de aves y
murciélagos, debido a que constituye el sustrato necesario para su desarrollo.

El hongo Histoplasma capsulatum tiene como caracteristica principal su
dimorfismo y como todo hongo, esta en el ambiente de manera sapréfita, pero
en el suelo se le encuentra en su fase filamentosa. Ingresa al organismo al
esporular via tracto respiratorio, y para poder desarrollar la sintomatologia
clinica, es necesario que se enfrente a un organismo inmunocomprometido. Sin
embargo, uno de los mayores problemas desde el punto de vista clinico, es que
puede persistir en su fase de levadura durante afnos dentro del organismo.
Entonces, la capacidad de adaptarse a diferentes ambientes, en lo que
respecta a variaciones de pH y temperaturas, lo hace un hongo de gran
importancia en temas de sanidad, ya sea en el ambiente externo en si, como
dentro del organismo enfrentandose al sistema inmune.

La histoplasmosis es una de las infecciones micéticas mas comunes que afecta
a los humanos, predomina en climas tropicales y subtropicales, sobretodo en el
continente americano y de ahi el nombre “histoplasmosis americana”. Sin
embargo, también hay reportes de casos esporadicos en algunos paises de
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reportada principalmente en areas rurales, por las granjas de aves y cuevas,
existen también ciertos brotes de habitantes urbanos, particularmente obreros o
personas que trabajan en demoliciones y limpiezas. Tanto las personas como
los animales, actian como hospedadores accidentales y no trasmiten la
enfermedad aunque el guano de las aves y los quirépteros contribuyen al
desarrollo del agente etioldgico actuando asi, como agentes pasivos de la
epidemiologia del hongo.

Es una enfermedad bastante comun en pacientes inmunocomprometidos
porque conlleva a diferentes tipos de complicaciones, aunque también ha sido
descrita en personas que han visitado zonas endémicas con suelos
contaminados con excretas de aves o murciélagos. Es de importancia en salud
publica a nivel mundial debido a que es considerada como la homoéloga a la
infeccién bacteriana de la tuberculosis debido a la forma en que se desarrolla la
enfermedad.

En Perq, es conocida como la fiebre de Tingo Maria en relaciéon a un brote que
hubo aproximadamente por los afos 40’ cuando algunas personas que
visitaban la “Cueva de las Lechuzas” comenzaron a presentar cuadros clinicos
similares al de la tuberculosis pero resultando negativo a la prueba dérmica de
la tuberculina. Entonces tras diversos estudios se encontré relacién entre el
cuadro clinico de la fiebre de Tingo Maria, la visita a la cueva y el posible
contacto con particulas inhaladas de suelo contaminado con las excretas de las
aves.

Actualmente, esta enfermedad ha adquirido gran importancia a nivel social por
muchas razones: primero, porque es una enfermedad endémica en diversas
zonas del continente americano; segundo, afecta principalmente a personas
con el sistema inmune comprometido y en este aspecto cabe recalcar a las
personas afectadas con el VIH, incluso algunos usan a la histoplasmosis como
marcadora del SIDA; tercero, en algunos casos ha sido relacionada con ciertas
actividades laborales por ser una constante en la presentacion de los casos,
por lo que algunos autores también la consideran como una enfermedad de
tipo ocupacional; cuarto, cada vez incrementan mas los casos a nivel mundial
por estar relacionada al turismo y a las migraciones; y finalmente quinto,
porque afecta a diversas especies de animales.
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IV. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Las palomas fueron originalmente encontradas por primera vez en paises
cercanos al Mediterraneo, en la costa de Europa, el norte de Africa y el oeste
de Asia. Luego, introducidas a Norteamérica, Centroamérica y América del Sur
en el siglo XVI. Actualmente, tienen una distribucion mundial (Ferman et al.,
2010). Fueron domesticadas hace aproximadamente 5,000 afos
convirtiéndolas en las primeras especies de aves manejadas por el hombre.
Inicialmente fueron domesticadas con propésitos religiosos y gastronémicos,
pero al realizar diversos cruces entre ellas, se produjeron diversas variantes
que después tuvieron otros fines, por ejemplo, hace aproximadamente 3,000
afnos, las palomas fueron criadas también para entregar mensajes, para
participar en competencias (exposiciones con razas ornamentales, habilidades
acrobaticas), y para experimentaciéon (animales de laboratorio). Entonces, la
base para seleccionarlas dependié de las variantes genéticas de los cruces
obteniendo diversos tamanos, formas, colores, comportamiento, psicologia,
entre otras (Johnston, 1998); hoy se conocen alrededor de 200 razas de
palomas.

Después de la segunda guerra mundial, la poblacién de palomas incrementé
exponencialmente en las ciudades por la abundancia de alimento que
empezaron a darle las personas, y por su participacién en la guerra al entregar
mensajes a los soldados, se crearon politicas de estado para protegerlas de
cualquier dafio que puedan recibir por estar al servicio de la nacién (Blechman,
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otras especies como humanos y animales. Sus heces dafnan edificaciones y
estatuas que son consideradas obras de arte, e incluso la vegetacién (Haag-
Wackernagel, 1995).

4.2CARACTERISTICAS GENERALES

Las palomas domésticas (Columba livia domestica) provienen de su ancestro la
paloma bravia (Columba livia). La paloma adulta mide entre 34 y 38 cm y pesa
entre 340 y 480 g. El color de su plumaje comunmente es gris en la cabeza, las
alas y la cola, y en el cuello presenta colores metalicos entre verde y violeta
(Toro, 2000). También, se pueden observar colores como negro, blanco,
manchados y variaciones de diversos colores.

Para desplazarse en el suelo realizan pasos cortos y frecuentes, y en
ocasiones realizan saltos cortos y rapidos. Son buenas voladoras y planean
con sus alas en posicién de “V". De acuerdo a sus habitos alimenticios pueden
ser clasificadas como granivoras y frugivoras (Toro, 2000), actualmente suelen
completar su dieta con lo que reciben del hombre.

En el cortejo, el macho infla el cuello de tal forma que llama la atencioén de la
hembra. Cuando las parejas se vuelven permanentes, ponen dos huevos color
blanco en dias consecutivos. La incubacion por parte de la madre dura entre 17
y 19 dias. Los nidos son hechos con ramas, plumas, pasto y restos que puedan
encontrar de facil transporte en sus picos, como algunos restos plasticos y
pedazos de madera. Cuando nacen las crias, son alimentados por ambos
padres. Al inicio, la alimentacién se basa en la “leche del buche”, la cual es una
masa formada por epitelio del tubo digestivo del buche, éste es rico en materia
grasa (30%), proteinas (15%) vy lecitina (5%). Los pichones permanecen en el
nido durante 4 a 6 semanas aproximadamente (Harlin, 1994).

Son aves practicamente longevas, ya que viven entre 15 y 20 afos, lo que se le
puede sumar la ausencia de depredadores naturales en centros urbanos.
Ademas, las parejas, al ser mondégamas, pueden poner hasta 12 pichones por
afno, su buena adaptacién a la vida urbana y la capacidad de anidar en casi
cualquier lugar, han permitido que la poblacién se mantenga (Toro, 2000).

4.3PALOMAS MENSAJERAS

Como se menciond anteriormente, existen muchas variedades de palomas. Las
palomas mensajeras, también pertenecen a la familia Columbidae y han sido
criadas por su velocidad y su alto instinto para regresar a su nido (Castello,
2013).
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se remontan desde la época del arca, ya que la biblia da a conocer como la
paloma ayud6 a Noé a encontrar tierra después del diluvio. Asimismo, fue el
pueblo hebreo quienes sacrificaban palomas a diario como ley en el templo de
Jerusalén, y probablemente este pueblo haya sido uno de los primeros en
utilizar las palomas para el transporte de mensajes, porque segun el libro de
Josué (capitulos XX y XXXIV) los samaritanos se sirvieron de ellas.

Segun Darwin, el uso de las palomas domésticas empieza en la quinta dinastia
egipcia, cuando el faradn las usaba para comunicarse con todas las ciudades
del imperio, esto debido a que encontraron pinturas de los hipogeos de
Medinet-Abou donde representaban el advenimiento de Ramsés Il mediante la
liberacion de palomas.

Los marinos egipcios, de Chipre y Candia, antes de aproximarse a tierra,
liberaban palomas para anunciar a sus familias que estaban llegando. Por otro
lado, Grecia fue uno de los paises que mas estima les dio a las palomas, ya
que para los poetas, la paloma representaba la dulzura y fidelidad, a pesar de
que solo tenian a la paloma salvaje torcaz, segun registros descritos por
Aristételes y Homero en sus libros. Cuando cruzan la paloma salvaje torcaz con
la paloma blanca importada de Asia, resulta la paloma doméstica europea. Los
griegos, al observar el comportamiento de apego que tenia las palomas al lugar
de nacimiento, no dudaron en utilizarla para la transmisibn de mensajes.
Cuando los romanos conquistan Grecia, se quedan con la costumbre de criar a
las palomas para la entrega de mensajes, entonces cuando un gladiador
ganaba un combate liberaba una paloma con cintas de diferentes colores como
simbolo de victoria. Tanto estimaron los romanos a estas aves, que liegaron a
pagar altas sumas de dinero por ellas (Castillo, 1832)

En el imperio de Nur Eddin (1146 — 1173), se establecié6 la red de palomares,
cuya sede central estaba en El Cairo, los egipcios usaron durante mucho
tiempo este sistema de comunicaciones. Hasta ahora, a orillas del rio Nilo, se
puede ver en los techos de las casas, palomares. Ademas, de algunos datos
que facilitan la participacién de las palomas en las cruzadas para el envio de
correos.

En la Edad Media, criar palomas era simbolo de seforio y dominio, por lo que
los sefores feudales tenian construcciones en sus propiedades que se
denominaban columbiers a pied. En la Edad Moderna, los holandeses
introdujeron este sistema de comunicaciones, en los sitios de Harlem y Leyden
por parte del ejército, teniendo gran importancia su participaciéon en las Guerras
de Flandes (1572 — 1574), ya que un aviso del principe de Orange, llevado por
una paloma, anuncié la derrota frente a los espafioles, informacién encontrada
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En Inglaterra, también se introdujo el sistema de las mensajeras en el reinado
de Guillermo Enrique de Nassau (1700 — 1702), los que mas se servian de este
tipo de comunicaciones eran los comerciantes. Sistema que se extendié hasta
el norte de Francia y Bélgica entre los comerciantes. Asimismo, a principios de
1800, una paloma mensajera comunica el fin de la batalla de Waterloo a la
casa Rotschild de Londres (Barbero, 2006)

Tras la apariciéon del telégrafo, el sistema de las mensajeras se vino abajo. Sin
embargo, los belgas empezaron a criar a las palomas, ya no con fines de envio
de mensajes, sino como un pasatiempo, llegando a convertirlo en un deporte,
lo que fue denominado como colombofilia (Castell, 2013).

3.3.2 Manejo productivo

Las palomas mensajeras tienden a mantenerse en el lugar de anidacion, por lo
que los palomares deben ser los adecuados para su crianza. Por lo tanto, el
palomar debe estar en una zona despejada, sobre todo para el lado de la salida
de éste. Ademas, debe estar ubicado de tal forma que el sol penetre para
disminuir la carga patdgena y evitar enfermedades entre los habitantes. Se
recomienda que la densidad debe ser de una pareja de palomas por metro
cubico de espacio, con ventanas que permitan una buena ventilacion. La altura
no debe ser mayor a 2 metros y siempre con material de madera en buenas
condiciones para evitar que en las ranuras habiten insectos, parasitos o
colonias de bacterias y hongos.

La limpieza del palomar es diaria, con rasquetas para remover las excretas que
quedan adheridas al suelo, con el fin de evitar cualquier tipo de contaminacién,
ya que cuando la persona ingresa al palomar, al pisar las heces puede llevarlas
consigo. También se recomienda, sobre todo en zonas secas, aplicar una capa
de arena al piso y a los nidales para poder remover con facilidad las excretas.
Ademas, tras la limpieza se recomienda desinfectar el area con creso (Castelld,
2013).

4.4PALOMAS DE CASTILLA

La paloma de Castilla llega a los 30 cm de altura y pesa cerca de 300 g. El
color de su plumaje es variable y es comun encontrarlas en zonas urbanas
(Skutch, 1989). El habitat natural de las palomas domésticas es en grietas y
hendiduras entre rocas cerca a acantilados; sin embargo, estas aves tienen
una gran capacidad para adaptarse a una gran variedad de habitats,
especialmente en areas cerca a humanos, por ejemplo puentes con vigas de
hierro, edificaciones de piedra y columnas altas de cemento, pero con mayor
frecuencia en edificaciones antiguas. Un estudio realizado en Milan, ltalia,
encontraron una relacién positiva entre la densidad de palomas incrementada
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al ser mas modernas, son mas iluminadas, con mas ventanas y vidrios que
reemplazan muchas veces paredes de cemento (Sacchi et al., 2002). También,
es comun encontrarlas en parques, jardines, granjas, campos de agricultura (Ali
et al., 2013)

El incremento de la poblacién de las palomas a nivel mundial en muchas
ciudades se debe a la gran variedad de alimento, mayormente porque son las
personas las que alimentan las palomas directamente, por comida que se cae y
es aprovechada por ellas, o por el alimento que puedan obtener ellas. En
realidad, es la fuente de alimento la que determina el incremento, disminucién o
mantenimiento de la poblaciéon (Ali ef al., 2013). Entonces, mientras tengan
acceso a su alimento, no es necesario que se muevan grandes distancias y
ademas se pueden reproducir casi todo el afio incubando hasta 2 huevos por
temporada de reproduccién (Ramirez et al., 2008).

4.5INTERFASE PALOMA - HUMANO

Actualmente, el incremento de las poblaciones de palomas domésticas en sitios
publicos como plazas y parques es notoria, y asimismo es una especie comun
en el area metropolitana de las ciudades, por lo que de cierta forma conlleva a
que haya mayor contacto e interaccion entre las personas y éstas (Ramirez ef
al., 2008). La poblacién de palomas puede generar ciertos problemas en los
humanos cuando las heces se acumulan en las edificaciones, caminos y
carros, donde hay mayor acumulo de excretas, es en lugares de anidaciéon y en
dormideros, en estos sitios donde pueden desarroliarse patégenos como
hongos, bacterias y parasitos de importancia en salud publica (Ali et al., 2013).
Un estudio en el 2008 en Costa Rica, realizaron una entrevista con el fin de
saber si las personas conocian los riesgos que conlleva interactuar con las
palomas domésticas, el 65.6% consideraban que era importante la presencia
de estas aves, mientras que algunas las rechazaban por los dafios que causan
a las infraestructuras, un 66% creen que pueden transferirles enfermedades al
estar en contacto directo (Ramirez et al., 2008).

La paloma doméstica puede ser considerada plaga cuando su presencia
genera dafnos en la infraestructura, o ser considerada especie zoondtica
cuando actia como agente vector de enfermedades (Ramirez et al., 2008). El
manejo de estas aves es un serio problema para los municipios, ya que los
costos de limpieza y desinfeccién de los sitios publicos pueden ser altos, por
ejemplo limpiar la plaza Trafalgar en Londres tiene un costo que supera los
95,000 euros (Harris, 1996).

Dentro de la ciudad de Lima, las diferentes municipalidades distritales estan
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“‘Ordenanza que protege la salud humana por la proliferacién de palomas en el
distrito de San Borja”, la cual prohibe la crianza y alimentacién de palomas en
todas las areas publicas y privadas del distrito, con una sancion de 5% UIT; la
municipalidad de Jesus Maria tiene la Ordenanza N° 364 — MDJM: “Ordenanza
que protege a la salud humana y de las palomas domésticas”, la cual prohibe
alimentar en zonas publicas a palomas urbanas, es decir, consideran a aves de
ornamento y asilvestradas sin identificacion o duefio conocido, si no se cumple
tiene una sancion de 180.00 nuevos soles, en este caso, no incluyen a las
palomas mensajeras; la municipalidad de San Miguel tiene la Ordenanza N°
288 — MDSM: “Ordenanza que protege la salud humana y establece medidas
de control en el crecimiento poblacional de las palomas en el distrito de San
Miguel”, la cual prohibe la alimentacién y crianza de las palomas en todas las
areas publicas y privadas del distrito, pero en este caso consideran a las
palomas de ornato, asilvestradas sin identificacion y duefio conocido en el
articulo 2, ademas, en el articulo 3 de la misma ordenanza prohiben criar aves
y en el caso que lo estén haciendo, deben erradicarlas y trasladarlas fuera de
los limites del distrito, en este caso la multa es de 10% UIT la primera vez y
20% UIT por reincidencia; la municipalidad de Santiago de Surco tiene la
Ordenanza N° 334 — MSS: “Régimen de aplicacién de sanciones y cuadro de
infracciones y sanciones de la municipalidad de Santiago de Surco”, la cual
tiene diferentes sanciones en distintas areas, entre las cuales esta el area de
sanidad, donde multan con 25% UIT por alimentar aves silvestres en parques,
via publica y en viviendas.

3.5.1 Enfermedades

Se han registrado cerca de 30 enfermedades de importancia en salud publica,
entre las mas documentadas estan salmonelosis, aspergilosis, estafilococosis,
listeriosis, colibacilosis e histoplasmosis. La forma de contagio puede ser por
contacto directo con las excretas o por inhalacion de éstas cuando estan secas
y se presentan como polvo (Ramirez et al., 2008). También hay registros que
hay enfermedades que afectan a los animales domésticos (Ferman ef al.,
2010).

3.5.1.1 Riesgos sanitarios de importancia en salud publica

Hay una gran variedad de patégenos que pueden afectar a las aves de vida
libre, donde se incluyen las palomas. Si bien algunos de estos patégenos son
especificos de especie, existe un grupo que afecta a otras especies avicolas y
al hombre. Entre los agentes mas importantes transmitidos por las palomas
estan las bacterias Salmonella y Clamidia, y de las levaduras esta
Criptococcus neoformans. Asimismo, hay parasitos importantes como el
Dermanissus gallinae que es un acaro hematéfago (Toro, 2000).
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(Gonzalez et al., 2007). En el ano 1987, una nacién entera sufrié de un brote de
salmonelosis por la cepa Salmonella typhimurium O:4-12, infeccion que fue
seguida hasta obtener la fuente, la cual fue barras de chocolate contaminadas
con excretas de Columba livia, por consiguiente, se tomd como riesgo de
adquirir la enfermedad a todas aquellas personas que estaban en contacto
directo con las palomas o con sus excretas (Kapperud et al., 1998). Por otro
lado, en Barcelona, se realizaron estudios sobre la flora bacteriana intestinal de
las palomas por ser fuente de infeccion de muchas enfermedades en el
hombre, por lo que se tomaron 400 muestras cloacales, se obtuvo como
resultado 6 positivos, que equivale a 1.5% de la poblacién (Casanovas ef al.,
1995).

Otra de las bacterias importantes son aquellas de la especie Chlamidia psittaci,
a pesar de que afecta principalmente a aves del grupo de los psitacidos (loros,
guacamayos, etc.), también afecta a las domésticas, siendo los pavos los mas
susceptibles. En las palomas genera cuadros septicémicos, y en el hombre
conlleva a un cuadro respiratorio severo, denominandose a la enfermedad
psitacosis (Toro, 2000). El riesgo de psitacosis es mayor en las personas que
estan en contacto con las aves o sus tejidos, las infecciones ocurren tras una
exposicion transitoria después de inhalar polvo, plumas o secreciones y
excreciones contaminadas (CFSPH, 2009).

Por otro lado, esta la levadura Criptococcus neoformans la cual encuentra en
las excretas de las aves el ambiente propicio para su desarrollo, y aunque
dichas excretas estén desecadas y expuestas al sol, este patégeno tiene una
gran capacidad para sobrevivir, convirtiéndose en potenciales fuentes de
infeccion (Rosario ef al., 2008). Lo mismo ocurre con el hongo Histoplasma
capsulatum, que encuentra en las heces de las palomas el sustrato necesario
para convertirlo en su habitat adecuado (Ajello, 1964). Ambos infectan
principalmente a personas con el sistema inmune comprometido.

3.5.1.2 Riesgos sanitarios en la produccion aviar

Dentro de los patégenos mas importantes que albergan las palomas
domésticas y pueden afectar a la industria aviar, se encuentra el virus de New
Castle y el de Influenza Aviar. Y por su caracteristica de poder diseminar con
facilidad el patdégeno, es dificil controlar la enfermedad si se presentan casos
eventuales de brotes de enfermedad. Asimismo, la presencia de Salmonella
spp. también es un riesgo sanitario para la producciéon aviar, porque en sus
heces diseminan la bacteria a los gallineros, infectando asi a las gallinas y los
pollos y por consiguiente, puede afectar a sus derivados. La mejor manera de
controlarlas es colocando mallas en los galpones para evitar su paso al interior
de las estructuras. Por ultimo, hay ciertos agentes parasitarios especificos
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4.6 HISTOPLASMOSIS

La histoplasmosis también es conocida como la enfermedad de Darling,
histoplasmosis americana, citomicosis, reticuloendoteliosis, enfermedad de los
murciélagos, enfermedad de las cuevas, fiebre de las cavernas y minas, fiebre
de Tingo Maria, enfermedad del valle de Ohio (Sanchez ef al., 2010). Es una
enfermedad muy frecuente en pacientes inmunodeprimidos porque desarrollan
otro tipo de complicaciones como ulceras, cefaleas, fiebre e incluso puede
llevarlos a la muerte (Digue et al, 2009), aunque también afecta a personas que
visitan zonas endémicas que tienen suelos contaminados con excretas de
aves, por eso también se le considera la “Enfermedad del viajero” (Gutiérrez et
al., 2014). Puede ser considerada de las enfermedades fingicas como la
homéloga a la infeccién bacteriana de la tuberculosis, ya que el Histoplasma
capsulatum y el Mycobacterium tuberculosis usan a los macréfagos como
células hospedadoras y pueden generar una infeccibn aguda, persistente, o
potencialmente diseminada (Woods, 2002).

La enfermedad es causada por el hongo Histoplasma capsulatum, en su fase
parasitaria como levadura, la fase de levadura es posible obtenerla en el
laboratorio cultivando el hongo en una agar enriquecido e incubandolo a 37°C
(Acha, 2001). Dentro de las especies de Histoplasma estan los siguientes
(Sanchez et al., 2010): Histoplasma capsulatum var. capsulatum, que causa la
histoplasmosis americana; Histoplasma capsulatum var. duboisii, causa la
histoplasmosis africana; e Histoplasma capsulatum var. farsiminosum, que
causa la linfangitis epizodtica de los equinos.

De estas, las que afectan al hombre son la var. capsulatum y la var. duboisii, si
bien son muy parecidas en su fase de micelio, pero dentro de los tejidos
infectados varian en tamano, ya que la var. duboisii es mas grande (7 — 15
micrones) que la var. capsulatum (2 — 5 micrones) (Acha, 2001, Sanchez et al.,
2010).

3.6.1 Antecedentes

Aunque diferentes publicaciones sugieren la existencia del hongo Histoplasma
capsulatum desde la antigliedad, en realidad, se puede afirmar que quien
observd y describié por primera vez al hongo, fue el doctor Samuel T. Darling
en el afo 1906 (BMJ, 1945; Emmons, 1957; Woods, 2002; Fernandez et al.,
2011). Hace mas de 100 afios, en el hospital Ancén del Canal de Panama3,
Darling realizaba estudios de ciertos casos clinicos que llamaron su atencién,
principalmente por la frecuencia con que se presentaban la esplenomegalia y
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en esta zona de Latinoamérica (Emmons, 1957). Sin embargo, cuando
examind los frotis de pulmén, bazo y médula 6sea, detecté la presencia de una
gran cantidad de microorganismos ovoides, los que describidé como “un parasito
de forma ovoide a redonda, rodeado de un halo que no se colorea, con un
grosor de aproximadamente 1/6 del diametro del parasito” y con un tamafno de
1 — 4 y (Fernandez et al.,, 2011). Lo denominé parasito por el parecido que
tenia con el protozoo leishmania, incluso por la tipica presencia del halo, lo
nombro “Histoplasma capsulata” (Emmons, 1957), denominacion que corregiria
unos afnos mas tarde en otra publicacion como Histoplasma capsulatum. A
pesar de que ahora se sabe que no es un protozoo y que no tienen ningun tipo
de capsula, el nombre se mantiene.

E! primer caso que se presento6 en el hospital y que capté la atencion de Darling
fue el de un poblador de la Isla de Martinica que present6 lesiones en el
pulmén como el de una tuberculosis de tipo miliar. Después de 2 afos y medio,
se volvio a presentar otro poblador de la Isla de Martinica, con signos clinicos
similares y que tenia poco tiempo en el Canal de Panama, 2 afios mas tarde,
desde la presentacién del segundo caso, se presenté un paciente chino, que
vivid en el Canal de Panama durante 15 afios, como los casos anteriores, con
sintomatologia clinica similar; frente a esta situacién, concluyé que esta
enfermedad era diferente y poco frecuente, porque encontré solo 3 casos de
33,000 pacientes del hospital. En una publicacién hecha en 1909, Darling
describe a la histoplasmosis como una enfermedad infecciosa severa, la cual
se caracteriza por la presencia de esplenomegalia, emaciacion, fiebre,
leucopenia, anemia e invasion del endotelio celular por el agente causal.
Asimismo, puntualizé lo siguiente: “La via de infeccion y la manera en cémo
entra el microorganismo al cuerpo es desconocida” (Emmons, 1957).

No se reportaron mas casos de histoplasmosis hasta 20 afios después en
Minnesota, con el caso fatal de un hondurefo que trabajaba en plantaciones de
platanos (Emmons, 1957). Asimismo en 1934, muy aparte de las
investigaciones realizadas por Emmons, la universidad de Georgetown publicé
el caso clinico de un hombre que presenté durante 15 afos erupciones en la
piel, las cuales en cierto punto, impidieron que éste continuara con su vida
normal. Tras diversos analisis realizados y diagndsticos presuntivos erréneos,
el hombre muere. A la necropsia, la histopatologia de diversos 6rganos (bazo,
higado, pulmones, piel) mostré la presencia de un microorganismo con
apariencia de estar encapsulado. Entonces, debido a las lesiones en la piel y el
agrandamiento de los nédulos linfaticos regionales, se procedié a cultivar dicho
microorganismo, y por medio de sus caracteristicas tanto macroscdpicas como
microscoépicas, su taxonomia correspondia al género Sepedonium (Hansmann
y Schenken, 1934).
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(Silverman et al., 1955), se reporté el caso clinico de una bebe recién nacida
que presentd severos problemas respiratorios, agrandamiento abdominal
debido a la hepatomegalia, secreciones abundantes nasales, fiebre y tos. En la
placa radiografica, se observé infiltraciones nodulares en los pulmones; debido
al progreso de la enfermedad, se le practicoé una esplenectomia. A los 8 meses,
muere el paciente; y, meses después aun no se tenia el diagnéstico ya que la
familia se rehus6 a permitir realizar una autopsia. Por lo tanto, se trabajé con el
bazo, y al realizar el corte histopatoldgico, se encontr6 macréfagos, los cuales
en su interior tenian cuerpos que daban la apariencia de estar encapsulados.
Finalmente, se concluy6 que seria el segundo caso de un infante reportado
(Amolsch y Wax, 1939).

El siguiente reporte, fue de un perro en Panama, en el afo 1945, con
sintomatologia similar y compatible. Sin embargo, el cuarto caso reportado de
histoplasmosis en el canal de Panama, fue en el aino 1951, aproximadamente
45 anos después de las primeras observaciones hechas por Darling (Draheim,
1951). Por el intervalo existente entre el caso de Draheim y el ultimo caso de
Darling, se sospeché que la enfermedad habia desaparecido de Panama, pero
esta hipotesis se rechazoé tras la aparicion del caso canino en 1945. Este ultimo
caso, llevo a la conclusién, que la enfermedad era definitivamente endémica en
esta zona. Por tal motivo, se realizaron estudios en el suelo, que terminaron por
concluir y aceptar dicha hipétesis (Emmons, 1957).

Por otro lado, desde 1945, se presentaron casos de pacientes con
sintomatologia similar a la tuberculosis y que al ser tratados, la enfermedad no
mejoraba (Silverman et al, 1955). Debido a esto, muchos autores
correlacionaron las calcificaciones en el pulmén, la reacciébn negativa a la
prueba de la tuberculina y la reaccion positiva a la prueba de histoplasmina
como un primer paso para el diagnéstico de la histoplasmosis (Lazarus y
Ajellus, 1959). Asimismo, Lazarus y Ajellus en el afo 1959, confirmaron la
prevalencia de histoplasmosis de forma benigna y asintomatica en el valle de
los rios Mississipi y Ohio, Estados Unidos. Desde ese momento, la
histoplasmosis fue reconocida como una enfermedad considerablemente
importante y que debia tenerse en cuenta en los hospitales, principalmente de
zonas endémicas (Silverman et al., 1955).

Como se menciond anteriormente, los casos de histoplasmosis que se
presentaron hicieron creer a los médicos que se trataba de una enfermedad
causada por un parasito, un protozoo, y que cursaba con un cuadro clinico
severo, mortal y que se presentaba en zonas tropicales. Sin embargo, tras
décadas mas tarde, y con diferentes publicaciones realizadas de casos
reportados en diferentes zonas geograficas, es decir, que no necesariamente
han sido de climas tropicales; y que, adicionalmente, el agente causal no era
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Actualmente, la histoplasmosis es conocida a nivel mundial, inclusive existen
areas que son endémicamente conocidas por tener el hongo en el ambiente,
como es el tropico de los Estados Unidos donde hay mayor cantidad de
estudios sobre la enfermedad. Sin embargo, la enfermedad puede
desarrollarse en cualquier parte del mundo, el hongo que es ubicuo como
cualquier hongo, solo tiene que encontrar el sustrato adecuado para asi poder
desarrollarse, y también, encontrar un sistema inmune que permita su rapida
diseminacion en el organismo para lograr la infecciéon (Emmons, 1957).

3.6.2 Etiologia

El Histoplasma capsulatum es un hongo que habita normalmente en el
ambiente, pero principalmente se ha reportado su presencia en suelos con
excretas de aves y de murciélagos. En los Estados Unidos, el Histoplasma
capsulatum mayormente se encuentra en estados de la zona central y del este,
sobre todo en areas alrededor de los valles de Ohio y Mississipi. Sin embargo,
también se han hecho reportes de éste, en partes de América Central,
Sudameérica, Africa, Asia y Australia (Ajello 1964; Acha 2001; CDC, 2015).

La presencia en las heces de murciélagos y de aves, se debe al alto contenido
de nitrégeno y fosfatos generandose asi, un nicho ecolégico enriquecido y
adecuado para que se desarrolle el hongo (Acha, 2001; Woods, 2002,
Fernandez et al., 2011). El Histoplasma capsulatum crece naturalmente como
una forma filamentosa, y al ser incubada a temperaturas entre 28°C y 37°C
durante 8 semanas, se observa su caracteristica dimoérfica (Cermeno et al.,
2006). Para desarrollar adecuadamente su fase filamentosa, requiere de pH
entre 5 y 10, y oxigeno, de manera que se puede afirmar que desarrolla con
preferencia en regiones tropicales y subtropicales con temperatura ambiental
que oscile entre 22 y 29 °C (Fernandez et al., 2011). Por tal motivo, en los
ultimos afios se ha llegado a la conclusiéon que crece con facilidad en cuevas,
minas, granjas, casas abandonadas o en cualquier lugar donde habiten estos
animales, porque presentan condiciones mas o menos estables, en lo que
respecta a temperatura y humedad, sin estar en contacto directo con
radiaciones solares (Cermenio ef al., 2006). La amplia distribuciéon del hongo en
el medio ambiente nos indica que la conidia, que es la parte infectante y la
unidad reproductiva, esta lo suficientemente dispersa y tiene ademas una gran
capacidad de germinar y proliferar bajo condiciones normales (Goos, 1964).

En la fase sapréfita del hongo, la cual se da a temperatura ambiente, se
produce el micelio, las macroconidias y microconidias (parte infectante).

Mientras que la forma levaduriforme, se da a 37°C, y ésta es la Unica forma
. . 110
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la primavera hasta finales de otofilo. Este ejemplar, tenia como funcién,
mediante el uso de una cinta adhesiva en su interior, captar las particulas que
se encontraban en el medio ambiente, y tras una exhaustiva examinacién se
encontraron esporas aéreas de hongos, entre las cuales se captaron particulas
de Histoplasma capsulatum, 1o que llevdé a concluir que las esporas de este
hongo son inhaladas por las personas mientras realizan sus actividades
cotidianas (Rooks, 1954).

Algunos ensayos que se han realizado para determinar cuales son las
condiciones necesarias para el crecimiento y desarrollo del hongo, se ha
controlado temperatura y humedad en camaras cerradas (Menges et al., 1952).
Goos, tras realizar diversas pruebas concluy6é que bajo condiciones 6ptimas el
hongo rara vez crece en menos de 24 horas y que el periodo de incubacién
como minimo debe ser de 48 horas. Cuando las muestras son recogidas del
suelo, cultivarlas también permite que crezcan colonias que requieren menor
tiempo de incubacién inhibiendo asi el crecimiento de Histoplasma capsulatum.
Por consiguiente, las condiciones adecuadas segun este autor para el
crecimiento del hongo debe tener una temperatura cercana a 30 °C, el pH
dentro de un rango de 6.5 — 8.0, y una humedad relativa cerca al 100% (Goos,
1964). Por otro lado, Menges et al. también al poner el hongo bajo condiciones
artificiales, confirmé que el crecimiento del hongo solo se da con 100% de
humedad relativa. Asimismo, observé que no hubo ningin tipo de crecimiento
del hongo en temperaturas entre 5 y 10 °C, y entre 40 y 50°C, es decir, solo
observé el desarrollo del hongo con temperaturas entre 20 y 30 °C (Menges et
al., 1952). Una vez que ha crecido a 37°C al ser incubado, el -hongo presenta
caracteristica morfolégica piriforme a esférica, con un didmetro entre 3y a 15y,
y en la superficie presenta numerosas prominencias (BMJ, 1945).

La pared celular del hongo esta conformada por 3 componentes principales: a
- 1,3 glucano, 8 — 1,3 glucano y quitina. El contenido de quitina es abundante y
en comparacion con otros hongos dimérficos, se puede confirmar que es el que
mayor cantidad tiene de este componente. Como ya se mencioné tiene tanto a
— 1,3 glucano como 8 — 1,3 glucano, sin embargo, la diferencia entre ambos
compuestos se debe a la fase en que se encuentre el hongo. Esto quiere decir,
que si el hongo se encuentra en fase levaduriforme, veremos que en su
membrana plasmatica hay mayor cantidad de a — 1,3 glucano, asociandose
éste como un factor de virulencia de la cepa; mientras que en fase miceliar,
tiene mayor cantidad de B — 1,3 glucano. Ademas de estos 3 compuestos, se
ha considerado otro componente como parte de la membrana plasmatica, pero
que se encuentra en menor cantidad y en la parte mas externa: el
galactomanano. Este ultimo es considerado como el principal polisacarido
antigénico, asimismo, otros polisacaridos generan reacciones cruzadas al

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




UNIVER§[DAD
¥* TESIS CIENTIFICA

DEL SUR

Entre los tipos de Histoplasma capsulatum, se han descrito 2 colonias, las
cuales han sido diferenciables en su etapa micelial por su micromorfologia,
pero es imposible distinguirlas en su etapa levaduriforme. La colonia tipo A, es
aquella colonia albina, algodonosa, de hifas grandes y anchas que llevan
consigo macroconidias en poca cantidad, y microconidias en mayor porcentaje.
La colonia tipo B, es marrén (Brown por las siglas en inglés), su micelio es mas
escaso que la colonia A y su hifa es marron y estrecha con abundantes
microconidias (Tewari y Berkhout, 1972). Durante una investigacioén, en la cual
se inocul6 formas levaduriformes de las colonias tipo A y tipo B, en 12 conejos,
no se encontraron diferencias significativas desde el punto de vista de
patogenicidad. En ambos casos, se evalué de acuerdo a la aparicion de signos
clinicos y el tiempo en que aparecian (Daniels ef al., 1968). Por otro lado, se
realizé la misma investigacion, pero esta vez la inoculacién se hizo en ratones.
En este caso, si se encontraron diferencias patogénicas, resultando que la
colonia tipo B era menos patégena que la colonia tipo A. Igualmente, se evalué
de acuerdo a la aparicion de signos clinicos y el tiempo que demoraban en
aparecer. Por lo tanto, las diferencias se deben principalmente al tipo de
hospedador, ya que los ratones son considerados mas susceptibles que los
conejos para los experimentos realizados para generar la enfermedad (Tewari
y Berkhout, 1972).

Ademas de los tipos de Histoplasma capsulatum que se han podido identificar,
también se han clasificado 3 variedades del hongo. La principal es Histoplasma
capsulatum var. Capsulatum, la cual al encontrarse en el continente americano
por primera vez, y porque la mayoria de casos de histoplasmosis corresponden
a este continente, se denominé a la enfermedad que causaba esta variedad
como histoplasmosis americana, pero por términos practicos, ahora solo se le
denomina histoplasmosis. Las otras 2 variedades son la Histoplasmosis
capsulatum var. Duboisii, agente etiolégico de la histoplasmosis africana; y la
Histoplasmosis capsulatum var. Farciminosum causante de la linfangitis
epizoética de los equinos (Fernandez et al., 2011).

3.6.3 Taxonomia

Este hongo presenta una fase teleomorfa y una fase anamorfa. La primera, es
un ascomiceto filamentoso y fue descrito por primera vez en 1972
denominandose Emmonsiella capsulata. Se ubicé en el género Ajellomyces,
éste posee 3 especies: Ajellomyces dermatitidis, Ajellomyces crescens y
Ajellomyces capsulatu. Sus estados anamorfos pertenecen a 3 géneros
distintos: Blastomyces dermatitidis, Enmonsia crescens e Histoplasma
capsulatum (Fernandez et al, 2011). Segin Fernandez ef al., desde el punto
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e Reino: Eumycota.

e Subreino: Dikaryomycota.

e Divisién: Ascomycota.

o Clase: Euascomycetes.

e Orden: Onygenales.

e Familia: Onygenaceae.

e Género. Emmonsiella (estado teleomorfo), Histoplasma (estado
anamorfo).

e Especie: capsulata (estado teleomorfo), capsulatum (estado anamorfo).

3.6.4 Biologia

Se sabe que la presencia del Histoplasma capsulatum en el suelo, expresa su
fase filamentosa con sus hifas y esporas. Ademas, ingresa al organismo al
esporular via tracto respiratorio (Acha, 2001), y para desarrollar la
sintomatologia clinica, es necesario estar frente a un organismo
inmunocomprometido. Sin embargo, el mayor problema clinico de este hongo,
es que puede persistir en su forma levaduriforme durante afos dentro del
organismo tras presentarse como una infeccién aguda inicial pero subclinica.
La capacidad de adaptarse a su medio ambiente lo hace un hongo de gran
importancia en temas de sanidad, ya sea en del ambiente externo en si, como
dentro del organismo enfrentandose al sistema inmune (Woods, 2002). En el
cuadro 1 se describen algunos factores ambientales importantes y como
responde el hongo frente a ellos (ver anexo Cuadro 1).

3.6.5 Geneética
El Histoplasma capsulatum var. capsulatum es la variedad que mas
importancia se ha dado por tener una distribucién mundial amplia, ha sido
objeto de varios estudios de serotipificacion, quimiotipificacion y
genotipificaciéon. Los aislamientos del hongo que se han realizado en varios
estudios han determinado su gran variabilidad genética (ver anexo cuadro 2),
entre dichos estudios estan las siguientes pruebas: caracterizacidon de
isoenzimas, electroforesis en gel de campo pulsado, polimorfismo de la longitud
de los fragmentos de restriccion (RFLP, siglas en inglés), polimorfismo del ADN
amplificado al azar (RAPD, siglas en inglés) y la secuenciacion de ADN
(Fernandez et al., 2011). De estas pruebas, la mas ampliamente usada es
RFLP, ya que ha determinado 3 grandes clases dentro del Histoplasma
capsulatum var. capsulatum, éstas presentan genotipos diferentes pero su
presencia tiene correlacién con su distribucién geografica. Organismos RFLP
clase 3 predominan en América del Sur y América Central; organismos RFLP
clase 2 predominan en América del Norte y los organismos RFLP clase 1 han

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.



¥ TESIS CIENTIFICA

DEL SUR

para 4 proteinas independientes, ha llevado a que este género deba ser
subdividido en 8 especies procedentes de 6 regiones geograficas diferentes
(Woods, 2002). Entonces, teniendo como base lo anterior, se subdividieron
genéticamente grupos aislados o también denominados clases: América del
Norte clase I, América del Norte clase Il, América Latina grupo A, América
Latina grupo B, Australia, Holanda, Eurasia y Africa. Estos resultados indican la
gran diversidad fenotipica y genotipica, por lo que algunos autores denominan
al hongo como un “complejo de especies” y que cada clase es una especie
integrada por cepas diferentes (Fernandez ef al., 2011).

El genoma del Histoplasma capsulatum mide aproximadamente 25 — 30
Megabases (Mb), con un nimero de cromosomas de 7; estos datos explican la
gran variabilidad genética entre las especies (Woods, 2002). Su contenido de
guanina y citosina esta entre 45.4% y 49.8% en la fase levaduriforme y en la
filamentosa respectivamente (Fernandez ef al., 2011).

3.6.6 Dimorfismo

La caracteristica dimorfica que tienen algunos hongos, es importante desde el
punto de vista como factor de virulencia, ya que las cepas que carecen de esta
habilidad suelen ser de menor virulencia o ser practicamente avirulentos
(Borges-Wamsley y Wamsley, 2000). La transicion de moho a levadura en el
Histoplasma capsulatum se da principalmente por la temperatura tras la
inhalacién de esporas por parte del hospedador; también se puede desarrollar
en el laboratorio generando condiciones similares a las presentadas en el
ambiente (Zeidberg y Ajello, 1954).

Las variaciones de temperatura entre 25°C y 37°C son estimulo suficiente para
dicha transiciéon, pero hay ciertas condiciones ambientales, que en algunos
casos, pueden anular el efecto de la temperatura (Woods, 2002). Los genes
que controlan la transicion moho — levadura han sido el blanco de muchas
investigaciones, segun Borges-Wamsley y Wamsley, plantean que las vias de
sefalizacién permiten esta transicion han podido estudiarse gracias al
organismo Sacharomyces cerevisiae. Este estudio llevé a la conclusién que
dichas vias de sefalizaciéon eran controladas por cAMP y la “mitogen-activated
protein kinase” (MAPK), por lo que los hongos dimérficos han adaptado estos
procesos inmunologicos de cambios morfolégicos durante la infeccidén a un
organismo. Asimismo, algunas sefiales del hospedador, que aun no han sido
bien definidas, contribuyen a que se desarrolle la infecciéon, debido a que la
transicion moho-levadura ocurre mas rapido en animales infectados y en
cultivos con células hospedadoras que en medios de cultivo de laboratorio (in
vitro) y que aun asi estan sujetos a cambios de temperatura (Borges-Wamsley
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como levadura, de manera que, dependiendo del estado inmunolégico, puede
ser controlado por el organismo, o diseminarse libremente via sanguinea o
linfatica (Woods, 2002).

La naturaleza de este hongo, de convertirse en su fase levaduriforme para ser
patdégeno fue demostrada por algunos experimentos realizados por Medoff et
al. donde usaron 2 cepas virulentas de Histoplasma capsulatum, a una de ellas
la trataron con el agente p-chloromercuriphenylsulfonate (PCMS). Esta ultima
no se convirti6 de su fase micelial a su fase levaduriforme a pesar de que fue
cultivada a temperatura de 37°C, y al ser inoculada en un ratdn, fue avirulenta
(Medoff et al., 1987). Para entender genéticamente este proceso de transicidén
de fase micelial a levaduriforme, se realiz6 PCR para evidenciar cuales son los
genes que estan activos en la fase de moho y aquelios en la fase de levadura,
identificandose asi los que regulan la actividad morfogenética denominados
genes “yeast phase-specific” (yps), es decir, son genes que se expresan en la
fase de levadura mas no en fase micelial. El mas reconocido es el gen yps-3
que codifica una proteina ubicada en la pared celular, pero que aun no se sabe
cual es su funcién, sin embargo puede ocasionar una reaccién inmunogénica
en el ser humano. De todas las cepas estudiadas, ninguna expresa el gen yps-
3 durante la fase micelial (Keath y Abidi, 1994; Abidi ef al., 1998), lo que hace
que este gen influya en la fase de transicion y sea la responsable de mantener
en fase de levadura al hongo dentro del hospedador (Weaver et al., 1996).
Asimismo, existen otros genes que tienen la capacidad regular temperaturas
para que sobreviva la levadura o el moho en el ambiente, asi como aquelios
que determinan grados de virulencia de las distintas cepas (Woods, 2002).

3.6.7 Patogenie

Una de las caracteristicas mas importantes durante la infeccion de
histoplasmosis, es que el hongo ingresa directamente a las células del
hospedador, a pesar de que no es considerado un parasito intracelular
obligado. Como la mayoria de los hongos filamentosos que estan en el suelo y
que se diseminan a través de sus conidias, aprovecha cualquier descuido o
problema que presenten las defensas del hospedador, ya sean heridas,
quemaduras, tratamientos con corticoterapias y pacientes infectados con el
virus de la inmunodeficiencia humana, para poder ingresar (Lopez, 2006). Una
vez que el hongo ha ingresado via oronasal al hospedador, llega a los
pulmones, donde su primer enfrentamiento es con los macréfagos residentes,
los macrofagos alveolares. Como parte de su naturaleza, el hongo tiene la
capacidad de multiplicarse rapidamente como levadura, entre 9 a 11 horas
(Bullock y Wright, 1987), gracias a su dimorfismo infecta a individuos
inmunocompetentes o inmunocomprometidos y causa enfermedades
respiratorias y sistémicas. Puede ocurrir que la conidia entre al macrofago y
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como parte de su naturaleza, de inmediato fagocita todo agente extrafio que
encuentra a su paso. Por consiguiente, las levaduras de Histoplasma
capsulatum, se multiplican dentro del macréfago alveolar de tal manera, que
llegan a destruir al macréfago hospedador, y cuando estan liberadas son
identificadas por otros macréfagos, reincidiendo en el mismo procedimiento que
con el macréfago hospedador anterior hasta que se convierte en una infeccién
(Newman et al., 1990). Pero, al mismo tiempo, el antigeno de la levadura es
procesado y es presentado a los linfocitos T mediante el proceso que se
denomina inmunidad mediada por células para asi poder contener la infeccion
aguda o generando que el agente quede en una fase de infeccidn persistente
con baja patogenicidad. La inmunidad mediada por células genera que se
produzcan citoquinas Th1 que activan los macréfagos que presentan
receptores de complemento CR3 y CR4 para la liberacién de citoquinas IL-2 e
IL-12 para que mas macrofagos sean reclutados, de modo que asi se forman
los granulomas epitelioides que controlan la infeccién y llevarlo asi a la
curaciéon espontanea. Los que participan en la defensa del huésped frente al
hongo son las células linfocitos T CD4+, células natural killer (NK), interferon
gamma (INF-y) y las IL-2 e I1L-12. Por lo general, cuando falla la inmunidad del
huésped, es cuando se genera la diseminacion a otros érganos (Sanchez et al.,
2010).

El Histoplasma capsulatum es fagocitado, previamente opsonizado por
anticuerpos y proteinas del complemento, por macréfagos, monocitos vy
neutrofilos. Sin embargo, el hongo ha demostrado tener la capacidad de tomar
rutas alternas para sobrevivir. Se une a los fagocitos mediante 2 integrinas que
poseen los mamiferos y por moléculas de la familia del CD18 que estan en la
superficie de la célula (Bullock y Wright, 1987; Newman ef al., 1990). El poder
alternar entre las moléculas de superficie de los fagocitos, le da una gran
ventaja sobre el hospedador, ya que asi evita el estallido oxidativo, que es un
proceso normal que se da después de la opsonizacién y la fagocitosis. Durante
un estudio realizado por Brummer y Stevens (1995), para saber la interaccion
entre el Histoplasma capsulatum y los macréfagos alveolares, usaron ratones
de la familia Murinae. Entonces, bajo condiciones artificiales concluyeron que el
hongo se multiplica al 100% en un medio preparado con macréfagos alveolares
que solo en un medio de laboratorio. Ademas, que una vez que se activan los
macréfagos alveolares ante la presencia de la levadura, la destruyen a través
de un mecanismo dependiente del peréxido de hidrégeno y productos del 6xido
nitrico sintasa, mientras que solo inhibir el crecimiento y desarrollo del hongo
depende de los productos resultantes del 6xido nitrico sintasa. Sin embargo,
aun no se sabe con exactitud el mecanismo por el cual el hongo puede unirse a
las moléculas de superficie, ya que aun no se han identificado cuales son los
ligandos del hongo que son especificos para los receptores de superficie de
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enzimatica, para sobrevivir a situaciones deletéreas, sobre todo las que se
generan tras el estallido oxidativo (Woods, 2002).

3.6.7.1 Ubicacién intracelular

El hongo puede encontrarse en el medio extracelular, pero es mas frecuente
encontrarlo en las células mononucleares, como son monocitos y macrofagos.
Pero, el hongo también se ha encontrado en los neutréfilos y en algunos
estudios in vitro las células epiteliales se han comportado como hospedadoras,
lo que conlleva a concluir que pueden actuar como reservorios alternativos en
las infecciones persistentes (Lopez, 2006). Una vez que el hongo ingresa al
fagocito, permanece en una vacuola donde se da la fusion del fagosoma con
los lisosomas (Newman et al., 1990). Dicha fusiébn es muy importante, ya que
permite que se cambie el ambiente de la particula o antigeno que se ha
encerrado, principalmente el pH. Esto quiere decir que, acidifica el ambiente
hasta llegar a pH menor a 4 y en ese punto, se da la liberaciéon del contenido
lisosomal, que es basicamente proteasas y otras enzimas hidroliticas (Newman
et al.,1990; Woods, 2002). La fusiéon fagosoma — lisosoma, varia de acuerdo a
la cantidad de Histoplasma capsulatum que ingresa a la célula, es decir,
cuando hay demasiada cantidad de hongo, dicha fusién puede ser inhibida
(Taylor et al., 1989). Aunque el fagocito acidifique el ambiente frente a una
invasion de Histoplasma capsulatum, no afecta con gran magnitud al hongo, ya
que segun estudios in vitro realizados por Berliner (1973), resalta que el hongo,
sea fenotipo A o fenotipo B, crece perfectamente en pH inicial de 5 y puede
llegar hasta 12, y en algunos casos pudo desarrollar con pH entre 4 y 5. Sin
embargo, a pesar de que no afecta con gran magnitud, como se mencion6
anteriormente, si llega a afectarlo de cierta forma por acciéon de las hidrolasas
que se activan en pH bajo.

Newman et al. (1993) demostraron que los neutréfilos tienen potente accién
contra las levaduras del hongo mediante un experimento de laboratorio, donde
cultivaron las levaduras en un agar con polimorfonucleares de humanos. La
capacidad de inhibir el crecimiento y proliferacion del hongo se dio a las 2
horas de haber realizado el procedimiento, y gracias a esto se demostrd que la
mayor accién de inhibiciéon del hongo se da en los granulos azurdfilos, ya que
contienen a los lisosomas y éstos a las hidrolasas acidas. Dentro de los
granulos azurdfilos, se ha logrado identificar cuales son aquellos especificos
que actuan contra la levadura de Histoplasma capsulatum, como son las
defensinas (HNP-1, HANP-2 y HNP-3), catepsina G y la proteina “bactericidal-
permeability-increasing” (BPI), éstas 3 son las mas potentes, pero también hay
las que tienen accion media como las lizosimas y las elastasas (Newman et al.,
2000). Durante todo el proceso de replicacion intracelular de las levaduras, la
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de la levadura también se da un mecanismo de protecciéon frente a la
degradacién a la que esta expuesta, y aunque no se sabe cuales son los genes
que estan involucrados en este procedimiento, se prob6 que el hongo modula
de cierta forma la acidez del pH dentro del fagolisosoma (Eisemberg et al.,
1993). Durante un estudio realizado por Newman (2004) el uso de macréfagos
de ratones, mostraron cierta exclusion de la bomba ATPasa de la membrana
que contenia las levaduras del hongo, por consiguiente se demostré la
capacidad del hongo de excluir la bomba ATPasa, asi puede impedir que la
membrana vacuolar acidifique el ambiente que contiene a las levaduras y evita
que se liberen las enzimas hidroliticas que atacan en el hongo en pH acido.

3.6.7.2 Metabolismo del hongo (adquisicion de hierro)

Los mamiferos tienen la capacidad de secuestrar hierro a través de diversos
mecanismos como respuesta a la infeccion de algun patégeno. Algunos
estudios realizados in vitro con macrofagos de humanos y de ratones
demostraron que pueden limitar el hierro como mecanismo de defensa frente al
Histoplasma capsulatum, ya que como muchos otros patégenos, este hongo
requiere de hierro para desarrollarse.

Timmermann y Woods (1999), observaron que el suero de los mamiferos
puede inhibir el crecimiento in vitro del Histoplasma capsulatum a través de la
proteina transferrina, ya que el efecto inhibitorio era inversamente proporcional
con los niveles de hierro, entonces usaron un quelante de hierro,
deferrioxamina; la cual no es usada por el hongo eficientemente para
aprovechar el hierro, por consiguiente, no permite su desarrollo y su
proliferacion intracelular en las células hospedadoras. La accion de la
deferrioxamina puede ser revertida agregando holotransferrina. Asimismo,
otros tratamientos fueron evaluados de manera artificial, como la activacién de
macréfagos por la citoquina, que también limita el crecimiento del hongo
intracelularmente. Estos resultados son consistentes con la afirmaciéon que
limitar el hierro, es un buen mecanismo de defensa del hospedador frente a la
infeccion de histoplasmosis. Entonces, para poder sobrevivir frente a estos
mecanismos, Histoplasma capsulatum realiza 3 mecanismos para adquirir el
hierro.

Primero, el hongo produce sideréforo hidroxamato que actia como quelantes
de hierro para competir contra la transferrina y asi adquirir el hierro de otras
zonas del hospedador (Howard et al., 2000). El segundo mecanismo consiste
en la reduccion férrica, es decir, el hongo produce extracelularmente la enzima
reductasa férrica, la cual usa la holotransferrina y ferrisideréforos como
sustratos para generar hierro ferroso, removiendo asi el hierro del hospedador
(Timmermann y Woods, 1999). Estos mecanismos pueden actuar de manera
independiente o complementandose, y pueden actuar cuando el hongo esta en
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pH adecuado para que trabaje la transferrina. La transferrina tiene 2 sitios de
unién de hierro los cuales son ocupados por una molécula holotransferrina que
conlleva a la liberacién de hierro a medida que el pH esta por debajo del nivel
neutral hasta ser progresivamente mas acido. Si la transferrina se encuentra en
una saturacion y pH apropiados dentro del compartimento intracelular, esto
podria suministrar hierro férrico libre disponible para el hongo. Por lo que,
siguiendo estos estudios, Newman et al. (1994), inocul6 cloroquina a ratones
infectados con el hongo, y observd que la cloroquina tenia la capacidad de
aumentar el pH, previniendo asi, la liberacion de hierro por parte de la
trasferrina, y por consiguiente tenia efecto inhibitorio para el desarrollo del
hongo dentro de las células (Newman et al., 1994).

La acidificacion del ambiente intracelular puede generar la liberacién de hierro
por parte de la transferrina para que esté disponible para el hongo, pero esto
también genera que incremente la actividad enzimatica de los lisosomas para
degradar el hongo, pero hay que tener en cuenta que el pH 6ptimo entre estos
dos procesos es en cierto punto diferente, por lo que el Histoplasma
capsulatum debe modular el pH de manera que debe estar bajo para poder
adquirir el hierro, pero no lo suficiente como para activar la accién enzimatica
lisosomal (Woods, 2002).

3.6.8 Epidemiologia
La histoplasmosis es una de las infecciones micéticas mas comunes que afecta
a los humanos (Gutiérrez et al., 2014). Se sabe que su distribucidén es mundial,
pero predomina en climas tropicales y subtropicales, principalmente en el
continente americano (Monroy ef al, 2014). Dentro de las variedades del
hongo, Histoplasma capsulatum var. capsulatum es el Unico que se ha descrito
en el continente americano, mientras que Histoplasma capsulatum var. duboisii
es endémico en Africa Central, Africa Occidental y Madagascar (Cermefio et
al., 2006). También se han reportado casos esporadicos en diferentes paises
de Europa, Asia y Africa, aunque ain no se cuenta con los datos
epidemiologicos exactos (Gutiérrez et al., 2014). Muchos habitantes de Estados
Unidos dan positivo a la prueba de histoplasmina, sobre todo aquellos
residentes de Ohio, incluyendo perros (Prior et al., 1970). Si bien la enfermedad
ha sido reportada principalmente en areas rurales, existen también ciertos
brotes en habitantes urbanos, particularmente obreros, como fue el caso de un
brote de histoplasmosis tras la demoliciéon de viejas estructuras en el campus
universitario de Indianapolis. Sin embargo, tanto el hombre como los animales
son hospederos accidentales del hongo y no transmiten la infeccion aunque el
guano de las aves y quiropteros contribuyen al crecimiento del agente
etioldgico (Acha, 2001).
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templado. Se han reportado casos en México, Honduras, Guatemala,
Nicaragua, Costa Rica, Puerto rico, Panama, Bélice, Jamaica, Surinam,
Colombia, Venezuela, Brasil, Ecuador, Argentina y Peru (Sanchez et al., 2010).
Los casos reportados de Europa son raros y generalmente es porque el
paciente ha adquirido la enfermedad por haber estado previamente en una
zona endémica (Acha, 2001). Dentro de los infectados, se estima que en los
Estados Unidos hay aproximadamente 30.000.000, incrementando 200.000 por
ano, sobretodo de aquellas personas procedentes de zonas endémicas,
resultando en un 80% a 90% de positividad a la prueba cutidnea de
histoplasmina (Ajello, 1964; Sanchez et al., 2010). El hongo se desarrolla mejor
en suelos contaminados con heces de aves y de murciélago, pero a diferencia
de las aves, el murciélago si puede infectarse con el hongo y desarrollar la
enfermedad (CDC, 2015). En el Peru, los casos reportados de histoplasmosis
pertenecen en su mayoria a la zona de Alto Huallaga, donde pertenecen las
provincias de los departamentos de Huanuco y San Martin, principalmente las
provincias de Leoncio Prado y Tocache (distritos de Rupa Rupa, Tocache,
Uchiza, Santa Lucia, Aucayacu, Puerto Inca y Zungaro), debido a que cuenta
con ambientes propicios para el hongo (cavernas, cuevas, y poblaciones
importantes de quirdpteros y aves silvestres, relacionados a ambientes de visita
turistica). El distrito de Rupa Rupa, en Tingo Maria tiene la mayor cantidad de
casos reportados porque tiene la famosa “Cueva de las Lechuzas” como
reservorio del hongo que dio pie a la denominacion de “fiebre de Tingo Maria”
(Sanchez et al., 2010).

3.6.8.2 Habitat y fuente de infeccion

Como ya se mencion6 anteriormente, el hongo crece en suelos contaminados
con heces de aves y murciélagos, por lo que estar cerca de estas areas
contaminadas puede generar la aerosolizacién y la exposicion de las personas
a las conidias (CDC, 2008), lo que hace diferente a las heces de estas
especies es el alto contenido de nitrogeno (Sanchez et al., 2010). Ajello (1964),
basandose en estudios realizados durante los afios 1952 hasta 1955 comprobé
que el hongo se encuentra principalmente relacionado a ciertos ambientes
como habitats de gallinas, donde las muestras se colectaron al azar del suelo
con excretas. Durante esos afnos, el rol de las gallinas para la transmision de la
enfermedad era desconocido, aunque si se confirmé que las gallinas no se
infectaban con la enfermedad, ya que tras analizar muchas de ellas, todas
dieron negativo a la presencia de la enfermedad. Se concluyé que las heces de
las gallinas generan las condiciones adecuadas para el Histoplasma
capsulatum en el ambiente; sin embargo, las gallinas no son las unicas
especies que pueden generar dichas Optimas condiciones, también han sido
reportadas las palomas (Columba livia), guacharos (Steatornis canpensis) y
zanates nortefios (Quiscalus quiscula).
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cueva tiene una profundidad de 405 metros, pero solo se ha registrado vida en
los primeros 265 metros, la caracteristica de esta cueva es el habitat natural del
Guacharo (Steatornis caripensis) y algunos murciélagos (Sanchez et al., 2010).
Teniendo reportes del aislamiento de Histoplasma capsulatum del suelo de
esta cueva (Lazarus y Ajello, 1955).

Las condiciones Optimas para el desarrollo del hongo equivalen a una
temperatura entre 22°C y 29°C, precipitacion anual aproximada de 1000 a 1200
mm y humedad relativa entre 67% y 87%. Este hongo, se reproduce mas en
verano, cuando la temperatura y la humedad son elevadas; en temporada seca
se registran mayor cantidad de casos de infecciones, ya que las esporas son
transportadas por el aire y polvo (Sanchez et al., 2010).

3.6.8.3 Via de infeccion

La via de entrada al organismo es a través del aparato respiratorio, ya que es
por donde ingresan las conidias por aerosolizacién. Sin embargo, también hay
casos de ingreso a via cutanea, generando una lesion limitada en la piel
(Sanchez et al., 2010).

3.6.8.4 Periodo de incubacion

Aproximadamente, el periodo de incubacion es entre 1 a 3 semanas, cuando la
infeccién es hiperaguda puede desarrollarse entre 1 y 3 dias, también hay
casos entre 1 y 5 meses después de la exposicion; es decir, tiene un promedio
de 7 a 10 dias (Sanchez et al.,, 2010). Sin embargo, la enfermedad puede
permanecer en el organismo durante muchos afnos y ser reactivada cuando el
sistema inmune esta comprometido (Lépez, 2006).

3.6.8.5 Edad y sexo

En general, no hay una edad especifica para la presentacién de la enfermedad,
pero la mayor cantidad de casos reportados son personas que pertenecen al
grupo etareo de 30 a 50 anos, esto es probablemente por el trabajo que
realizan. Sin embargo, son los pacientes pediatricos los mas susceptibles
porque pueden diseminar con facilidad la enfermedad, y por consiguiente
tienen prondstico reservado. Desde el punto de vista de sexo, los casos
pertenecen mas a hombres que a mujeres, en una relacién de 4:1 (Sanchez et
al., 2010).

3.6.8.6 Ocupacioén

La mayoria de los reportes sobre los brotes de la enfermedad estan
relacionados con la ocupacion de los pacientes, sobre todo aquellos que
realizan actividades de construccién o renovacion ya que son los que estan
mas expuestos a las conidias (CDC, 2008). Dentro de estos, estan aquellos
grupos de alto riesgo como los agricultores, cuidadores de aves de corral,
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personas que realizan turismo y que de alguna forma estan directamente en
contacto con las cuevas, también son consideradas de alto riesgo (CDC, 2008),
porque estos sitios cerrados son los que generan las condiciones ambientales
adecuadas para el desarrollo del Histoplasma capsulatum (Sanchez et al,
2010).

3.6.8.7 Factores predisponentes

De acuerdo a los casos reportados, la mayor cantidad de pacientes que han
padecido de histoplasmosis son aquellos que tienen diferentes tipos de
inmunodeficiencia como diabetes, tumores, leucemia, sida, trasplantes de
organos, que estén recibiendo algun tipo de corticoterapia; nifos, adultos
mayores a 55 afos, etc. (Sanchez et al., 2010; CDC, 2015). Sin embargo,
cualquier persona que ha estado expuesto en un area endémica, puede
adquirir el Histoplasma capsulatum, la infeccién puede ser asintomatica o con
sintomas leves, la persona puede recuperarse asi no reciba ningun tipo de
tratamiento farmacolégico, pero aquellas que no pueden contener la infeccién
necesitan recibir tratamiento antifingico necesariamente (CDC, 2008).

3.6.9 Fuente de infeccion y vias de transmision

El hongo esta de manera sapréfita en el ambiente, y se le puede encontrar en
el suelo, su distribucion no es uniforme debido a que se deben dar ciertas
condiciones para que pueda crecer, como humedad y temperatura adecuadas.
Cuando se han reportado brotes de histoplasmosis, por lo general han estado
asociados con suelos que presentan excretas de aves o de quirépteros (Acha,
2001). Por ejemplo, ha sido encontrado alrededor de granjas de gallinas, en los
dormideros que tenian acumuladas las heces de las aves, también ha sido
encontrado en perreras, casas abandonadas, bajo la sombra de arboles
frecuentados por aves y en cuevas que son nidos de las aves (Price, 1966).

Aparentemente, en estos excrementos el hongo compite con otros
microorganismos del suelo, segun un estudio realizado por Menges y
Habermann (1955) en la ciudad de Kansas, demostraron que el hongo no se
encuentra en otro tipo de heces que no sean de aves, y que ademas las heces
tienen que estar secas. Asimismo, ninglin ave desarrolla la enfermedad, esto
se debe a que poseen elevada temperatura corporal, la temperatura de las
gallinas es de 40°C aproximadamente, mientras que otras aves poseen
temperaturas entre 41°C y 43°C. Por esta razdn, algunos autores consideran a
las aves actian como agentes pasivos en la epidemiologia, porque sus heces
favorecen el desarrollo del Histoplasma capsulatum. Sin embargo, los
quirépteros si pueden infectarse del hongo y eliminarlo en sus heces y asi lo
diseminan (Acha, 2001).
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naturales mediante ciertas actividades que permitan la diseminaciéon y
dispersion en el aire del agente como la remocién de tierra, demoliciones de
edificaciones abandonadas o antiguas, visitas a cuevas (Rooks, 1954). Pero,
hay probabilidades menores de que las esporas en lugar de ser inhaladas,
sean ingestadas, y las lesiones se desarrollan en el tracto digestivo, higado y
bazo. Muchos autores que han reportado sus casos clinicos en humanos,
creen que debe haber una infeccibn masiva en una persona sana para que
llegue a mostrar signos clinicos de la enfermedad (Price, 1966).

3.6.10 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas van a estar de acuerdo a la edad del paciente,
dosis infectante y el estado inmunolégico del huésped, es decir, estos factores
determinan ademas de la forma clinica, el pronostico de la enfermedad (Acha,
2001). De acuerdo al espectro clinico de la enfermedad, se puede desarrollar la
histoplasmosis desde formas asintomaticas hasta una enfermedad fatal que
llega a ser diseminada (Silverman ef al., 1955). Existen diferentes
clasificaciones de acuerdo a la presentacion de los signos clinicos, por lo que
se ha desarrollado la siguiente: Histoplasmosis primaria que puede ser
asintomatica o subclinica, pulmonar aguda, pulmonar croénica o cutanea
primaria; histoplasmosis secundaria o diseminada en la cual se considera si es
aguda, subaguda o crbnica; y la histoplasmosis mediada inmunoldégicamente
en la cual esta la histoplasmoma, la fibrosis mediastinica (mediastinitis) y el
sindrome ocular.

3.6.10.1 Histoplasmosis primaria.

3.6.10.1.1 Histoplasmosis asintomatica o subclinica.

En este caso, la enfermedad no presenta signos clinicos ni sintomas, solo es
posible detectar la enfermedad mediante la prueba cutanea de la
histoplasmina, y en algunos casos a través de estudios radiolégicos ya que
algunos pacientes presentan focos de calcificacion en el pulmén. Sin embargo,
la presentacién de las calcificaciones es mas frecuente en zonas donde la
sensibilidad a la prueba cutanea de histoplasmina es elevada que en areas que
presentan baja sensibilidad (Silverman et al, 1955). Por lo general, la
sintomatologia es leve, ya que se ha registrado que inicia con signos que no
representan riesgo alguno para las personas porque los identifican como una
simple gripe, que no necesita atencion médica, pasa inadvertida y se da la
curacién espontanea (Silverman et al., 1955; Sanchez et al., 2010)

3.6.10.1.2 Histoplasmosis pulmonar aguda.
La infeccion aguda se puede desarrollar en personas sanas, si la dosis
infectante es alta y presenta infiltrados pulmonares difusos con cierto grado de
dificultad respiratoria. Las placas radiograficas revelan infiltrados intersticiales
difusos, asociados por lo general, con linfadenopatia hiliar o mediastinal. Lo
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mediante una buena anamnesis, al verificar la historia del paciente de visita a
areas endémicas (Wheat, 2006). El desarrollo de la enfermedad es similar al de
la tuberculosis pulmonar, con una infeccién primaria o la activacién de un foco
latente, que puede causar, aunque muy raro, una reinfecciéon. Por lo tanto, un
patron miliar es frecuente e indica una forma diseminada o que ha sido
consecuencia de una exposicidn intensa (Sanchez et al., 2010).

3.6.10.1.3 Histoplasmosis pulmonar crénica.

También presenta sintomatologia clinica y suele presentarse en hombres
adultos con historia de enfisema, fumadores cronicos, bronquitis crénica, ya
que son casos que no pueden controlar la presencia del hongo. Los pacientes
presentan tos con sangre, moco o pus, bajos grados de fiebre escalofrios,
sudoraciones nocturnas y pérdida de peso. En la placa radiografica se puede
observar pulmones con cavitaciones, lesiones de calcificacién que también se
observan en los nédulos linfaticos regionales, o que indica que el paciente ha
presentado anteriormente la enfermedad o que ha estado constantemente
expuesto al hongo (Wheat, 2006). En este tipo de presentacién clinica, no se
suele observar manifestaciones cutaneas. La infeccion se puede controlar con
el tratamiento micético, pero la cicatrizacion del pulmén se mantiene. Sin
embargo, ocasionalmente los pacientes deben hacerse andlisis clinicos para
controlar recaidas. Dentro de las complicaciones esta la artritis, fibrosis
pulmonar, pericarditis, insuficiencia respiratoria e histoplasmosis diseminada
(Sanchez et. al, 2010).

3.6.10.1.4 Histoplasmosis cutanea primaria.

Este tipo de presentaciéon clinica se genera como consecuencia de un foco
primario pulmonar sintomatico (agudo o crénico) o asintomatico que se ha
diseminado a nivel sistémico. La histoplasmosis cutanea primaria es poco
frecuente, cuando se presentan lesiones en la piel, primero se descarta la
afeccion sistémica que puede ser sutil y con placas radiograficas de térax
aparentemente normales. En este caso, las lesiones son inespecificas y
polimérficas, similar a cualquier lesion de piel con presencia de nédulos
diseminados, erisipela, ulceras; estas Ultimas pueden ser extensas o estar
autolimitadas, por lo que estudios histolégicos y serolégicos son
imprescindibles para llegar al diagnéstico definitivo. En la mayoria de los casos
se presenta en personas inmunocomprometidas, pero también se ha
presentado en individuos inmunocompetentes. En este ultimo caso, la afeccién
es normalmente autolimitada y en algunos casos, puede regresionar sin ningun
tipo de tratamiento porque el hongo en si, no tiene afinidad por la piel (Ramos
et. al, 2015).

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




¥* TESIS CIENTIFICA

DELSUR *“.

via sanguinea desde los pulmones al resto del sistema. Es una presentaciéon
comun en pacientes con el sistema inmune severamente afectado por ejemplo
en casos de linfomas, alcoholismo cronico, desnutricibn severa e

inmunodepresién por VIH. Por lo general, la diseminacién se da en la infeccion
aguda y puede desarrollarse tras una reinfeccion (Sanchez et al.,, 2010). Las
manifestaciones clinicas varian en relacién a la cantidad de agente al que se
ha estado expuesto y el estado inmunitario del paciente, algunos pueden
manifestarse inmediatamente o poco después de la exposicidon, como en otros
casos, puede haber periodos largos sin manifestarse clinicamente vy
eventualmente tener recaidas sintomaticas (Gutiérrez et al., 2014).

3.6.10.2.1 Histoplasmosis diseminada aguda.

Es comun en pacientes con leucemia, linfoma, transplantes de 6rganos y SIDA.
Se puede observar adelgazamiento progresivo, fiebre, anorexia, diarreas,
vomitos, hepatomegalia, esplenomegalia, adenomegalia y anemia. También se
presentan cuadros respiratorios con tos con expectoracibn mucopurulenta, y
disnea. En la placa radiografica de toérax los pulmones presentan infiltrados del
intersticio pulmonar bilateral. Como es diseminada, también se presentan
lesiones en la piel, ya sean ndédulos o Glceras. Una de las particularidades de
esta presentacién clinica, es que el cuadro clinico es similar al de una
septicemia con falla multiorganica y coagulacién intravascular diseminada
(CID). En este caso, si no es tratada, tiene un curso fatal (Sanchez et. al.,
2010).

3.6.10.2.2 Histoplasmosis diseminada subaguda.

Este tipo de presentacion es muy comuin en nifios y pacientes con problemas
en el sistema inmune. En pacientes con VIH y que presentan histoplasmosis
diseminada, el mayor porcentaje de casos pertenecen a este tipo de
histoplasmosis diseminada. Los signos clinicos y sintomas son inespecificos
como la pérdida de peso, fiebre que dura varios dias, anorexia, diarreas y
vémitos. A nivel de piel, las lesiones son papulas de 2 a 4 mm de didmetro y
son mas profundas que en la histoplasmosis diseminada aguda. El aparato
gastrointestinal también suele afectarse (Sanchez et. al, 2010).

3.6.10.2.3 Histoplasmosis diseminada crénica.
La histoplasmosis diseminada cronica es mas comun en varones entre los 40 y
60 afios y cursa con fiebre, sudoracién nocturna, pérdida de peso progresiva,
sintomatologia respiratoria, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia,
lesiones en la piel y en mucosas. En el cuadro epidérmico hay eritema, placas,
papulas, nédulos, ulceras que pueden estar también en la mucosa, por lo
general, las lesiones se hallan en la cara, tronco y miembros superiores. En los
pacientes con el sistema inmune comprometido, las lesiones pueden
evolucionar hasta la necrosis. Sin embargo, en pacientes con VIH también se
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3.6.10.3 Histoplasmosis mediada inmunolégicamente.
Se presenta cuando hay una infeccion latente por la liberacién de antigenos
constantemente, por lo que su progresion es lenta.

3.6.10.3.1 Histoplasmoma.

La histoplasmoma es una masa fibrosa que desde el punto de vista
histolégico es un foco necrético pequeno rodeado de una capsula fibrosa. Por
lo tanto, es facil distinguirlo en placas radiograficas, suelen tener un tamario
entre 5 mm a 3 cm, por lo general tienen presentacién Unica. A veces se
confunden en su diagnéstico con tumores (Goodwin y Snell, 1969). En casos
muy raros, se presentan a nivel del cerebro y los confunden con tumores
cerebrales, hasta el afio 2005 sélo se han reportado 11 casos a nivel mundial
(Gasparetto et al., 2005).

3.6.10.3.2 Fibrosis mediastinica o mediastinitis.
Es similar a la mediastinitis fibrosante, genera compresion intrinseca a nivel
de la vena cava superior y del eséfago. Responde bien al tratamiento
farmacoloégico (Sanchez et al., 2010).

3.6.10.3.3 Sindrome ocular.
La histoplasmosis a nivel ocular genera coriorretinitis cronica que puede
producir un desprendimiento de la retina, hemorragias y cicatrices. Algunos
autores describen las lesiones como pequefias zonas blancas rodeadas de
hemorragia. Si no se trata, puede ocasionar ceguera (Woods y Wahlen, 1959).

3.6.11 Histoplasmosis en pacientes con VIH

Como se mencion6é anteriormente, la histoplasmosis es una enfermedad
oportunista porque afecta principalmente a personas con el sistema inmune
comprometido, sobretodo en pacientes con el sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida, incluso se sabe que es la micosis sistémica mas comun entre estos
pacientes. Por lo tanto, las manifestaciones clinicas son de tipo sistémicas y
multiorganicas. La infeccion puede ser adquirida recientemente o por una
infeccion latente, por lo que los signos y sintomas van desde pulmonares hasta
epidérmicos e inclusive, se pueden observar lesiones a nivel de las mucosas
(Sanchez et al., 2010).

A pesar de que los tratamientos retrovirales son muy efectivos, ain se reportan
tasas altas de mortalidad entre 12 y 48% en diferentes paises en pacientes con
histoplasmosis y que estan coinfectados con el VIH. Caceres et al. (2012),
registraron diferentes datos porcentuales de diferentes paises sobre la
histoplasmosis y su relacién con los pacientes VIH positivo, y por ejemplo en
Estados Unidos, los casos desde 1999 hasta el 2006, representaban una
mortalidad de 39%; en Colombia, entre los afios 1979 — 2001 la tasa era de
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3.6.12 Histoplasmosis en animales

La histoplasmosis no solo afecta al hombre, sino también a los animales,
muchos mamiferos domésticos y silvestres pueden adquirir la enfermedad,
principalmente aquellos que habitan en zonas endémicas. Se ha registrado en
bovinos, ovinos, equinos y con mayor frecuencia en caninos (Price, 1966;
Acha, 2001)

Prior et al. (1970) evaluaron 837 perros de la zona de Ohio, de los cuales 5
fueron positivos a la prueba cutanea de la histoplasmina, por lo que se realizé
un cultivo para confirmar la presencia del agente etiolégico. Dentro de las
mascotas, tanto los gatos como los perros pueden desarrollar la enfermedad,
pero no hay transmision entre los animales. Siendo los gatos mas susceptibles
que los perros (Brémel y Sykes, 2005). En los animales, la sintomatologia
clinica es similar a la de humanos, por ejemplo puede darse el caso que se
infectan pero no desarrollan la enfermedad, es decir, tener la presentacion
asintomatica. Cuando hay presencia de signos clinicos, se puede observar tos,
decaimiento y pérdida de peso (CDC, 2015).

Ademas de los animales menores, dentro de las especies domésticas también
se ha reportado en bovinos y ovinos. En los animales silvestres existen
reportes en un roedor silvestre (Proechimys guyanensis) y de un perezoso en
Brasil (Acha, 2001).

Rezabek et al. (1993) diagnosticaron 9 caballos con histoplasmosis durante los
afos 1986 — 1990. En dichos animales, generé cuadros de placentitis
granulomatosa y abortos a partir del sétimo mes de gestaciéon y causé la
muerte a recién nacidos por neumonia granulomatosa.

Shacklette et al. (1962) trabajaron con mas de 100 murciélagos recolectados
de un edificio abandonado en la Reptiblica de Panama, capturaron las especies
Chilonycterus rubiginosa fusca y Carollia perspiculata azteca, el 21.3% de los
quirépteros dieron positivo a la presencia de Histoplasma capsulatum.

3.6.13 Diagnéstico
Existen diversas técnicas para diagnosticar la enfermedad, desde métodos
directos y convencionales hasta métodos de nivel molecular.

3.6.13.1 Examen en fresco y diferentes coloraciones.
El examen fresco consiste en la observacion directa de la muestra clinica,
algunos autores no confian en esta técnica porque el agente es intracelular y
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de Schiff (PAS) y la plata metenamina o Grocott. Son muy usadas para las
muestras de esputo y lavado broncoalveolar, también se usan en biopsias,
raspados y extendidos de médula 6sea. Al microscopio se observan las
levaduras ubicadas intracelularmente y se colorean de acuerdo a la tincién
usada. Cabe resaltar, que no debe usarse como método Unico de diagndstico
porque va a depender de la experiencia del observador el poder identificarlas,
ademas de que puede confundirse facilmente con otros agentes como Candida
spp., Blastomyces dermatitides y Cryptococcus neoformans (Muhoz et al,
2010).

3.6.13.2 Cultivo microbiolégico.

Muchos autores consideran a esta prueba como la “Gold standart” ya que
permite el diagnéstico definitivo del hongo. Consiste en reconocer las
caracteristicas morfolégicas del agente en el agar desde el punto de vista
macroscépico como microscopico. Se siembra material patolégico en agar
Sabouraud glucosado con antibibtico, siendo cloranfenicol la mejor opcién, en
dos tipos de temperaturas por su caracteristica dimorfica, es decir a 28°C
(temperatura ambiente) y a 37°C (temperatura corporal de un mamifero), el
tiempo de incubaciéon debe ser entre 2 y 4 semanas, aunque algunos
recomiendan dejar la muestra hasta la semana 12 (Gutiérrez et al., 2011).

3.6.13.3 Hemocultivo por lisis centrifugacion.
Este es un método poco convencional que consiste en poner una muestra de
sangre a un procedimiento de lisis, donde los elementos de la sangre como los
eritrocitos y los leucocitos se ponen en contacto con ciertas sustancias liticas
como la saponina, de modo que son destruidos y las levaduras intracelulares
se liberan (Munoz et al., 2010).

3.6.13.4 Biopsia.
Esta prueba es bastante utilizada cuando las manifestaciones clinicas son de
tipo muco - cutaneas. A nivel histolégico se observa signos de inflamacién
aguda con los polimorfonucleares y macréfagos que en su interior tienen las
levaduras de 2 a 4 um de diametro y de forma ovalada (Sanchez et al., 2010).

3.6.13.5 Fijacion de complemento e inmunodifusion en agar gel.
Ambas pruebas detectan anticuerpos contra Histoplasma capsulatum. La
prueba de fijacion de complemento (FC) detecta y mide anticuerpos fijadores
de complemento especificos contra el hongo, se debe usar con suero o liquido
cefalorraquideo del paciente, cuando los titulos resultan entre 1.8 y 1:16
sugieren que existi6 un posible contacto con el hongo, pero titulos de 1:32
corresponden a una histoplasmosis activa. La prueba de inmunodifusién en
agar gel, identifican bandas de precipitados denominadas H y M para el
Histoplasma capsulatum, las cuales son proteinas que permiten diagnosticar si
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reconocen pueden permanecer durante anos tras la infeccidn (Mufoz et al.,
2010).

3.6.13.6 ELISA directa e indirecta.
Son métodos que se han usado muy poco por su dificil interpretacién vy
estandarizacion. Ademas, cuando han sido probados con otras enfermedades
fungicas como paracoccidioimicosis, blastomicosis, aspergilosis, candidiasis y
coccidioimicosis, genera reaccion cruzada, afectandose su sensibilidad y su
especificidad (Kauffman, 2007; Mufioz et al., 2010).

3.6.13.7 Antigeno urinario.
Tiene una sensibilidad por encima del 90% en casos de enfermedad
diseminada, se usa principalmente en pacientes con recaida a la enfermedad
(Sanchez et al., 2010).

3.6.13.8 Prueba cutanea de la histoplasmina.

Esta prueba permite diagnosticar una infeccion primaria, sintomatica o
asintomatica, tanto en sujetos inmunocomprometidos como en
inmunocompetentes. Consiste en inocular intradérmicamente el agente en una
concentracion de 1% en la regiéon antebraquial anterior, después de 48 horas
se evalla, si se observa la formacién de una papula mayor a 5 mm de
diametro, se considera positivo. Aunque la especificidad de la prueba puede
ser discutida porque genera reacciones cruzadas con otros hongos como
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis y Paracoccidioides brasiliensis.
Se usa principalmente en estudios epidemiolégicos (Torres et al., 2000).

3.6.13.9 Pruebas moleculares.
Se ha utilizado la prueba de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) en
casos experimentales porque para diagnostico de la enfermedad no ha sido
del todo definido su uso porque no se pueden estandarizar los métodos para
confirmar la presencia del hongo (Kauffman, 2009).

3.6.13.10 Rayos X

Si bien este tipo de diagndstico no es especifico, son muy dutiles e
imprescindibles cuando se presentan los cuadros respiratorios (Monroy et al.,
2014). Durante un estudio realizado por Conces et al. (1993) en pacientes VIH
positivo, se realizaron radiografias de térax a 50 pacientes, de los cuales 27
presentaron placas radiograficas aparentemente normales (sin lesiones
aparentes) y 23 con ciertas anormalidades como opacidades irregulares y
nodulares.
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paciente y patologias asociadas. Los compuestos azédlicos como el
ketoconazol, itraconazol, fluconazol y posaconazol, asi como la anfotericina B
son los mas usados y eficaces contra el Histoplasma capsulatum (Negroni et
al., 2010).

La anfotericina B tiene como mecanismo de accidn alterar la permeabilidad de
la membrana, lo que conlleva a la pérdida de moléculas importantes para el
hongo, tiene 2 formas de presentacién: convencional y liposomada. La primera,
se aplica en dosis de 0.7 — 1 mg/kg/dia IV hasta alcanzar dosis de 35 mg/kg en
2 a 4 meses, entre los efectos adversos esta la nefrotoxicidad. La segunda, se
aplica en dosis de 3 — 5 mg/kg/dia hasta llegar a dosis de 100 — 200 mg/kg en 2
a 4 meses, por lo general esta dosis se usa en pacientes con VIH y cuando la
histoplasmosis estd en fase diseminada, no es tan nefrotéxica como la
convencional (Sanchez et al., 2010).

Los farmacos azoles tienen actividad fungistatica, es decir, inhiben la mutilacién
del lanosterol de la membrana por su unién a la enzima del citocromo P 450, lo
que conlleva a la acumulaciéon de esteroles y de ergosterol, y asi se genera
pérdida de integridad de la membrana del hongo (Sanchez et al., 2010).

Para la histoplasmosis pulmonar aguda se da un tratamiento corto de
anfotericina B via intravenosa durante 2 a 3 semanas (Acha, 2001). Negroni et
al. (2010) establecieron tratamientos de la histoplasmosis diseminada
progresiva: para la diseminada crénica, iltraconazol (100 — 200 mg por 6
meses), anfotericina B (0.7 mg/kg de 2 a 3 meses), y ketoconazol (400 mg por
12 meses); para la diseminada subaguda, itraconazol (600 mg por 2 a 3 dias;
400 mg por 3 meses) y anfotericina B (0.7 mg de 2 a 3 meses); para la
diseminada aguda, anfotericina B (0.7 mg/kg de 2 a 3 meses).

Segun Kauffman (2009) el tratamiento adecuado corresponde al uso de
itraconazol frente a una infeccién leve a moderada y el uso de anfotericina B
cuando la infecciéon es severa. Dentro de la familia de los azoles, el fluconazol
es considerado como segunda opcién porque sus niveles de concentracion al
inicio son bajos pero duran lo suficiente como para evitar recaidas en
comparacién con el itraconazol. El ketoconazol es el menos usado porque es
mas toxico y menos efectivo que el itraconazol. El voriconazol y el posaconazol
también se consideran de segunda linea porque no hay reportes que se hayan
usado en el tratamiento de histoplasmosis.

Wheat et al. (2007) crearon una guia practica especifica para el tratamiento de
la histoplasmosis en todas sus presentaciones, desde una presentacion
limitada a una diseminada. Ademas, propone tratamientos de por vida
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anfotericina B. Los tratamientos para mujeres embarazadas y nifios solo varian
en las concentraciones ya que no tienen efectos adversos inmediatos.
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V. MATERIALES Y METODOS

4.1 Lugar de estudio.

El trabajo de investigaciéon se realizd en la provincia de Lima, Departamento de
Lima, estd ubicado en la region central y occidental del territorio peruano,
abarcando zonas interandinas y del litoral. Tiene una extension de 34 948. 57
km?, lo que equivale a un 2.7% del territorio nacional. El clima es variado,
templado, humedo y con alta nubosidad en invierno en la zona costera, donde
las precipitaciones son escasas y solo se producen las gartas (INEl, 2015).
Los lugares de obtencion de muestras para las palomas de Castilla fueron la
iglesia La Merced, iglesia San Agustin, Iglesia Santa Rosa, iglesia San
Francisco, Granja El Arriero y la universidad Cientifica del Sur. Por otro lado,
las muestras de las palomas mensajeras fueron obtenidas de 4 palomas
distintos.

4.2 Poblacion y muestra.

Para esta investigacion se trabajé con 2 tipos de poblaciones, finita (palomas
mensajeras) y no finita (palomas de Castilla). Para la poblacién no finita de las
palomas de Castilla, se utilizé la siguiente férmula:

Con un prevalencia de 1.3% en base a un trabajo realizado en Venezuela en el
afio 2006 (Cermenio et al., 2006) para Histoplasma capsulatum en palomas de
Castilla.

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




¥ TESIS CIENTIFICA

DELSUR

Resultando 20 individuos como minimo. Pero, se trabajé con 126 muestras y se
utilizé el método de seleccidbn de muestra de tipo dirigida. Las muestras se
recolectaron del suelo, fueron seleccionadas por el area mas cercana de
anidacion y secas, condicién necesaria para la presencia del hongo.

Para la poblacion finita de palomas mensajeras, se utilizé la siguiente férmula:

Con una prevalencia referencial de 1.3% y una poblacién aproximada de 3000
ejemplares (dato obtenido por la Asociacion de Colombofilos del Peru),

_ Z%a/2p(1-p)N (1.96)%x0.013(1—-0.013)(3000)
= (N-1)E2+Z2a/2p(1-p) ~ (3000-1){0.05)%+(1.96)2x0.013(1—0.013)
que equivale a 20

Y obtenemos 19.59,

Resultando 20 individuos como minimo. Sin embargo, se utilizd 119 muestras.
Las muestras se recolectaron de los palomares y se utilizé6 método de selecciéon
muestral de tipo dirigida.

4.3 Toma y remision de muestras

Las muestras se recolectaron entre los meses de Setiembre, Octubre,
Noviembre y Diciembre del 2015. Se tomaron las heces secas de diferentes
ubicaciones de la ciudad de Lima. De cada lugar, se recolectd
aproximadamente 20 gramos de heces secas. Todas las muestras fueron
colocadas en bolsas plasticas con cierre hermético y fueron remitidas al
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur para ser
procesadas el mismo dia.

Se tomaron las medidas de bioseguridad que correspondian, se usé mascarilla
descartable SEGRE para proteccion de todo tipo de particulas, mameluco
descartable DUPONT para proteccion de particulas secas y guantes
desechables ANSELL.

4.4 Procesamiento de muestras
El procesamiento de las muestras se realizé en base a la técnica descrita por
Cermeiio (2006), donde las heces fueron mezcladas con solucién salina estéril
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alicuota de 0.1 mi del sobrenadante y fue sembrado en agar Sabouraud. Por la
caracteristica dimérfica del hongo, se prepararon 2 tubos por muestra, uno fue
incubado a 37°C y el otro a temperatura ambiente (28°C aproximadamente). La
observacion se realiz6 diariamente.

4.5 Identificacion

Luego del crecimiento, se identificaron mediante sus caracteristicas
macroscopicas, por la forma, color, tiempo de crecimiento, y caracteristicas
microscopicas. Para el crecimiento en forma de levadura, con un ansa estéril
se tomoé la muestra y se colocd en una iamina portaobjetos con una gota de
lactofenol, se mezclé6 hasta obtener una soluciéon uniforme, se colocd una
lamina cubreobjetos y observé en el microscopio a un aumento de 100X, de
acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas, se realizaban pruebas adicionales
para identificar una especie especifica (tinta china, prueba de urea, etc.).
Cuando Ia colonia presenté crecimiento tipo moho, se utilizé cinta adhesiva,
una impronta que se colocd en una lamina portaobjetos con una gota de
lactofenol y posterior observacién en el microscopio a un aumento de 10X, para
reconocer ciertas caracteristicas morfolégicas como la presencia de un
conidiéforo, se incrementaba el aumento a 100x para poder identificar la
especie. Los diagnésticos se realizaban de acuerdo a las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de cada colonia.

4.6 Analisis de datos

Se obtuvo el porcentaje de presentacion del Histoplasma capsulatum en base a
las 245 muestras recolectadas y se utilizé6 el programa de simulacion
estocastica beta — pert (@Risk).

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




¥ TESIS CIENTIFICA

DELSUR “.,,,

VI. RESULTADOS

Se tomaron 245 muestras de heces de palomas domésticas (Columba livia) en
la ciudad de Lima, tanto de palomas de Castilla como de palomas mensajeras.
Los lugares de obtencion de muestras para las palomas de Castilla fueron la
iglesia La Merced (n=30), iglesia San Agustin (n=12), iglesia Santa Rosa
(n=30), iglesia San Francisco (n=13), Granja El Arriero (n=24) y la Universidad
Cientifica del Sur (n=17). Por otro lado, las muestras de las palomas
mensajeras fueron obtenidas de los siguientes lugares: palomar 1 (n=30),
palomar 2 (n=24), palomar 3 (n=31) y palomar 4 (n=34).

El 0.41% (1/245) de las muestras tomadas fueron positivas a la presencia del
hongo Histoplasma capsulatum. El modelo de simulaciones estocasticas de
distribucién beta demostrd una prevalencia minima de 0.36% y una maxima de
0.45%.
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Tabla 1.- Porcentaje del total de muestras positivas de acuerdo al origen

(N=245).

Positivo Negativo Total N
Lugar n % n %
Palomar 1 0 0 30 12.2 30
Palomar 2 0 0 24 9.8 24
Palomar 3 0 0 31 12.7 31
Palomar 4 0 0 34 13.9 34
Iglesia La Merced 0 0 30 12.2 30
Iglesia Santa Rosa 0 0 30 12.2 30
Iglesia San Agustin 1 0.4 11 4.5 12
Iglesia San 0 0 13 5.3 13
Francisco
El Arriero 0 0 24 9.8 24
UCSUR 0 0 17 6.9 17
TOTAL 1 0.4 244 99.6 245

Tabla 2.- Porcentaje del total de muestras positivas de acuerdo al tipo de
paloma.

Positivo Negativo Total N
Tipo de paloma % n %
Mensajera 0 0 119 100 119
De Castilla 1 0.8 125 99.2 126
TOTAL 1 244 245
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VIl. DISCUSION

Existen diferentes estudios sobre la histoplasmosis, enfermedad causada por el
hongo Histoplasma capsulatum. En el presente estudio se determind la
presencia del hongo en las heces de palomas mensajeras y de Castilla de la
ciudad de Lima, las muestras fueron tomadas del suelo; al igual que el estudio
realizado por Emmons (1949), que reporté por primera vez al hongo aislado a
partir de 384 muestras de suelo, resultando 0.52% (2/384) de muestras
positivas al hongo en mencién, éstas fueron inoculadas en ratas, las cuales al
desarrollar la enfermedad, reconfirmaron la presencia del hongo. Zeidberg et al.
(1952), reporta 23.4% (70/299) muestras positivas del suelo del condado
Williamson, en base a la reaccion positiva a la histoplasmina, muestras que
fueron confirmadas mediante la inoculacion en ratones. Por ello, el muestreo
para el presente estudio se realiz6 a partir de muestras del ambiente
vinculadas a areas de anidacion, en este caso, se tomaron 245 muestras, se
cultivaron en agar Sabouraud, y se procedié a su identificacion micoldgica.

Para el diagnéstico de la histoplasmosis hay diversas pruebas que van desde
métodos directos y convencionales hasta pruebas moleculares. En el caso de
las primeras esta el examen directo realizado con diferentes coloraciones,
hemocultivo por lisis centrifugaciéon (Mufoz et al., 2010), cultivo microbiolégico,
biopsias, prueba de antigeno urinario (Sanchez et al,, 2010), prueba cutanea
de la histoplasmina (Torres et al.,, 2000) y rayos X (Monroy et al.,, 2014); entre
las pruebas inmunologicas estd la prueba de fijacibn de complemento,
inmunodifusion en agar gel (Mufioz et al, 2010), ELISA directa e indirecta
(Kauffman, 2007); y la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa
(Kauffman, 2009). De todas éstas, la prueba “Gold standart” para el diagnéstico
de la presencia del hongo es la del cultivo microbiolégico (Gutiérrez et al,
1 = :
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debido a la alta cantidad de nitrégeno y fosfatos que contienen las heces secas
(Menges y Habermann, 1955).

Se ha registrado la presencia del hongo Histoplasma capsulatum en el
ambiente de acuerdo a estudios realizados en 2 cuevas de Sudamérica y en el
estado de Bolivar (Venezuela). Uno de los estudios se realizé en una cueva de
Venezuela, la cual era habitat natural del guacharo (Steafornis caripensis), en
este caso, las muestras tomadas del suelo fueron procesadas, y el
sobrenadante obtenido fue inoculado en ratones. De las 15 muestras
obtenidas, 2 resultaron positivas (13.3%) (Ajello et al, 1959). El segundo
estudio realizado en una cueva, fue en Perl, en la famosa “Cueva de las
Lechuzas” (Tingo Maria), la cual también es habitat natural del guacharo, en
este caso, las muestras fueron sembradas en agar Sabouraud e inoculadas via
intraperitoneal en ratones. De las 16 muestras obtenidas, 11 resultaron
positivas (68.75%) (Lazarus y Ajello, 1955). Ambas cuevas tiene la
caracteristica que se dividen en 2 partes: la parte externa, la cual es donde
transitan los turistas, y la parte interna, que es donde habitan las aves y de
donde se tomaron las muestras del suelo para estudio. El tercer reporte de
Histoplasma capsulatum en el ambiente, fue registrado en el estado de Bolivar,
Venezuela; las muestras fueron recogidas en diferentes localidades de la
ciudad, especialmente donde se registraron sitios de anidacion de las palomas
de Castilla, y fueron incubadas en agar Sabouraud bajo condiciones de
laboratorio. De las 116 muestras, 1 resulté positiva (1.3%) (Cermefio et al.,
2006). Tanto el estado de Bolivar como la ciudad de Lima, presentan rangos
de temperatura similares. En el caso del estado de Bolivar, la temperatura -
oscila entre 23.7°C y 28.2°C (Cermefio et al., 2006); por otro lado, en la ciudad
de Lima, la temperatura oscila entre 17°C y 28°C (INEI, 2015), es decir son
ciudades de clima subtropical, de manera que permiten que desarrolle el hongo
(Gutiérrez et al., 2011). De las 245 muestras que fueron recolectadas en el
presente estudio, se obtuvo 0.41% (1/245) de positivos (Tabla 1) siendo un
porcentaje bajo en comparacién con otros estudios, y esto probablemente se
deba a que las muestras fueron tomadas durante los meses de setiembre y
octubre, donde las temperaturas oscilan por debajo de los 24°C siendo
temperaturas menores a las Optimas requeridas por el hongo en estudio;
ademas, las muestras fueron recolectadas, en su mayoria de lugares abiertos y
ventilados.

El Histoplasma capsulatum es un hongo dimérfico, es decir, su desarrollo va a
darse de acuerdo a la temperatura a la que se enfrenta. Se sabe que crece, de
manera saprofita, principalmente en climas tropicales y subtropicales donde la
temperatura oscila entre 22 y 29°C (Fernandez et al., 2011) y cuando el hongo
es cultivado e incubado entre 28 y 37°C en el laboratorio, se puede observar su
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muestra creci6 a 37°C y fue de tipo filamentoso (Lépez, 2006), en
contraposicion a otras publicaciones que afirman que el crecimiento se da
principaimente en temperaturas menores a 37°C (BMJ, 1945; Zeidberg y Ajello,
1954; Goos, 1964; Medoff et al., 1987; Weaver et al., 1996; Acha y Szyfres,
2001; Woods, 2002).

La ecologia del hongo ha sido ampliamente estudiada y diversas publicaciones
confirman que el hongo esta de manera ubicua en el ambiente, pero que se
encuentra en las excretas secas de las aves y murciélagos, sustrato necesario
para poder desarrollarse, por lo que frecuentemente ha sido aislado de cuevas,
minas, edificaciones abandonadas, granjas y gallineros, o en cualquier lugar de
anidacion de estas especies (Zeidberg y Ajello, 1954; Emmons, 1957,
Emmons, 1958; Price, 1966; Acha y Szyfres, 2001; Cermefio et al., 2006; Dighe
et al, 2009). Sin embargo, también ha sido relacionado a otras especies, por
ejemplo en Perd, el hongo ha sido aislado de la “Cueva de las Lechuzas”,
habitat natural de los guacharos (Steafornis caripensis) (Lazarus y Ajello,
1955), y también se ha podido aislar de las excretas de los zanates nortefios
(Quiscalus quiscula) (Ajello, 1964). El presente estudio, reporta la presencia de
Histoplasma capsulatum relacionada a la paloma de Castilla debido a la alta
densidad de aves en zonas urbanas y esto es porque en el centro de la ciudad
de Lima las edificaciones son antiguas y altas, convirtiéndolas en sitios de
anidacion ideales para las palomas de Castilla (Ferman et al., 2010). Por tal
motivo, no existe un control directo de las palomas y de sus excretas, a pesar
de que diferentes distritos de la ciudad de Lima tienen ordenanzas con el fin de
controlar la pcblacién, pero éstas solo prohiben la alimentacion y crianza de las
palomas. Entonces, cada vez la poblacion de palomas incrementa, y por
consiguiente, la acumulacién de excretas, generandose asi el sustrato que el
hongo necesita para poder desarrollarse.

Se observé durante el proceso de desarrollo del hongo, que el crecimiento de
éste era a partir de las 48 horas de incubacién. Sin embargo, la colonia no
crecié sola, ya que al estar en agar Saboraud, que es especifico para el
desarrollo de hongos, crecieron mas especies. De acuerdo a Goos (1964) el
hongo dificilmente crece en menos de 24 horas de incubacién y que ademas,
otros hongos del ambiente que crecen mas rapido pueden inhibir su
crecimiento. Por tal motivo, una vez que se confirmé el Histoplasma
capsulatum en una de las muestras mediante identificaciéon en el microscopio,
la muestra ya no pudo desarrollar mas porque otras especies, como el
Rhizopus sp., invadieron el area de crecimiento, agotando el sustrato
disponible. ’

El aspecto mas importante del estudio, es la importancia en salud publica.
Como ya se describié anteriormente, el hongo se encuentra en el ambiente de
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que permita su rapida adherencia, colonizacién, invasion y dafo celular
(Emmons, 1957). Por ello, las personas que tienen mayor riesgo son aquellas
inmunocomprometidas, con tratamiento de corticoterapia como los que reciben
trasplantes de organos, diabéticos, gerontes o nifios, y pacientes con el VIH.
De éstos, los mas afectados son los pacientes con SIDA, se sabe que en
algunos casos, la confirmacion de  histoplasmosis puede conllevar al
diagnéstico del SIDA (Alva et al., 2010). Caceres et al. (2012) reporta entre 12
a 48% de mortalidad en el continente americano de pacientes con VIH positivos
que desarrollaron histoplasmosis en paises subdesarrollados y con poco
acceso a servicios médicos.

En nuestro pais, la forma mas rapida y directa de adquirir la infeccion es a
través de las heces de la paloma doméstica (Columba livia). Como se ha
descrito anteriormente, existen 2 tipos comunes en nuestro ambiente, la
paloma mensajera y la paloma de Castilla. Lo que las diferencia son sus
caracteristicas morfolégicas, ya que la paloma mensajera tiene un aspecto mas
atlético en comparaciéon con la paloma de Castilla (Castell6, 2014). De las
muestras tomadas e incubadas, la que resultd ser positiva fue recogida de uno
de los sitios de anidacion de las palomas de Castilla en el centro de Lima. De
acuerdo a un estudio realizado en Milan, se encontré una relaciéon positiva
entre la densidad de palomas aumentada en el centro de la ciudad que en los
alrededores, y esto se debe principalmente a que las edificaciones en el centro
de las ciudades son antiguas (Sacci et al., 2002), y la ciudad de Lima es un
claro ejemplo de que esto, se observa una mayor poblacién de palomas de
Castilla en el centro de la ciudad que-en los alrededores. Por otro lado, todas
las muestras tomadas e incubadas de las palomas mensajeras resultaron
negativo (Tabla 2) a la presencia del hongo, esto se explica porque a diferencia
de las palomas de Castilla que habitan sin ningun tipo de control en zonas
urbanas (Skutch, 1989), las palomas mensajeras tienen propietarios que llevan
un manejo productivo especifico para el mantenimiento de estas especies.
Segun Castellé6 (2013) el manejo de los palomares es importante para evitar
cualquier tipo de contaminacion, por ejemplo, el palomar debe estar ubicado en
una zona despejada, de tal forma que el sol penetre el palomar para disminuir
la carga microbiana patégena; otro punto a tener en cuenta es la densidad
animal por palomar (1 m® de aire por pareja), debe tener ventanas que
permitan una buena ventilacion.

Asimismo, la limpieza debe ser diaria con rasquetas para remover las excretas
que quedan adheridas al suelo y posteriormente la desinfecciéon. Entre los
colombdfilos del pais la limpieza consiste basicamente en la remocién de
excretas, se desinfecta con amonio cuaternario y se flamean los palomares
cada 7 dias; algunos de ellos también utilizan el creso. Por estas razones, al no

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta fesis.




UNIVERSIDAD

CIENTIFIC!

Tesis publicadas con autorizacion del autor.

No olvide citar esta tesis.




* TESIS T

DELSUR *.,,, *

VIll. CONCLUSIONES

- La frecuencia de Histoplasma capsulatum es 0.41% en heces de
palomas domésticas (Columba livia) en la ciudad de Lima, Peru.

- El programa de simulacion estocastica beta-pert (@Risk) determiné una
prevalencia minima de 0.369% y maxima de 0.451% de Histoplasma
capsulatum en heces de palomas domésticas (Columba livia) en la
ciudad de Lima, Peru.
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X. ANEXOS

Cuadro 1.- Adaptaciones ambientales de Histoplasma capsulatum

Environmental stimulus or condition H. capsulatum feature for response, avoidance, survival, or modulation

Temperature of 37°C Morphogenesis or dimorphic transition from mold to yeast phase
Yeast phase-specific or tempersture-regulated gene expression (e.g.. yps-3,
CBPL. olel, hsp genes}

Onidative and/or nitrosative stress Host cell entry via B2 integrins rather than traditional opsonophagocytosis
Catalase production
Alternate oxidase production
Deleterious host intracellular compartmentalization with hydrolytic Protein synthesis
degradative enzymes and acid pH

Survival in phagolysosome

Prevention or avoidance of phagosome-lysosome fusion

Modulation of microenvironmental pH

Partial exclusion of host ATPase/proton pump from vacuole membrane
Iron limitation Sideraphore production

Production of ferric reducing activities (extracellular ferric reductase,

extracellular ferric reductant, cell surface ferric reducing agent)
Modulation of microenvironmental pH

Uracil limitation URAS expression and orotidine 5°-monophosphate pyrophosphorylase
production

Infection of hast macrophage or animal Gene upregulation (e.g.. p10@ homolog gene} or specific expression (e.g..
RANI homolog antisense transcript)

Late growth phase or high cell density Cell wall a-1,3-glucan production

Fuente: Woods, 2002.
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Cuadro 2.- Capacidades genéticas moleculares para la manipulacion

experimental de Histoplasma capsulatum.

Tool, technique, or application

Reference

Chemical transformation using lithium acetate and polyethylene glycol

Electrotransformation

Selectable/counterselectable marker URAS and uracil-auxotrophic
recipient strains

Dosuinant selectable marker hph encoding hygromycin resistance

Reporter genes encoding B-galactosidase (lacZ) and GFP

Episomes: telomeric linear plasmids

Random mutagenesis via integrative transformation

Homalogeus gene targeting

Gere overexpression

Recombinant protein production

Complementation of mutations

Promoter trapping for in vivo expression technology

Worsham and Goldman, 1990

Woods ef al.. 1998a

Waods and Geldman, 1992; Woods et al, 1998a,b; Worsham and
Goldman, 1988, 1990

Woods ef al, 1998a

Kiigler of al. 2000b; Patel ef al, 1998; Woods ef al, 19984

Woods and Goldman, 1992, 1993; Woods ef al., 1998a

Retallack et al, 2000

Sebghati et 2l 2000; Woods et al, 1998b

Fisher ef al., 1999

Fisher and Woods, 2000; Kiigler ef al, 2000b

Schghati ef al, 2000

Retallack et af, 2000

Fuente: Woods, 2002.
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