Utilidad de las técnicas moleculares en el diagnostico de la histoplasmosis
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Abstract. Histoplasmosis is a systemic mycosis distributed worldwide, associated to birds and

bats guano. Diagnosis is achieved through the isolation of Histoplasma capsulatum var.
capsulatum in clinical samples and complemented with immunodiagnostic procedures;
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however, both isolation and immunodiagnosis pose limitations, such as the slow growth of
the fungus to perform the mycological diagnosis and the immune cross-reaction with other
fungal species causing similar nosologies. These handicaps have demanded more efficient
methods to detect accurately the presence of the pathogen in infected individuals. Recently,
molecular tests have been introduced to reveal small amounts of genetic material of the
fungus in clinical samples. For the detection of H. capsulatum, hybridization techniques of
the fungal DNA through Southern blot and in solution have been developed, as well as
Polymerase Chain Reaction (PCR) with an adequate probe. PCR is the most used technique,
because it facilitates a sensitive and fast diagnosis. Although these techniques have been
widely accepted in the clinical practice, they also present handicaps that have not allowed
replacing the classical techniques used in the mycology laboratory. Therefore, it is
recommended to combine both techniques to ensure an accurate diagnosis.
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Resumen. La histoplasmosis es una micosis sistémica de amplia distribucién mundial,
asociada a guano de aves y murciélagos. El diagnéstico se realiza por el aislamiento de
Histoplasma capsulatum var. capsulatum en las muestras clinicas y se complementa con
procedimientos de inmunodiagndstico; sin embargo, tanto el aislamiento como el
inmunodiagnéstico tienen limitaciones, como son el crecimiento lento del hongo para
realizar el diagnéstico micoldgico y las reacciones inmunes cruzadas con otras especies de
hongos causantes de nosologfas similares. Tales inconveniencias han demandado métodos
mds eficientes para asegurar la presencia del patégeno en sujetos infectados. Recientemente,
se han introducido las pruebas moleculares para revelar pequenas cantidades de material
genético del hongo en muestras clinicas. Para la deteccién de H. capsulatum se han utilizado
hibridaciones del DNA flngico por Southern blot y en solucién, asimismo la Reacci6n en
Cadena de la Polimerasa (PCR) con una sonda adecuada. La PCR es la mas empleada, ya que
favorece un diagnostico sensible y rapido. Aunque estas técnicas alcanzaron un gran impacto

en la préctica clinica, también presentan inconvenientes que no las permiten desplazar a las
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técnicas clasicas utilizadas en el laboratorio de Micologfa. Se recomienda la combinacién de
ambas para alcanzar la seguridad de un diagnéstico certero.
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Introduccion

La histoplasmosis es adquirida por la inhalacién de
microconidios y fragmentos de hifas de Histoplasma
capsulatum var. capsulatum, un hongo dimoérfico que se
desarrolla en forma micelial a temperatura ambiente y en
forma de levadura en tejidos infectados. La mayoria de las
infecciones no son clinicamente reconocidas, por lo que en
ocasiones se identifican accidentalmente por hallazgos
radiograficos o patolégicos. En general, los casos
sintomaticos son leves y se resuelven sin necesidad de terapia
antifiingica.

En México, la prevalencia de esta micosis es elevada
debido al incremento de pacientes con inmunosupresion por
varias causas, incluyendo el SIDA, y por la gran ubicuidad del
hongo, ya que éste ha sido registrado tanto en lugares cerrados
(cuevas, minas, etcétera) como en lugares abiertos (parques,
avenidas, etcétera) que definen areas de alto y bajo riesgo de
adquisicion de la infeccion [26-28].

El diagnoéstico de la histoplasmosis se realiza con
base en los resultados de la evaluacion clinica cuidadosa y de
diversas pruebas de laboratorio. Entre las pruebas
diagnosticas se incluyen: el cultivo, la tincién del hongo en
tejidos y fluidos corporales, asi como pruebas para la
deteccion de anticuerpos y de antigenos. El éxito de cada
prueba varia con la extension y severidad de la infeccion.

La identificacion definitiva de H. capsulatum
requiere: la demostracion de macroconidios tuberculados y
microconidios en cultivos a 25-28 °C; la conversion de fase
micelial a levaduriforme en cultivos a 37 °C; y la produccion
de exoantigenos. A pesar de sus grandes ventajas, este
procedimiento es muy lento y los resultados no son
inmediatos debido al tiempo prolongado que requiere H.
capsulatum para desarrollarse (entre 1 y 3 semanas) [12, 17].
Asimismo, sus conidios pueden confundirse

morfoloégicamente con algunos producidos por hongos

pertenecientes a otros géneros, tales como Chrysosporium,
Sepedonium y Renispora [12, 27]. Ademas, el proceso de
conversion in vitro a la fase levaduriforme es lento y
laborioso, requiere con frecuencia de multiples subcultivos y
no siempre es exitoso. Los exoantigenos del hongo [10], se
obtienen tanto de la fase micelial como de la levaduriforme y
los mas caracteristicos son los denominados antigenos Hy M.
Aunque la produccion de los exoantigenos H y M es una
buena opcion diagnoéstica, el trabajar con ellos requiere
experiencia y un tiempo de incubacion largo, antes de la
obtencion de los mismos.

No obstante que las pruebas seroldgicas son muy
utiles para el diagnostico en pacientes con infeccion
moderada a grave, los anticuerpos requieren cuando menos
15-20 dias para ser detectables después de la exposicion
inicial al patégeno. La utilidad de estas pruebas varia con el
curso clinico y el pronostico de la enfermedad [31].

La deteccion de antigeno en diferentes fluidos
biolodgicos, es el método de inmunodiagnostico mas rapido en
los casos de histoplasmosis diseminada; sin embargo, se
puede presentar cruce reactivo con antigenos similares de
otros hongos como, Paracoccidioides brasiliensis,
Penicillium marneffeiy Blastomyces dermatitidis [32].

En la mayoria de las pruebas de laboratorio que se
usan para identificar a H. capsulatum (tinciones para hongos,
deteccion de antigenos circulantes o en tejidos infectados e
inmunoensayos con anticuerpos) se presentan resultados
falsos positivos, por lo que es importante correlacionar el
resultado de las pruebas con la evolucion clinica del paciente.

Por las inconveniencias referidas, es necesario
emplear métodos que permitan investigar rapidamente la
presencia del hongo, especialmente en el caso de la
histoplasmosis invasiva. Actualmente, para cubrir las
limitaciones de los métodos tradicionales, se emplean los
moleculares como pruebas confirmatorias para detectar e
identificar H. capsulatum; entre ellos las hibridaciones tipo

Southern y en solucidn, asi como la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR). La PCR es la técnica molecular mas
utilizada en la practica diagndstica, amplifica DNA fingico a
partir de una pequeila cantidad del patégeno en muestras
clinicas, y constituye un rapido, ademas de sensible
procedimiento para el diagnostico de la histoplasmosis. La
PCR para la deteccion e identificacion de H. capsulatum se ha
desarrollado en diferentes modalidades: en un sélo paso,
anidada, tiempo real y la PCR-Acoplada a Ensayos

Inmunoenzimaticos (PCR-ETA).

Hibridacién tipo Southern

Este método se aplicd principalmente en el estudio
epidemioldgico de H. capsulatum y la sonda utilizada,
obtenida del gen YPS3 el cual sélo se expresa en la fase
levaduriforme del hongo, detecta fragmentos polimorficos de
diferentes aislados clinicos del hongo, obtenidos por
tratamiento del DNA gendmico con enzimas de restriccion, lo
que ha permitido lograr diferencias intrinsecas entre los
aislados y clasificarlos de acuerdo con su origen geografico
[11]. A pesar de ser un método sensible, no es recomendable
para el diagndstico de la histoplasmosis, ya que su utilizacion
con material de biopsia no garantiza que la muestra contenga
la cantidad (10 pg) adecuada de DNA del patogeno requerida
para el andlisis. Ademads, para introducir su uso en los
laboratorios de Micologia Clinica, es necesario llevar a cabo

un analisis costo-beneficio.

Hibridacién en solucién

Es el método mas empleado con las sondas comerciales
Accuprobe, disefiadas por Gen Probe (Gen Probe Inc., San
Diego, CA) para la identificacion de aislados de H.
capsulatum. Varios estudios comparativos [8, 9, 19, 23, 24]
han demostrado que estas sondas son sensibles, aunque no
totalmente especificas de H. capsulatum, puesto que se ha
reportado cruce con bacterias y hongos [4]. Ademas, se han
observado resultados falsos positivos ocasionados por la

presencia de bacterias en los cultivos y por interferencia en la

lectura de la quimioluminiscencia, provocada por la sangre de
carnero presente en los medios de cultivo [24]. Los errores de
lectura se deben a que la deteccion de hibridos entre la sonda'y
la secuencia blanco se realiza en un luminémetro, aparato de
alta sensibilidad. Este método tiene dos desventajas, una es la
vidamedia corta de las sondas quimioluminiscentes (5 meses)
y la otra la dificultad de adquirir un luminémetro, el cual tiene
un costo elevado. Asimismo, el uso de las Accuprobe en la
deteccion directa de H. capsulatum en muestras clinicas no ha

sidoreportada.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica, en sus diferentes modalidades, se ha usado en la
practica clinica para la identificacion de aislados de H.
capsulatum, asi como para la deteccion del hongo en
especimenes clinicos y muestras de suelo. La sensibilidad de
este método es su gran ventaja, logra detectar hasta 1 fg
(fentogramo) de DNA del hongo, pero paraddjicamente
también es su desventaja mas importante, ya que la minima
contaminacién de las muestras con productos previamente
amplificados genera falsos positivos en posteriores
amplificaciones. A continuacidn se refieren datos de distintos
métodos derivados de la PCR empleados en el diagndstico de

la histoplasmosis.

PCR en unsélo paso

Unamodalidad de PCR enun sélo paso ha sido publicado para
la deteccion de H. capsulatum, donde se disefio una sonda con
base en la secuencia del gen que codifica para el antigeno
inmunodominante M [15]. La PCR identifico las tres
variedades taxondmicas de H. capsulatum (capsulatum,
duboisii y farciminosum) y fue reportada como sensible y
especifica. Sin embargo, nuestra experiencia de trabajo con
esta sonda utilizdndola como herramienta de diagnostico
molecular de histoplasmosis, en muestras clinicas
procedentes de pacientes con sospecha de la enfermedad,

hace cuestionar su especificidad debido a que la sonda reveld
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Figura 1. Deteccion de la especificidad y sensibilidad de la sonda disefiada a partir del antigeno M. El ensayo se llevo a cabo con
los oligonucleotidos reportados por Matos-Guedes et al. [15]. Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 % y teflidos con bromuro de etidio. (a) Especificidad: En el primer carril se colocd el marcador de tamafio
molecular de 100 bp DNA Ladder; en el segundo, tercero y cuarto carril se colocaron los productos de amplificacion de las cepas
88, WM148 y 938 de C. neoformans, respectivamente; en el quinto carril el producto de amplificacion de la cepa EH-193 de S.
schenckii; y en el sexto carril el producto de amplificacion de un aislado de H. capsulatum. (b) Sensibilidad: Se amplificaron
concentraciones variables del DNA de la cepa de referencia G-217B de H. capsulatum de Estados Unidos de América. M: 100 bp

DNA Ladder. C: control negativo con agua.

reaccion positiva con DNA de Cryptococcus neoformans
(Figura la). Tal hallazgo se confirm6 al aislarse C.
neoformans de la muestra clinica, asimismo se observo cruce
con un DNA obtenido de células procedentes de individuos
sanos (datos no mostrados). Ademas, al utilizar la sonda para
identificar H. capsulatum en muestras de suelo no fue
reproducible la sensibilidad reportada de 1 pg (0.001 ng/ul)
de DNA, puesto que no detecta concentraciones menores a
0.5 ng/ul (Figura 1b). Otra PCR en un sélo paso fue
desarrollada por Pounder et al. [20] quienes probaron un kit
comercial que utiliza la amplificacion de secuencias
repetitivas con oligonucleodtidos especificos para la
identificacion de H. capsulatum, Coccidioides immitis y B.
dermatitidis. Este sistema no resultd funcional para H.
capsulatum, debido a la gran variabilidad genética que existe

dentro de laespecie.

PCR anidada

El problema de reacciones inespecificas que se presentan en
algunos ensayos de PCR puede eliminarse con una PCR
anidada, es decir, hacer una segunda reaccién de PCR, conun

par de oligonucleotidos nuevos que se alinien dentro del

primer fragmento amplificado, dando lugar a fragmentos mas
cortos pero mas especificos. Para la identificacion de H.
capsulatum se han propuesto dos ensayos que son muy
especificos y sensibles, gracias a que estan disefiados con
base en fragmentos génicos Unicos de H. capsulatum,
correspondientes al gen del antigeno H [3] y al gen que
codifica para una proteina coactivadora de 100 kDa que tiene
un papel esencial en la supervivencia de H. capsulatum en
células humanas [1]. Aunque el gen de la proteina de 100 kDa
estad presente en el genoma de mamiferos, éste fue acotado en
su secuencia para seleccionar un fragmento especifico del
hongo. Ambas sondas han sido exitosamente valoradas por
los respectivos autores en muestras clinicas de pacientes con
diagnostico confirmativo de histoplasmosis.

Distintos autores han utilizado la PCR anidada
disefiando oligonucleotidos con base en la secuencia de DNA
que codifica para genes ribosomales altamente conservados
dentro del reino de los hongos (PCR panfungica) [30]. En el
primer paso de la PCR panfungica se amplifican los genes
ribosomales de cualquier hongo en una muestra clinicay en el
segundo paso se lleva a cabo la identificacion especifica del

hongo posiblemente asociado al cuadro clinico del paciente

[21, 22]. Ueda et al. [29] y Murata et al. 18] reportaron, con
buenos resultados, una PCR anidada para el diagndstico de
histoplasmosis canina en Japon, utilizando oligonucledtidos
disefiados a partir de regiones especificas para H. capsulatum
del gen rRNA. Sandhu et al. [22] describieron una sonda con
base en el gen 28S del rRNA que detecta cualquier hongo
patdgeno o saprobio en la primera PCR, mientras que para la
segunda PCR emplearon oligonucle6tidos especificos de H.
capsulatum para revelar la presencia de éste en muestras
clinicas. Reid et al. [21] disefiaron sondas para PCR anidada a
partir de las regiones ITS (internal transcriber spacers) y 5.8S
del rRNA que permitieron de manera rapida (2 dias) y efectiva
la deteccion de H. capsulatum en muestras de suelo y guano.
No obstante que la PCR anidada es un método muy
sensible y especifico, conlleva diversos problemas, entre
ellos, laamplificacion inespecifica de la contaminacion de los
primeros productos de reaccion durante su manipulacion.
Esto ha sido demostrado por Bialek et al. [2], quienes
encontraron amplificaciones inespecificas aun bajo
condiciones de alta astringencia (elevada temperatura de

alineamiento).

PCR en tiempo real (PCR-TR)

Este método que es cuantitativo y rapido fue valorado con la
confirmacion de aislamientos de H. capsulatum obtenidos a
partir del cultivo de muestras clinicas [14]. Martagon-
Villamil et al. [14], lo definen como 100 % sensible y
especifico para H. capsulatum, no mostrando cruces con otros
hongos que presentan mimetismo morfologico (Candida
glabrata, Sporothrix schenckii'y P. marneffei), ni con aquellos
genéticamente relacionados (B. dermatitidis). Buitrago et al.
[5, 6] valoraron la utilidad de la PCR-TR para el diagndstico
de histoplasmosis en muestras clinicas, diseflando
oligonucleotidos a partir de secuencias de las regiones ITS del
gen rRNA y mostraron que es un método sensible y especifico
para el diagnostico rapido de histoplasmosis, sobre todo en

muestras respiratorias y aspirados de médula 6sea. Aunque la

sensibilidad de la PCR-TR en muestras de sangre es inferior,
puede ser complementada con el cultivo y la serologia,
particularmente, en enfermos VIH positivos. Sin embargo, se
necesita comparar este método con otros ya establecidos para
determinar su utilidad como prueba diagndstica,
especialmente en los casos de histoplasmosis en zonas no
endémicas. La mayor ventaja de la PCR-TR es la posibilidad
de monitorear el estado clinico del paciente mediante la
evaluacion de la carga fingica después de la aplicacion de un
tratamiento antifungico, pero en el caso de la histoplasmosis
no se ha reportado ningtin ensayo al respecto. La desventaja
de esta modalidad de PCR es que el equipo necesario para
realizarla es muy costoso y por lo tanto no es accesible a los

laboratorios rutinarios de practica diagnoéstica.

PCR-EIA

Inicialmente este método se ha empleado para identificar, con
excelentes resultados, hongos de importancia médica que
presentan morfologia levaduriforme in vivo, utilizando para
esto, sondas de las regiones intergénicas ITS1, ITS2 e ITS3
del rRNA [13]. Asimismo, Tang et al. [25] disefiaron una
sonda a partir del gen rRNA para identificar la fase
levaduriforme de H. capsulatum en orina y la sensibilidad de
este método se compard con el cultivo de las muestras clinicas
y la ELISA para determinacion de antigenos en orina. Sin
embargo, la PCR-EIA fue menos efectiva que la deteccion de
antigeno en orina, por lo que su uso en el diagnostico de la

histoplasmosis diseminada es limitado [25].

Discusiony conclusiones

A pesar del gran impacto de las técnicas moleculares en el
campo de la Micologia Clinica, éstas no eliminan el uso
rutinario de las técnicas clasicas, y lo mas recomendable en la
practica clinica micologica es el manejo simultineo de

ambas. Es importante destacar que los métodos moleculares
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no han sido debidamente validados por comparaciéon con
aquellos utilizados en la identificacion rutinaria de hongos,
por lo que no son empleados en los laboratorios clinicos como
herramientas seguras para el diagndstico de la histoplasmosis.
Tal circunstancia demanda una urgente validacion para su uso
sistematico en el diagndstico y en diferentes tipos de
investigacion.

No obstante que las ventajas de los métodos
moleculares son incuestionables, sus fallas deben ser
consideradas con precision, con fines a futuras correcciones
y/o consideraciones para su mejor aplicacion.

Entre los inconvenientes de los métodos
moleculares, mencionaremos algunos que son elementales y
factibles de solucionarse.

Tanto la PCR en un sélo paso como en la anidada, la
identificacion de H. capsulatum se realiza con base en el
tamafio de los fragmentos génicos amplificados (amplicon)
que se observa en el gel de agarosa. Sin embargo, cuando hay
contaminacion con otros organismos se pueden producir
amplicones de tamaios semejantes, por lo que se recomienda
secuenciarlos y compararlos con la secuencia original del
fragmento génico que generd los oligonucledtidos utilizados
en el ensayo. También se recomienda digerir los amplicones
con enzimas de restriccion y asegurarse de que éstos
presenten el mismo patrén de restriccion correspondiente al
fragmento génico original del organismo en estudio, aunque
esto incrementa el costo y tiempo requerido para el estudio.

Otro inconveniente es el uso frecuente de
oligonucleotidos diseflados con base en la secuencia de genes
ribosomales. A la fecha, el numero y diversidad de las
secuencias de las regiones intergénicas ITS en el Gen Bank
son mayores que las depositadas para otros genes. Sin
embargo, algunas de estas regiones soélo han sido
parcialmente secuenciadas en hongos relacionados
filogenéticamente, de tal manera que cuando se usan
oligonucleétidos disefiados para un hongo en particular, a

partir de secuencias del Gen Bank, se corre el riesgo de que las

regiones ITS amplificadas puedan ser compartidas por
hongos afines. Tal situacion, sucedié en un estudio que se
realizd con la sonda Accuprobe de H. capsulatum disefiada a
partir de las regiones ITS y 5.8S del rRNA, donde ésta
amplific6 un microorganismo que en su morfologia
macroscopica carecia de macroconidios tuberculados, no se
convertia alevadura a 37 °Cy soportaba altas temperaturas en
fase micelial, caracteristicas no compatibles con la mayoria
de los aislados de H. capsulatum. Estudio adicional reveld
que este microorganismo era positivo a la prueba de
perforacion de cabello, la cual esta asociada a una actividad
queratinolitica. Estas discrepancias condujeron a la
secuenciacion de la region que codifica para las regiones 18S
y 1la 5.8S ITS-2 [16], lo que discrimind el cruce molecular de
la sonda. La secuencia parcial 18S despleg6 alta homologia
con C. immitis, mientras que la region ITS-2 (muy utilizada
para estudios taxonomicos de especies) mostré6 homologia
con el microorganismo saprobio Chrysosporium
keratinophylum. Cabe mencionar que mientras no se hayan
secuenciado los genomas de todos los organismos, siempre se
correra el riesgo de encontrar problemas de cruces
moleculares al utilizar sondas disefiadas a partir de cualquier
region gendmica.

Es importante sefialar que la identificacion
molecular es dependiente de la calidad de las secuencias
depositadas en el Gen Bank. En muchos casos existen huecos
en las secuencias que pueden conducir a resultados engaiiosos
o dificiles de interpretar [20]. Por lo que, durante el disefio de
los oligonucleétidos para una PCR de un microorganismo
patdégeno se debe revisar la taxonomia de la especie en
estudio, con el proposito de observar con que especies existe
una mayor relacion filogenética y tener en cuenta si éstas son
patdgenos de humanos. Esto se ha vuelto muy necesario hoy
dia porque organismos antes considerados no patéogenos son
ahora reconocidos como agentes infecciosos de huéspedes
inmunocomprometidos [4].

La prontitud diagnostica posee un especial

significado, puesto que los resultados positivos tienen
repercusion directa sobre las decisiones clinicas a adoptar en
el inicio de una adecuada quimioterapia antifungica o en el
cambio de terapia durante el transcurso de la enfermedad. Por
este motivo, se ha tratado de introducir una nueva estrategia
molecular con la utilizaciéon de biochips en la practica
diagnodstica micoldgica. Los ensayos con biochips son
elaborados con base en la hibridacion de fragmentos de cidos
nucleicos presentes en una muestra clinica con miles de
oligonucleétidos que se encuentran fijados en un soporte de
vidrio (biochips). Entre los oligonucleoétidos de los biochips
pueden encontrarse secuencias especificas para el
diagnostico de hongos patdgenos, para la deteccion de
mutaciones que confieren resistencias a antifingicos o para la
identificacion de factores de virulencia de hongos, por lo que
se podrian realizar todas las detecciones simultaneamente en
un solo biochip, simplificindose enormemente el diagndstico
[71.

Por ultimo, hay que sefialar que los médicos
necesitan tener mayor conocimiento de las micosis,
notificarlas y tomar en cuenta las evidencias epidemiologicas
asociadas, pero sobre todo deben estar familiarizados con el
usoy limitaciones de cada una de las pruebas diagndsticas que
estan disponibles para las enfermedades micoéticas, en

particular, para la histoplasmosis.
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