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Resumen

La histoplasmosis es una micosis profunda de distribucién mundial cuyo diagnéstico se fun-
damenta en estudios clinicos, micolégicos e inmunolégicos. La identificacion del agente etiologico
en muestras bioldgicas es dificil de realizar. Se evalué la técnica de PCR en dos rondas para identi-
ficar ADN de Histoplasma capsulatum en muestras clinicas (sangre y médula 6sea) y cultivos del
hongo. Se ensayaron 3 métodos de aislamiento de ADN basados en los reactivos Tiocianato de
Guanidina, Cloruro de Bencilo y Triton-X-100. La técnica de aislamiento con Tiocianato de guani-
dina result6 de facil aplicacién en muestras clinicas. Sin embargo, se obtuvo un mayor rendimien-
to de ADN con el reactivo Triton-X-100. La aplicacion de la prueba de PCR gener6 un amplificado
de 210 pares de bases el cual fue identificado tanto en las cepas de referencia de H. capsulatum
como en 5 muestras de sangre y 2 muestras de médula 6sea. Para confirmar la especificidad de la
prueba se analizaron cepas de otros hongos no relacionados, Paracoccidioides brasiliensis, Candi-
da glabrata, Cryptococcus neoformansy Coccidioides immitis (C posadasii) las cuales resultaron
negativas. La técnica de PCR mostr6 una sensibilidad de hasta 10pg de ADN de H. capsulatum
confirmandose asi su utilidad como herramienta de diagnéstico molecular.
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Abstract

Histoplasmosis is a systemic mycosis whose diagnosis is based on clinical, mycological and
immunological criteria. Identification of its etiological agent in biological samples is difficult to
perform. We evaluated a nested-PCR technique to identify Histoplasma capsulatum in clinical
specimens (blood and bone marrow) and reference strains. Three different methods for DNA iso-
lation were tested based on the reagents Guanidine thiocyanate, Benzoyl chloride and Triton X-
100. Among these procedures, Guanidine thiocyanate-based method yielded by utmost good qua-
lity DNA and was easy to perform when used with clinical specimens. However, a better recovery of
DNA was accomplished with the Triton-X-100 method. Reference strains of Paracoccidioides
brasiliensis, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans and Coccidioides immitis (C posada-
sit)were tested to assess PCR assay specificity. The samples were amplified by nested-PCR and
analyzed by 3% agarose gel electrophoresis. Each of the reference strains showed the same signal
upon amplification with a DNA band of 210 bases pairs, as well as 5 blood samples and 2 bone ma-
rrow specimens, with high sensitivity (10 picograms of Histoplasma capsulatum DNA) and speci-
ficity (no cross reactivity with P. brasiliensis, C. glabrata, C. neoformans and C. immitis). This te-
chnique has proved to be useful as a diagnostic technique.

Key words: Histoplasmosis, PCR, DNA.

Introduccion

La histoplasmosis es una enfermedad
granulomatosa producida por un hongo di-
morfo Histoplasma capsulatum (H. capsu-
latum). Es de distribucion ecuménica, y es
endémica en América, Asia, India y Africa (1,
2). La incidencia de esta micosis ha aumen-
tado a nivel mundial en los Gltimos 5 anos
presentandose una situacion similar en Ve-
nezuela donde se ha observado un predomi-
nio de la enfermedad fundamentalmente en
las zonas urbanas (3, 4, 5).

El diagnostico clinico de la histoplasmo-
sis se basa en los aspectos epidemiologicos y
las manifestaciones clinicas y radiologicas
que presentan los pacientes. La confirmacion
de la micosis se efectia a través de examenes
de laboratorio. Sin embargo, el diagnoéstico
de esta entidad es a veces dificil de realizar,
principalmente cuando se trata de una histo-
plasmosis diseminada. En este sentido, el
diagnostico micoldgico presenta ciertos in-
convenientes ya que tanto el examen directo
de la muestra clinica, mediante la coloracién
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de Giemsa, como el estudio histopatolégico, a
pesar de permitir un rapido diagnostico,
exhiben una sensibilidad inferior al 50% de-
bido a que dependen en gran parte de la peri-
cia del observador. El aislamiento del orga-
nismo mediante el cultivo de la muestra clini-
ca es confirmatorio, no obstante tiene la des-
ventaja de que el hongo es de dificil creci-
miento, siendo la sensibilidad de la prueba de
un 80% (6, 7, 8).

Con los avances tecnolégicos en el cam-
po de la biologia molecular, se han desarro-
llado métodos altamente sensibles y especifi-
cos tales como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), la cual permite la identifi-
cacion y amplificacién de acidos nucleicos
provenientes de cualquier tipo de material
bioldgico. Esta metodologia se ha constituido
en una poderosa herramienta para el diag-
nostico de diversas enfermedades infecciosas
entre las que se cuentan la histoplasmosis
(9). Desde su desarrollo inicial, la PCR ha ex-
perimentado varias modificaciones que se
han traducido en una mejora sustancial de su
sensibilidad, especificidad y rango de aplica-
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ciones. En este sentido, la PCR en dos rondas
0 “Nested-PCR”, representa una variante me-
todoldgica con una sensibilidad superior a la
técnica rutinaria de PCR (permite identificar
entre 1 a 5 equivalentes de genomas de H.
capsulatum por muestra), por lo que se le ha
considerado como una valiosa herramienta
de diagnostico temprano de la Histoplasmo-
sis (9, 10 ,11,12).

El objetivo del presente trabajo fue es-
tandarizar la técnica de PCR en dos rondas
para la identificacion de H. capsulatum en
diferentes muestras clinicas, evaluando para
ello distintos métodos de aislamiento del
ADN a partir de cepas de referencia del hon-
go asi como de especimenes clinicos.

Materiales y Métodos

Se utilizaron nueve muestras clinicas, (7
muestras de sangre anticuaguladas con
EDTA y dos muestras de médula 6sea); las
cuales fueron positivas para H .capsulatum
de acuerdo a los métodos de coloraciéon de
Giemsa y cultivo del hongo. Estas muestras
se obtuvieron, previo consentimiento infor-
mado, de pacientes con diagnoéstico de histo-
plasmosis evaluados en la Seccion de Micolo-
gia Médica del Instituto de Medicina Tropi-
cal. Adicionalmente, se procesaron 7 mues-
tras de sangre anticuaguladas con EDTA de
pacientes sanos que sirvieron como controles
negativos para la PCR En cuanto a las mues-
tras de aspirado de médula 6sea, estas fueron
homogenizadas afiadiendo 500 pL de buffer
TE (Tris tomM, EDTA 1mM, pH 8,0) antes
de realizar la extraccion de ADN.

Muestras de cultivo

Se utilizaron 8 cultivos de H. capsula-
tum pertenecientes a la micoteca de la Sec-
cion de Micologia Médica del Instituto de
Medicina Tropical los cuales fueron utiliza-
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dos como controles positivos dela PCR y para
determinar la sensibilidad de la técnica. To-
das estas cepas fueron aisladas a partir de
cultivos a 37°C en agar BHI + 5% de sangre
durante tres semanas.

Con la finalidad de determinar la especi-
ficidad de la PCR, se procesaron cepas de
otros hongos patoégenos tales como: Paracoc-
cidiodes brasiliensis (10833) y Coccidioides
inmitis (Coccidioides posadasii) (FMC315),
que fueron sembradas en agar Sabouraud
dextrosa, a 28°C durante 3 semanas y Candi-
da glabrata (1945U), Cryptococcus neofor-
mans (FMC232) sembradas en agar Sabou-
raud dextrosa, a 28°C por 3 dias.

Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN de los culti-
vos anteriormente mencionados se prepar6
una suspension del microorganismo en 200
ul de buffer TE. Tanto para las muestras cli-
nicas como para las cepas de referencia de H.
capsulatum y de otros hongos, se emplearon
tres métodos diferentes de extraccion de
ADN basados en los siguientes reactivos: Tio-
cianato de Guanidina (Sigma), Triton X-100
(Sigma) y Cloruro de Bencilo (Sigma). Este
ultimo reactivo fue utilizado Unicamente
para la extraccion del ADN de las cepas de
hongos aisladas de los cultivos.

Extraccion con Tiocianato
de Guanidina (TG)

Se realiz6 la extraccion del ADN cro-
mosomal, a partir de cultivos y muestras
clinicas mediante el método de Sandhu et al
(7) con algunas modificaciones. A 200 uL
de la muestra (sangre/EDTA, médula osea
6 suspension del cultivo) se le adicion6 500
uL de reactivo de TG (Tiocianato de Guani-
dina 6M preparado en soluciéon Tris HCL
somM, pH 8.3). El contenido fue mezclado
vigorozamente y luego calentado a 95°C por
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45 min. Posteriormente se anadieron 250 ul
de cloroformo: fenol: alcohol isoamilico
(24:25:1) saturado con 100mM Tris pH 8:0
(Sigma) agitando vigorosamente la mezcla
por 20 seg, para luego centrifugar 10 min. a
14.000 rpm. Seguidamente se retir6 la fase
acuosay se mezcl6 con 500, a 4°C, se removio
el sobrenadante y el precipitado, que conte-
nia los acidos nucleicos, fue lavado con 500
frio al 70% (Merck). Seguidamente, la sus-
pension se mezcl6 por inversion y fue centri-
fugada a 14.000 rpm por 15 min., a 4°C. Fi-
nalmente, el precipitado fue resuspendido en
25 almacenado a —20°C hasta el momento de
su analisis.

Extraccion con Triton X-100 (TX)

Esta técnica de extraccion es una modi-
ficacion del método de Hopfer et al. (13). A 1
mL de la muestra clinica o de la suspension
del cultivo se le adicion6 900 ul de solucion
TXTE (1omM Tris-HCI pH 8.0, 1imM EDTA,
1% Triton X-100). La suspension fue calenta-
da a 95°C por 45 min y mezclada vigorosmen-
te por 10 min. El homogenato asi obtenido se
utilizd6 inmediatamente para la prueba de
PCR.

Extraccion con Cloruro de Bencilo
(CB)

La extraccion del ADN se realiz6 a partir
de cultivos de H. capsulatum de acuerdo al
procedimiento descrito por Poonwan et al y
Zhu et al. (14,15) con algunas modificaciones.
Se prepar6 una suspension del cultivo en 200
500 de Cloruro de bencilo (Sigma). La sus-
pension se mezclo6 y se incubd a 95°C por 45
min y seguidamente se centrifugbd a 14.000
rpm por 15 min, a 4°C. El sobrenadante obte-
nido fue retirado y transferido a un nuevo
tubo agregandole el equivalente de 1/10 de su
volumen de solucién de acetato de sodio 3M.
La suspension fue mezclada por inversion e
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incubada a 4°C por 10 min y seguidamente se
agregaron 500 4.000 rpm por 15 miny a 4°C,
el precipitado que contenia el ADN, se lavo
con etanol al 70% repitiéndose la centrifuga-
cion bajo las condiciones anteriormente des-
critas. Finalmente, el precipitado fue resus-
pendido en 25 ul.de TE y luego almacenado a
-20°C. Para la PCR se utiliz6 10 uL de la pre-
paracién antes mencionada.

Ensayo de PCR

Las muestras de ADN obtenidas fueron
amplificadas mediante la técnica de PCR en
dos rondas (Nested-PCR) siguiendo el proto-
colo descrito por Bialek et al (10, 11). Se em-
plearon secuencias oligonucleotidas inicia-
doras que reconocen y amplifican una region
del genoma de H. capsulatum de 210pb co-
rrespondiente al gen para la proteina de 100
KDa (10, 11). La presencia de ADN de origen
humano en las muestras clinicas se evidencid
mediante la amplificacion de una secuencia
de 248pb especifica para el gen de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
(GAPDH) (11). Las condiciones de amplifica-
cién para ambos genes fueron las mismas
descritas por Bialek y col. (10, 11). Todos los
ensayos de PCR fueron realizados en un ter-
mociclador PTC-200 (MJ Research). Los
productos de PCR fueron analizados median-
te electroforesis en gel de agarosa al 3% (Invi-
trogen), y tenidos con soluciéon de bromuro
de etidio (0,5 ug/mL). Los geles fueron visua-
lizados en un transiluminador de luz UV y re-
gistrados con un sistema de documentacion
digital de imagenes (Kodak gel documenta-
tion system, Kodak).

Resultados

Los resultados del analisis de tres méto-
dos de extraccion de ADN utilizados a partir
de cultivos de H. capsulatum se muestran en
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la Figura 1. La aplicacion de la prueba de PCR
para identificar el ADN del hongo gener6 un
amplificado de 210 pares de bases (pb) espe-
cifico para H. capsulatum el cual fue visuali-
zado con los tres métodos de extraccion eva-
luados: Triton X-100 (TX), Cloruro de Benzi-
lo (CB) o Tiocianato de Guanidina (TG). Sin
embargo, la intensidad de la banda del am-
plificado result6 mayor en las muestras aisla-
das con el reactivo TX, sugiriendo este resul-
tado que la cantidad de ADN obtenido con
este método fue mayor (Figura 1). Cabe des-
tacar que resultados similares fueron obteni-
dos para los 8 cultivos de H. capsulatum pro-
cesados. Para las muestras de sangre y médu-
la 6sea, el método TG mostr6 un mejor rendi-
miento en términos de la intensidad del am-
plificado de ADN obtenido (Figura 2).

Con la finalidad de determinar la sensi-
bilidad de la prueba de PCR en dos rondas
(Nested-PCR), se realizaron diluciones seria-
das de muestras de ADN extraidas a partir de
los cultivos de H. capsulatum, mediante_el
método de extraccion con TG. Se evidencid
que hasta 10pg de ADN de H. capsulatum po-
dian ser visualizados en el gel de agarosa lue-
go de su amplificacion por PCR (datos no
mostrados).

En cuanto ala especificidad de la prue-
ba de PCR, no se identificaron amplificados
en muestras de ADN obtenidas de Paracoc-
cidiodes brasiliensis, Candida glabrata,
Cryptococcus neoformans y Coccidioides
immitis (C. posadasii) (Figura 3).Tampoco
hubo amplificacién en muestras de ADN
extraidas de sangre de individuos sanos
(controles negativos).

En general, de un total de 9 muestras
clinicas procesadas de pacientes con histo-
plasmosis (7 muestras de sangre y dos de mé-
dula 6sea) solo dos muestras de sangre resul-
taron negativas para el ADN de H. capsula-
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Figura 1. Evaluacion de 3 métodos diferen-
tes de extraccion de ADN a partir
de cultivos de H. capsulatum. El
ADN fue aislado de acuerdo a me-
todologias que emplean los reacti-
vos: Tiocianato de Guanidina
(TG), Cloruro de Benzilo (BC) y
Triton X-100 (TX) y posterior-
mente analizado por PCR como se
indica en materiales y métodos.
M: Marcador de Peso Molecular
en papes de bases (pb). La flecha
sefiala el producto de PCR de 210
pb especifico para H. capsulatum.

tum. La posibilidad de que estas dos mues-
tras no contenian ADN fue descartada debido
a que las mismas resultaron positivas para el
ADN del gen humano GADPH (Figura 2).

Discusion

La histoplasmosis, descrita en un prin-
cipio como una enfermedad primariamente
de las comunidades rurales, esta emergiendo
como un serio problema de salud ptblica en
el medio urbano (5). Actualmente, el diag-
nostico de la histoplasmosis se lleva a cabo
mediante la deteccion del organismo a través
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Figura 2. Deteccion de ADN de H. capsulatum en muestras de sangre y médula 6sea. E1 ADN fue
aislado a partir de muestras de sangre (S) y médula 6sea (MO) de pacientes con diag-
nostico de histoplasmosis utilizando el método de Tiocianato de guanadina (TG) y
posteriormente analizado por PCR. M: Marcador de peso molecular en pares de bases
(pb). La flecha muestra los productos de PCR de H. capsulatum (210 pb) y los produc-
tos de PCR para Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (248 pb).

M Pb Cg Cn Ci Hc ADN  Mezcla

humano reaccién
TY— re———

135

107 '=

872 _——

60 - -

31 —
27 -
23

19 = - — 210pb

mﬁ‘

Figura 3. Especificidad del ensayo de PCR para la detecc1on de ADN de H. capsulatum. Se aislo
el ADN de diferentes hongos y se realiz6 la prueba de PCR empleando las secuencias
cebadoras para H. capsulatum. Los hongos analizados corresponden a P. brasiliensis
(Pb), C.glabrata (Cg), C. neoformans (Cn), C. inmitis 8(C posadasii) (Ci), e H. capsula-
tum (Hc). M: marcador de peso molecular en pares de bases. La flecha indica el pro-
ducto de PCR especifico para H. capsulatum de 210pb.
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del examen directo y coloraciones especiales
tales como Giemsa, Groccott, Wright entre
otras, el cultivo micol6gico de muestras clini-
cas y las pruebas serologicas. Sin embargo,
los métodos anteriormente mencionados no
son suficientes ya que su sensibilidad varia
con las diferentes formas clinicas (1, 6). Aun-
que el cultivo de H. capsulatum es el método
confirmatorio por excelencia, el hongo, por
causas todavia no bien dilucidadas, puede no
crecer o demorarse en su crecimientode 4 a 6
semanas.

Un gran avance en el diagnostico de la
histoplasmosis se ha experimentado en los
ultimos afios gracias a la biologia molecular.
Entre las diversas técnicas moleculares utili-
zadas para la identificacion de H capsula-
tum, el método de PCR en dos rondas desa-
rrollado por Bialek et al. se presenta como
una de las herramientas de mayor valor diag-
nostico (9-11). Dichos autores sefialan que a
través de este método se logra amplificar una
cantidad de ADN equivalente a 5 copias del
genoma de H. capsulatum (11). Los resulta-
dos obtenidos en el presente estudio confir-
man la elevada sensibilidad y especificidad
de esta técnica lograndose identificar hasta
10 pg de ADN provenientes de diferentes cul-
tivos del hongo. Resultados similares fueron
obtenidos en 9 muestras clinicas evaluadas,
pudiéndose identificar ADN del hongo en 5
muestras de sangre y 2 de médula 6sea. No se
detectd6 ADN especifico en dos de las mues-
tras de sangre provenientes de pacientes con
clinica y diagnéstico de laboratorio para his-
toplasmosis. Estos resultados podrian atri-
buirse al hecho de que para el momento de la
toma de la muestra no habia fungemia, o
también a una distribucion desigual del
hongo en el paciente lo cual determina que
dicho agente infeccioso no esté presente en
sangre o médula 6sea. La exploracion de
otros érganos o tejidos susceptibles a la infec-
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cion por H. capsulatum permitiria dilucidar
esta interrogante.

Es importante resaltar que en el presen-
te estudio se evaluaron tres métodos de ex-
traccion de ADN con los cuales se ensayaron
algunas modificaciones en el procesamiento
de las muestras biolégicas. De los tres méto-
dos, el ensayo modificado con Tiocianato de
Guanidina gener6 los mejores resultados en
términos de rendimiento y facil aplicacion a
las muestras clinicas. De esta forma, la com-
binaci6on de este procedimiento de aislamien-
to de ADN con la técnica de PCR en dos ron-
das representa una poderosa herramienta de
diagnoéstico molecular de gran utilidad para
el estudio de la histoplasmosis.
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