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En la actualidad, la clasificacion de cepas de microorganismos se realiza con
base en diferentes métodos de tipificacion, los cuales deben reunir ciertos crite-
rios para ser ampliamente utilizados. En la epidemiologia de diversas enferme-
dades con etiologia fungica se estan usando los métodos fenotipicos y
genotipicos. Sin embargo, las deficiencias asociadas a los andlisis fenotipicos
han conducido al desarrollo de tipificaciones genotipicas, que comprenden dife-
rentes métodos de estudio de la diversidad polimoérfica del ADN incluyendo la
secuenciacion de genes, con el objeto de diferenciar y relacionar aislamientos o
cepas. De esta manera se pueden identificar distintos brotes de infeccion y la
transmision de patégenos nosocomiales, ademas de determinar la fuente de
infeccion, asi como reconocer aislamientos virulentos. Este trabajo analiza los
métodos empleados en la tipificacion de Histoplasma capsulatum, agente causal
de la micosis sistémica conocida como histoplasmosis, con el fin de recomendar
aquéllos que aportan resultados reproducibles y confiables.
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Current knowledge on the strain typing of the
pathogenic fungusHistoplasma capsulaturnvar.
capsulatum A review of the findings

The classification of microbial strains is currently based on different typing met-
hods, which must meet certain criteria in order to be widely used. Phenotypic
and genotypic methods are being employed in the epidemiology of several fun-
gal diseases. However, some problems associated to the phenotypic methods
have fostered genotyping procedures, from DNA polymorphic diversity to gene
sequencing studies, all aiming to differentiate and to relate fungal isolates or
strains. Through these studies, it is possible to identify outbreaks, to detect noso-
comial infection transmission, and to determine the source of infection, as well as
to recognize virulent isolates. This paper is aimed at analyzing the methods
recently used to type Histoplasma capsulatum, causative agent of the systemic
mycosis known as histoplasmosis, in order to recommend those that yield repro-
ducible and accurate results.

Histoplasma capsulatum, Histoplasmosis, Molecular typing
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A pesar del incremento de las infecciones flungicas te con el agente etioldgico determinados por la prueba
en los ultimos afios, el panorama epidemiolégico de lascutanea con el antigeno especifico histoplasmina, o bien,
principales micosis sistémicas en el mundo ha sufrido por escasos aislamientos del hongo en la naturaleza.
pocos cambios y aln persisten grandes vacios en su inforAunque histoplasmosis capsulati, nombre actual de la
macién, especialmente, en lo referente a la delimitacionenfermedad asociadaka capsulatumvar. capsulatum
de zonas de alta y baja prevalencia para ciertas micosis yesta mas relacionada a zonas endémicas de América, par-
en las contradicciones asociadas al foco infeccioso queticularmente de los Estados Unidos de América (EUA) y
permitirian definir el origen preciso de la fuente de infec- México, la enfermedad ha sido referida en todo el mundo.
cion. En las investigaciones sobre epidemiologia y pato-Se han descrito aislamientos del hongo tanto en Europa
génesis, se han utilizado una amplia variedad de técnicagomo Asia y Africa, a partir de suelo y de animales infec-
inmunoldgicas, bioquimicas y genéticas, las cuales hantados. En México, los datos epidemioldgicos iniciales
ayudado a identificar aislamientos de hongos obtenidos desobre la histoplasmosis aportados por el Dr. Gonzélez-
casos clinicos y del ambiente. La tipificacion de estos ais-Ochoa [6-10], y aun los actuales, se han apoyado en la
lamientos conduce a la caracterizacion fidedigna de ellos,respuesta a la intradermorreaccion con la histoplasmina.
y sirve para apoyar datos epidemioldgicos fehacientes. LaEn los Ultimos diez afios, se cred un grupo multidiscipli-
utilizacion de una caracteristica particular, para tipificar nario para el estudio de la histoplasmosis en diferentes
aislamientos o cepas, esta relacionada con la estabilidad gntidades federativas del pais y los resultados, a la fecha,
la diversidad de esta dentro de la misma especie. Por Idan reforzado los datos inmunoepidemiolégicos de esta
que hay que discriminar aislamientos de cepas, al entendemicosis [11-17] y también han aportado informacién pio-
como aislamientos a los especimenes en proceso de caracera sobre la epidemiologia molecular de la histoplasmo-
terizacion y obtenidos de una clona independiente y comosis en el pais, ademéas de contribuir al incremento de
cepas a los especimenes bien caracterizados por lo quaislamientos del hongo obtenidos de diversas fuentes
pueden servir como referencia y que derivan de una coleccomo: murciélagos infectados, excretas de aves o de mur-
cion de especimenes altamente relacionados de la mismaiélagos; y casos clinicos procedentes de brotes epidémi-
especie [1). De ahi que la epidemiologia moderna trate decos o de pacientes con histoplasmosis asociada a sida.
emplear diferentes métodos de tipificacion para el estudio Con el advenimiento de las técnicas moleculares y
de diversidad, marcaje, y distribucion geografica de aisla- el subsecuente empleo de éstas en la epidemiologia de la
mientos o cepas en la naturaleza. histoplasmosis, se lograron mayores aportaciones y un

La aplicacion de métodos fenotipicos y genotipi- importante incremento en la informacion sobre esta enfer-
cos, ha permitido comprender mejor la distribucion y fre- medad, tanto en la ubicaciéon de nuevas zonas endémicas
cuencia de las infecciones causadas por hongos. Acomo en la relacion paciente-fuente de infeccion.
consecuencia, se podrian auspiciar medidas efectivas para i .
la prevencion y control de su transmision [2]. APLICACION DE LOS METODOS DE

Entre las micosis donde se han empleado métodosTIPIFICACION
fenotipicos y genotipicos esta la histoplasmosis, enferme-
dad sistémica cuyo agente causal es el patdgeno fungico Aunque los métodos fenotipicos, como la sensibili-
Histoplasma capsulatumwar. capsulatum(Darling 1906), dad a antifungicos y la electroforesis de enzimas multilo-
el cual es un hongo gedfilo que crece en fase filamentosacus (MLEE), han sido Utiles para clasificar algunos
multicelular en la naturaleza, pero cuando infecta un hos-hongos comdCandiday Cryptococcusen el modelo
pedero susceptible se convierte en levadura unicelular [3].Histoplasmaueron menos utilizados. Gaet al [18] son
Bajo condiciones de laboratorio, la transicidon de la fase considerados como un grupo pionero en la fenotipifica-
multicelular a la unicelular puede ser inducida por cam- cién deH. capsulatumal introducir el estudio de isoenzi-
bios de temperatura de °Z5 (micelio) a 37C (levadura). mas con el propdsito de analizar su variacién en 369
Esta transicion dimérfica es de particular interés en aislamientos obtenidos de suelo colectado en cuatro sitios
H. capsulatumya que es necesaria para la manifestacionde EUA, dos localizados en Missouri y los restantes en
de su virulencia [4]. La habilidad de crecer con distintas Kentucky y Michigan. Con base en la frecuencia de alelos
morfologias implica que el organismo al adaptarse a dife-de los aislamientos obtenidos en las cuatro areas, los auto-
rentes condiciones de vida, expresa genes especificos dees encontraron una gran variacion en los patrones enzi-
fase, cuyos productos son criticos para la supervivencia ynaticos de ocho enzimas. Asimismo, una importante
colonizacion en un ambiente dado, como forma saprobia ediversidad fenotipica para seis sistemas enzimaticos fue
infectante (fase micelial) en ambientes especiales dondeevelada por el método de isoenzimas en aislamientos de
se acumulan guano de aves y murciélagos, o bien comd. capsulatunprocedentes de EUA obtenidos a partir de
forma parasitaria y virulenta (fase levaduriforme) de pre- excretas de aves [19]. A pesar de su gran valor en la tipifi-
ferencia en microambientes intracelulares de hospederosacién de microorganismos, el método de isoenzimas es
mamiferos, incluyendo el ser humano. relativamente largo y laborioso, lo que limita su uso.

Con frecuenciaH. capsulatumcausa infecciones Actualmente, los métodos moleculares han permi-
respiratorias que son generalmente resueltas por el sistemado establecer marcadores que facilitan la separacion y
inmune y cuando no se elimina totalmente el hongo, éstecaracterizaciéon genética de los diferentes individuos con
puede mantenerse en el hospedero posiblemente en célibase en el polimorfismo del ADN. Estos marcadores han
las permisivas, bajo la forma de una infeccion “latente”. sido utilizados para determinar la variabilidad genética de
Una disminucién en la funcion del sistema inmune debido muchos hongos, para clasificar aislamientos de la misma
a circunstancias como edad avanzada, inmunosupresionesspecie, y ademas para estudiar el origen y evolucion de
o inmunodeficiencias como el sida, puede resultar en unaésta. Por otro lado, su aplicacién en analisis epidemiologi-
reactivacion enddgena de la infeccion, con posible enfer-cos o de poblaciones ha facilitado la elaboracion de mapas
medad sistémica [5]. Hasta hace algun tiempo el estudiogenéticos y la mejor identificacion de aislamientos o
epidemioldgico de la enfermedad se restringia a informescepas.
de casos clinicos, a datos de inmunocontacto sensibilizan-
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TIPIFICACION MOLECULAR sus mtADN y rADN, los aislamientos clinicos y de suelo
fueron divididos en cuatro clases [20]. Las clases 1y 3
Sondas paraH. capsulatum correspondieron a la clasificaciéon de Vincental. [32],

mientras que los aislamientos de suelo, procedentes de

La primera generacion de sondas moleculares consiete sitios geograficos diferentes de EUA, fueron indis-
aplicacién a estudios epidemioldgicos, obtenidas detinguibles de la mayoria de los aislamientos de humanos y
secuencias especificas de ADN clonado, fueron las dese incluyeron en la clase 2 [20]. Un aislamiento Unico, de
Spitzeret al.[20], quienes aislaron de la fase levadurifor- suelo de Florida, represento6 la clase 4. Asimismo, Spitzer
me de una cepa virulenta (G217B) los ADN mitocondrial et al.[20], observaron que los patrones obtenidos para el
(mtADN) y ribosomal (rADN). Posteriormente, Keath ADN total deH. capsulatumeran similares a los del
et al. [21] clonaron y caracterizaron genes especificos de mtADN.
la fase levaduriforme de la cepa G21BBproducto de la Posteriormente, Spitzet al.[33] al estudiar aisla-
clonacion, el geyps-3,resultd ser importante para identi- mientos deH. capsulatumprocedentes de pacientes con
ficar cepas patdgenas, ya que la expresion variable de esthistoplasmosis asociada a sida y de pacientes con histo-
gen fue observada en algunas cepasideapsulatum plasmosis diseminada o pulmonar cronica no asociada a
[22], que diferian en termotolerancia y virulencia [22,23]. sida, que referian residencia en el area de St. Louis,
Weaveret al. [24] aislaron un cADN de 519 bp del gen Missouri, encontraron a través del RFLP de los mtADN vy
yps3y lo fusionaron al getrpE de Escherichia colipara rADN y ademas por Southern blot con la sonda del gen
generar un péptido hibrido con el que produjeron un anti-yps-3 que los aislamientos de pacientes con sida presenta-
cuerpo monoclonal (Mab 7.1) contra el productyoe-3 ron un patron polimorfico del mtADN igual al de la cepa
Los autores realizaron la inmunoelectrotransferencia Downs (clase 1), y que ademas al estudiar el proceso de
(IET) de las fracciones antigénicas de la pared celular determotolerancia en los aislamientos, éstos fueron incapa-
la cepa G217B y del sobrenadante de su cultivo (antigencces de crecer a 40, caracteristica que es compartida con
crudo), obteniendo con el Mab 7.1 reactividad s6lo en unala cepa Downs. Por otro lado, los aislamientos de histo-
banda de 17.4 kDa del antigeno de pared, lo que les perplasmosis diseminada o pulmonar crénica no asociada a

mitio inferir que la localizacion del producto del ggrs-3 sida, fueron agrupados en la clase 2, donde se ubican la
era en la pared de la célula fungica. mayoria de los aislamientos clinicos de diferentes regio-
A la fecha se han elaborado algunas sondas de aplines de EUA.
cacion comercial, que sirven para la identificaciéon mole- En 1992 Keattet al. [34], trataron de ampliar el
cular del hongo [25-29]. conocimiento acerca de la epidemiologia molecular de la
histoplasmosis en individuos inmunocomprometidos.
Electroforesis en gel de campo pulsado Aislamientos de un brote epidémico de histoplasmosis en

pacientes con sida y procedentes de una region definida de

Steeleet al. [30] analizaron el ADN cromosomal los EUA, donde la histoplasmosis no es endémica, fueron
de cuatro cepas d¢ capsulatunpor electroforesis en gel  estudiados con el objeto de determinar si la histoplasmosis
de campo eléctrico homogéneo (CHEF) y de campo inver-de estos pacientes resultaba de la reactivacion de una
tido (FIGE). Los patrones de bandas obtenidas fueroninfeccion previamente adquirida. Los autores utilizaron
confirmados mediante sondas especificas de ADN cromo-para clasificar los aislamientos los patrones de RFLP del
somal. De las cepas estudiadas, la denominada DownsADN gendmico y del Southern blot generados por dos
obtenida de una Ulcera vaginal de una paciente con histosondas par&l. capsulatumpna del mtADN y otra de un
plasmosis diseminada [31], y que tiene la caracteristica ddragmento de 1.85 kb obtenido por digestion delyges8
ser avirulenta para el ratén, fue la que presentdé mayorcon la enzimaHindlll. Tanto los aislamientos obtenidos
nimero de cromosomas (siete) [30]. Stestlal. [30] de pacientes con sida como los procedentes de otras fuen-
encontraron ademas, variabilidad en la movilidad de lastes, fueron agrupados en diferentes clases. Cinco aisla-
bandas de otras cepas estudiadas, que a diferencia de haientos de pacientes con sida residentes en Nueva York
Downs, presentaban tres o cuatro cromosomas. Aunqué&zona no endémica) y procedentes de Puerto Rico fueron
este trabajo se oriento a la identificacién de cariotipos delagrupados en la clase 5, con base en el polimorfismo reve-
hongo, los métodos empleados podrian ser consideradofado por la sondgps-3.Estos aislamientos originaron dos
como Utiles para la tipificacion molecular de cepas tipo patrones diferentes de mtADN designados como subclases

Downs. 5b y 5¢c. Ademas, el aislamiento de un paciente residente
en Missouri y procedente de Centroamérica fue subclasifi-
Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de cado como 5d, mientras que dos aislamientos de Panaméa
restriccion (RFLP) y analisis de ADN cromosomal por fueron también incluidos en la clase 5, pero mostraron un
Southern blot perfil distinto de mtADN, por lo que constituyeron la sub-

clase 5a [34]. Este estudio permiti6 ampliar las clasifica-
Vicent et al. [32], aplicaron el método de RFLP ciones anteriores [20,32], al agrupar los diferentes
para estudios epidemioldgicos ldecapsulatumAl anali- aislamientos dél. capsulatunen seis clases y cuatro sub-
zar 21 aislamientos de humanos y dos de animales, loglases, que se correlacionan con la distribucion geografica
agruparon en tres clases, con base en los polimorfismos ddel hongo, y ademas sugirio la existencia de reactivacio-
su mtADN y rADN. La clase 1 consisti6 solamente de la nes enddgenas en casos de histoplasmosis asociada a sida
cepa Downs; la clase 2 se formo6 con 14 aislamientos dediagnosticados en areas no endémicas [34].

H. capsulatumvar. capsulatunde Norteamérica y dos de Salaset al. [35], utilizando el polimorfismo del
H. capsulatunvar. duboisiide Africa; la clase 3 consisti6 ADN por RFLP, estudiaron 31 aislamientosHlecapsu-
de cuatro aislamientos de Centro y Sudameérica. latum de pacientes mexicanos con histoplasmosis asocia-

Spitzeret al.[20], ampliaron los estudios de tipifi- da a sida. Al analizar los fragmentos de restriccion
cacion de cepas del hongo al incluir nueve aislamientos deobtenidos con la endonuclealdadll y comparandolos
suelo de Norteamérica, con el objeto de determinar dife-con los polimorfismos de las cepas de referencia G217B y
rencias en los patrones obtenidos por mtADN entre los Downs (EUA) y la G186B (Panam&ncontraron diez per-
aislamientos de suelo y los de origen clinico. Por RFLP defiles polimérficos denominados: A, B, C, D, E, F, G, H, I, J.
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Los perfiles A 'y C fueron los mas frecuentes con porcen-obtenidos de pacientes mexicanos con histoplasmosis aso-
tajes de 33.3 y 29.1, respectivamente. En los demas, seiada a sida, comparandolos con cepas de casos clinicos
observaron frecuencias menores al 7%. El perfil de lade Guatemala, Colombia, Panaméa y EUA, asi como con
cepa de referencia Downs (clase 1 de la tipificacion deaislamientos de diferentes fuentes en la naturaleza proce-
EUA) fue semejante al J que incluye dos aislamientos dedentes de México. Los polimorfismos del ADN obtenidos
H. capsulatunde pacientes mexicanos con sida. Los per- por RAPD-PCR con un oligonucleoétido, permitieron ubi-
files polimérficos de las cepas de referencia G217B y car la mayoria de los aislamientos clinicos procedentes de
G186B, no se presentaron en los aislamientos estudiadodyléxico en un sélo grupo. Este método demostré que los
a pesar de que el perfil de la cepa G217B es el mas comuaislamientos estudiados de pacientes mexicanos con histo-

en los EUA. plasmosis asociada a sida forman un grupo muy relaciona-
do que es independiente de su origen geografico.
Polimorfismo del ADN amplificado al azar (RAPD) Asimismo, el RAPD-PCR detecté diferencias entre algu-

nos aislamientos que no fueron reveladas por métodos

Debido a que el método RFLP presenta limitacio- fenotipicos como, el perfil de electrotipos determinado
nes como, la baja sensibilidad que dificulta distinguir ais- por electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato
lamientos individuales y la necesidad de preparar ADN de sodio (SDS-PAGE) y la presencia de bandas antigéni-
con alto grado de pureza, para que pueda ser eficienteeas especificas reconocidas por suero inmune en IET
mente cortado por endonucleasas de restriccion, Kersulytd41,42]. La figura 1 muestra ejemplos de los patrones de
et al.[36] y Woodset al.[37] aplicaron pardd. capsula- ADN polimorfico generados por RAPD-PCR, de aisla-
tum el método de polimorfismo del ADN amplificado al mientos clinicos dél. capsulatumasociados o no a sida.
azar por la reaccion en cadena de la polimerasa (RAPD-
PCR). Este resulté ser mas sensible y de facil manejo, ya
que utiliza cantidades menores de ADN no necesariamen-
te puro. Los autores pudieron seleccionar oligonucleétidos
que fueron Utiles para agrupar cepas y aislamientos seme
jantes deH. capsulaturmy obtener resultados reproduci-
bles. A partir de 29 aislamientos clinicos del hongo
agrupados en la clase 2, encontraron por RAPD-PCR
mayor diversidad que la demostrada por RFLP.

Mas recientemente, Poonwanal. [38] analizaron
por RAPD-PCR 12 aislamientos clinicos lde capsula-
tum de pacientes de Tailandia y uno de EUA. Al utilizar
tres oligonucleotidos por separado, los aislamientos se
clasificaron de 2 a 4 grupos, siendo los procedentes d¢
Tailandia muy similares entre si, y claramente diferentes
del aislamiento de Norteamérica. Ademas, los autores
identificaron una banda comdn de 700 bp, la cual se
secuencio para disefiar oligonucleotidos para PCR que
resultaron ser 100% efectivos en la identificacion de aisla-
mientos de origen tailandés. Kb =

Como parte de los avances recientes en la epide:
miologia de la histoplasmosis en México, se empled
RAPD-PCR para el analisis molecular de los patrones
polimérficos del ADN del hongo aislado de murciélagos
infectados. Al utilizar este método con un sélo oligonucle-
Otido, se encontraron dos patrones polimérficos de ADN
en los aislamientos procedentes de murciélagos infectado
y capturados al azar en los estados de Guerrero y Morelo
[39]. Para definir con mayor precision estos grupos,
Taylor et al [40] estudiaron estos aislamientosHlecap-
sulatum,junto con otros obtenidos de murciélagos migra-
torios capturados en los estados de Puebla y Oaxace
mediante una modificacién del RAPD-PCR usando doble
oligonucle6tido para amplificar el ADN gendmico, la
cual, tiene la caracteristica de aumentar el polimorfismo
genético. Se observd un patrén polimérfico comun en la
mayoria de los aislamientos, por lo que este patron de
ADN podria funcionar como marcador fungico para la
infecdcié(r;_ de murrciédlalgr?s y palraa deftinirllads érgas ge&gré-tﬁ'ri?ura L Patrones de RAPD-PCR de 11 aisiamientos dinicos de H. capsu-
cas ae |Sper5|0n e ongo_ or otro la O, eyeS' ontes a um. De OS_ ails amlen 0s u IliZzados siete procedieron de pacientes con
et al. [41] caracterizaron aislamientos clinicosHlecap-  hehesToss esoriada a Sca(Ch sie 31o, £ Sz, S N0y
sulatumobtenidos de pacientes mexicanos con histoplas-H.1.02.w). El aislamiento del ADN y el procedimiento del RAPD-PCR se
mosis asociada a sida, que referian una residencie/sy, s, acterds con o refence por Reyes Montes o 21 [42)
definida. Los resultados de genot|p|f|caC|on por RAPD- sometieron a electroforesis en gel de agarosa, el cual después de colorea-
PCR mostraron que la mayoria de los aislamientos clini-go con bromuro de eteia e foogratade con uns peluls Polirod 667
cos se relacionaron en un 94%. EStos mismos autore:ms- morelos; DF- Distrito Federal, HG- Hidalgo; CS- Chiapas:
[42], analizaron nuevos aislamientos lde capsulatum EUA- Estados Unidos de América; GT- Guatemala.

LSA

SIDA/MX
"| NO-SIDA/MX

« NO-SIDAIGT

WMs
MS
OF
HG
C5
DF _|
GR
HG

EH-316 GR
EH-317
EH-318
EH-313
EH-223
EH-325
EH-326
DOWNS
EH-46
EH-53
H.1.02.W




Tipificacién de Histoplasma capsulatum
Reyes-Montes MR, et al.

Secuenciacion de ADN Finalmente, Jiangt al. [46] tipificaron 24 aisla-
mientos deH. capsulatuma través de variaciones en la
Carteret al [43] analizaron 30 aislamientos clini- secuencia nucleotidica de las regiones espaciadoras inter-
cos deH. capsulatumprocedentes de Indianapolis, nas transcritas (ITS1, ITS2) y del gen 5.8S rARN. Cuando
Indiana, EUA. En este estudio se planted determinar si losalinearon las secuencias de los aislamientos estudiados,
intercambios genéticos eran importantes en el ciclo deencontraron 10 diferentes patrones de secuencias designa-
vida del hongo, ademas de ver si existian subpoblacionesios como tipos A (con 3 representaciones A-1, A-2 y A-
del hongo que se correlacionaban con la severidad de I8), B hasta el H. Doce aislamientos de Indianépolis se
enfermedad o con el estado inmune del hospedero. Loglasificaron en cuatro tipos diferentes (A-1, A-2, A-3, F),
autores desarrollaron marcadores bialélicos a partir dedos de Nueva York en el tipo G, tres de distintas ciudades
secuencias de ADN polimdrfico amplificadas con oligo- de EUA en el tipo F, y los restantes se ubicaron en tipos
nucleotidos especificos, mediante una variacion deldiferentes. En este estudio la cepa Downs (clase 1) se
RAPD conocida como AP-PCR. Las bandas de amplifica- agrup6 con dos aislamientos tipo F, uno de Indianépolis y
cion comunes a diferentes aislamientos se sometieron atro de Houston (clase 2), por lo que los autores sugieren
analisis del polimorfismo en la conformacién de cadena que este método de tipificacion reubica aislamientos de
sencilla (SSCP). La secuenciacion de las bandas que mosstras clasificaciones.
traron polimorfismo simplificé el estudio de aislamientos
adicionales mediante RFLP. Con esta metodologia se€
encontré que cada aislamiento tenia un genotipo multilo- Tabla 1. Eficiencia de los métodos de tipificacién para H. capsulatum.
cus unico, por lo que infirieron que habia recombinacio-

nes frecuentes dentro de la poblaciénHdecapsulatum t?’;?ﬁignggnde Reproducibiidad  Discriminacion de clases y
estudiada. Sin embargo, los autores no encontraron asc o cepas

ciacion entre los aislamientos de pacientes inmunocom-
prometidos y los procedentes de otras manifestacione:Fenotipicos

clinicas. Isoenzimas Buena Buena (clases)
Posteriormente, Carteat al. [44] utilizaron 11 Lermotolerancia Buena Buena (clases)
marcadores bialélicos, obtenidos mediante el analisis dEIET Mala* Buena (clases)

fragmentos aIe_Ilcos_generados por la amplificacion de
secuencias polimorficas del ADN con oligonucle6tidos Genotipicos

especificos, para analizar poblacionesHdecapsulatum goHLEr;eanl blot Buena Excelerzttla (suk;clases)

uena uena (clases
procedentes de EUA y de otros paises, y observaron quic3 Buena Excelente (ciases)
en el caso de cepas aisladas de EUA estos marcadorerapp Buena** Excelente (subclases)
mostraban pollmorﬂsmos al dlgel‘ll‘ sus fragmentos con Secuenciacion Excelente Excelente (clases/subclases)

enzimas de restriccion. Aunque estos marcadores son cor— — :
siderados como una buena herramienta para analizar cep(ggfdiséiwﬁé‘fﬁﬁﬁﬁg ZZZ‘L“SFSSH‘Q%BJE“25%%39.”5?' (?é”ﬁdﬁoﬁié?%ﬁiéi?iféi?if e ((2123’[3?252222 &

y medr [a extension del flujo de genes del hongo dentro (it B EE R e T

de diferentes regiones de los EUA, tienen la desventaja d¢

ser monomorficos para regiones mas distantes, por lo que

no pueden ser utilizados para investigar la diversidad de

cepas procedentes de otros paises. Simultaneamente, [@BONCLUSION

autores encontraron tres marcadores multialélicos que tie-

nen la caracteristica de ser hipervariables y por lo tanto La presente revision resalta las bondades de las
altamente polimérficos, debido a la variacién en las longi- técnicas moleculares para estudios epidemiol6gicos de la
tudes y secuencias de sus productos de amplificacion, yhistoplasmosis, mismas que se pueden observar en forma
gue tienen la caracteristica de presentar secuencias mugesumida en la tabla 1, valorando la aplicacion de metodo-
repetitivas y conservadas (microsatélites), por lo que estodogias que varian desde las mas sencillas hasta las méas
tres marcadores multialélicos resultan adecuados para tipicomplejas, como lo refieren Taylet al.[47]. Sin embar-

ficar y determinar niveles de variacion genética de aisla-go, nuestra experiencia en estudios de epidemiologia
mientos del hongo, provenientes de regiones de EUA y demolecular de esta enfermedad, nos permite recomendar
otros paises [44]. A la fecha se ha encontrado cinco locilos métodos que generan mayor especificidad y se funda-
microsatélites en el genoma He capsulatumlos cuales mentan en procesos menos complicados y mas accesibles
son capaces de discriminar aislamientos con caracteristia la comunidad cientifica, como son el RFLP y el RAPD-
cas muy peculiares [45]. PCR.

El presente trabajo refiere datos de investigacion
asociadas a proyectos financiados por
DGAPA-UNAM (IN-203294 y IN-203197) y
CONACYT (1018P-M).
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