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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Antecedentes: La Republica Argentina no registra casos autéctonos de histoplasmosis en regiones austra-
Recibido el 18 de julio de 2012 les del pais.
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) Objetivo: Informar de un brote de histoplasmosis ocurrido en Zapala, Provincia de Neuquén, Patagonia
On-line el 9 de febrero de 2013

Argentina.

Meétodos: Se evalud el cuadro clinico y las caracteristicas epidemiolégicas de 5 pacientes involucrados en el
brote. Se realizaron estudios ambientales para conocer la fuente de infeccién. Se analiz6 el perfil genético
generado por RAPD-PCR con los primers 1281-1283 de los aislamientos de Histoplasma capsulatum del
Brote caso indice (CI) y se comparé con cepas de origen clinico no relacionadas con el brote.

Argentina Resultados: Los pacientes residian en Zapala y no habian visitado otras areas geograficas. Todos pre-
RAPD-PCR sentaron un sindrome gripal con imagenes radiolégicas micronodulillares diseminadas. El CI necesité
tratamiento especifico por la gravedad de su cuadro clinico, y los 4 pacientes restantes presentaron una
sintomatologia leve y no fueron tratados. La evolucién clinica de todos fue favorable. Las cepas de H.
capsulatum aisladas de hemocultivo y biopsia pulmonar del CI presentaron un perfil genético diferente al
resto de las cepas analizadas. La presencia del hongo en el ambiente pudo inferirse mediante la deteccién
de anticuerpos anti-Histoplasma en suero de ratones BALB/c inoculados con tierra de una alcantarilla que
los trabajadores removieron después de un aluvion.

Conclusiones: Este brote extiende el drea endémica de histoplasmosis por debajo del paralelo 38°
de latitud sur. El diagnéstico de histoplasmosis debe considerarse en pacientes de Neuquén, con sin-
tomas compatibles con esta micosis, aun sin existir antecedentes epidemiolégicos de viajes a areas

endémicas.
© 2012 Revista Iberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos
reservados.
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Outbreak of histoplasmosis in province of Neuquén, Patagonia Argentina

ABSTRACT

Keywords: Background: In Argentina, there are no reports of autochthonous cases of histoplasmosis in the southern

Histoplasma capsulatum regions of the country.

g‘sttlgpla]imo-“s Aim: To report a histoplasmosis outbreak in Zapala town, Province of Neuquén, Patagonia Argentina.
utbrea

Methods: We evaluated the clinical and epidemiological characteristics of 5 patients involved in the
outbreak. Environmental studies were conducted to determine the source of infection. The genetic profile
of Histoplasma capsulatum strains isolated from the index case (IC) were compared with clinical isolates
from Argentinean patients not related to the outbreak, using RAPD-PCR with primers 1281-1283.

Results: The patients were residents of Zapala, and had not visited other geographical areas before. All
patients had an influenza-like syndrome, and X-ray revealed disseminated micronodular images throug-
hout the lung parenchyma. The IC needed specific antifungal therapy; the remaining 4 patients had mild
symptoms, and did not require therapy. All of them had a good clinical outcome. Strains of H. capsulatum
isolated from blood culture and lung biopsy of the IC showed a genetic profile different from other strains

Argentina
RAPD-PCR
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analyzed. The presence of the fungus in the environment was demonstrated by the detection of anti-
Histoplasma antibodies in BALB/c mice inoculated with soil obtained in a culvert where workers had dug

up earth after a landslide.

Conclusions: This outbreak suggests the histoplasmosis endemic area is under the 38° S parallel. Patients
from Neuquén, Patagonia Argentina, with compatible symptoms of histoplasmosis should be tested,
regardless of their travel or exposure history.

© 2012 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

La histoplasmosis es una micosis endémica producida por
el hongo termodimorfo Histoplasma capsulatum var. capsulatum.
Aunque es una micosis cosmopolita, las dreas endémicas mas
importantes se sitian en el continente americano, en zonas con
climas templados, precipitaciones anuales alrededor de 1.000 mm
y humedad relativa entre 67 y 87%°.

La infeccion se inicia con la inhalacién de microconidios que
el hongo produce en la naturaleza asociado a los excrementos de
aves y de murciélagos'>. El periodo de incubacién es de aproxi-
madamente 15 dias. La primoinfeccién puede ser asintomatica o
presentar manifestaciones clinicas similares a un sindrome gri-
pal que se autolimita; estas ocurren en aproximadamente el 95%
de los casos, y solo deja calcificaciones residuales en los pul-
mones, los ganglios linfaticos y el bazo. Las formas clinicas de
la histoplasmosis progresiva son: pulmonar crénica en pacien-
tes inmunocompetentes con EPOC, diseminada crénica en adultos
mayores con inmunodepresion leve, y las diseminadas aguda y sub-
aguda en los que padecen inmunodepresion grave. La gravedad de
la enfermedad depende del inéculo fiingico, del estado inmunitario
y de la edad del huésped'2.

Los brotes epidémicos de histoplasmosis ocurren por exposi-
cién a una fuente comdn con altas concentraciones de conidios.
En general, se asocian a actividades laborales o recreativas, tales
como limpieza de parques, demolicion de edificios, visitas a caver-
nas o cuevas, entre otras. Estas epidemias ocurren principalmente
en el sureste de Estados Unidos, México, Venezuela, Brasil, paises
de Centroamérica y en viajeros que visitan estas areas geograficas>.

En Argentina, el area endémica de la histoplasmosis abarca las
provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios, Cérdoba, este de La
Pampa, sur de Salta, norte de Tucuman, norte de Corrientes, y este
y centro de Chaco'4-16.1923.2428 por e] momento, no se han docu-
mentado casos autdctonos en las provincias patagoénicas y el brote
epidémico mas austral notificado en la literatura revisada corres-
ponde a uno ocurrido recientemente en una base aérea de Moroén,
Provincia de Buenos Aires'S.

El objetivo de este trabajo es describir las caracteristicas epi-
demiolégicas de un brote de histoplasmosis ocurrido cerca de la
ciudad de Zapala, Provincia de Neuquén, Patagonia Argentina.

Materiales y métodos
Pacientes

El 18 de agosto de 2002 ingresé en el Hospital Interzonal
Zapala un paciente (caso indice) de 33 afios, de sexo masculino,
con antecedentes de mialgias de una semana de evolucién, fie-
bre, escalofrios, cefalea intensa, dolor retroocular, malestar general,
hipoxemia grave y una placa radiografica de térax con infiltrados
pulmonares bilaterales. Debido a la gravedad del cuadro clinico
del paciente, este y otras 3 personas con sintomas similares fue-
ron derivados a un centro de mayor complejidad, el Hospital
Provincial Neuquén (HPN), de la ciudad de Neuquén, Republica
Argentina.

En el HPN, los 4 pacientes derivados fueron reevaluados cli-
nicamente; se realizaron placas radiograficas, tomografia axial
computarizada (TAC) de térax, estudios generales de laboratorio,

urocultivo, hemocultivo para gérmenes comunes y para hongos.
Como los pacientes removian tierra e incluso podian haber estado
en contacto conroedores, se les realiz6 un diagnéstico diferencial de
patologias endémicas de la zona geografica, como coccidioidomi-
cosis y hantavirosis pulmonar, asi como de otras enfermedades con
sintomas neuménicos. Se solicitaron reacciones cutaneasy estudios
serolégicos para diagnéstico de micosis profundas, prueba de la
tuberculina, estudios para diagnéstico de leptospirosis, neumonia
por Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae y hantaviro-
sis.

Los pacientes comenzaron un tratamiento con antibiéticos y al
caso indice, por su mala evolucidn, se le realizé una biopsia pulmo-
nar que se remitié al Servicio de Anatomia Patoldgica y al sector
de Microbiologia del Laboratorio para estudios histopatolégicos y
microbiolégicos, respectivamente.

Un quinto paciente, compaiiero de tareas laborales, fue citado y
evaluado de forma ambulatoria una semana después. Los 5 pacien-
tes fueron sometidos a un interrogatorio sobre antecedentes de
relevancia (personal, familiar y ambiental), lugares visitados, traba-
jos realizados, habitos de esparcimiento y contactos con animales.

Un sexto trabajador, con similar sintomatologia y que confor-
maba el grupo, se negé a ser evaluado.

Estudios ambientales

En septiembre de 2002, y con un diagnéstico presuntivo de his-
toplasmosis, un primer grupo interdisciplinario realizé la basqueda
de la fuente de infeccién en los lugares donde los trabajadores
desarrollaron actividades. La investigacién consisti6, en primer
lugar, en una inspeccién visual de los lugares geograficos y selec-
cién de los sitios de toma de muestras segtin caracteristicas acordes
al habitat natural de H. capsulatum. Una vez elegido el sitio, se lim-
pi6 la capa superior de la tierra suelta (aproximadamente 1cm)
y se tomod el suelo de entre 5 y no mas de 10cm de profundi-
dad. La colecta se realizé en: a) un terreno cercano a un basural al
norte de Zapala; b) una alcantarilla aluvional en el km 22 de la
ruta 40 entre Zapala y Las Lajas, donde los trabajadores refirieron
haber removido escombros; ¢) una zona aledafia al Cerro Cansino,
donde los obreros habian removido piedras, y d) los alrededores de
la laguna El Toro, 6 km al SO de Zapala. En diciembre de 2002, con
el diagnéstico de certeza de histoplasmosis, se realizé una segunda
bisqueda de H. capsulatum en el ambiente en zonas cercanas a
Zapala con el fin de conocer el habitat del hongo en laregién. En esta
oportunidad se recogieron muestras de suelo de cavernas y areas
sospechosas: a) zonas aledaiias al espejo de agua del Parque Nacio-
nal Laguna Blanca; b) cavernas de Chenque Haichol, y ¢) caverna del
Gendarme, perteneciente al sistema cavernario de Cuchillo Cura.
Los sitios de recolecciéon de suelo, la cantidad de muestras por sitio
y las fechas de recoleccién se indican en la tabla 1.

Ademas, se expusieron durante 8 h ratones BALB/c como cen-
tinelas de infecciéon?’ en las cavernas Chenque Haichol (n=6) y
Cuchillo Cura (n=9).

Un gramo de suelo se suspendi6 en 10ml de tampén PBS
(NaCl 8g/L; KCI 0,2g/L; NapHPO4 1,5g/L; KH,PO4 0,24g/L) pH
7,2, suplementado con gentamicina 100 mg/mL y cloranfenicol
250 mg/L. La suspensién se dejé sedimentar 15 min a temperatura
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Tabla 1

Sitios de recoleccién de suelo, cantidad de muestras recogidas por sitio y fecha de la recoleccién

Nombre del lugar

Coordenada geografica/elevacion (m)

Cantidad de muestras Fecha de recoleccién

Basural cercano a Zapala
Alcantarilla ruta boca este
Alcantarilla boca oeste

38°54’S, 70°05’0/1.040
38°47'S,70°13'0/898
38°47'S,70°13’0/898

Septiembre 2002

Pie del Cerro Cansino

Laguna del Toro

Parque Nacional Laguna Blanca
Caverna de Chenque Haichol
Caverna del Gendarme

38°52'S,70°19'0/1.150
38°55'S, 70°08'0/1071
39°02'S, 70°24'0/1.290
38°36'S, 70°40°0/1.100
38°36'S, 70°23’0/910

Diciembre 2002

N o= NN N oo

ambiente y 100 pL del sobrenadante puro y diluido 1/10 se sem-
braron por duplicado en medios selectivos para aislamiento de
hongos dimorfos: agar Sabouraud suplementado con antibi6ti-
cos ASG-CC (glucosa 2%, peptona 1%, agar 1,5%, cicloheximida
0,004% y cloranfenicol 0,0025%) y ASG-CC suplementado con
rosa de Bengala 0,002%. Los cultivos se incubaron a 25°C en
camara himeda y fueron revisados diariamente hasta los 40 dias
o hasta la aparicién de colonias sospechosas; estas fueron sub-
cultivadas y estudiadas en sus caracteristicas macroscépicas y
microscopicas'>. Paralelamente, 0,5mL del sobrenadante se ino-
cularon via intraperitoneal a 5 ratones BALB/c por cada muestra de
tierra procesada.

Losratones centinela(n=15)ylosinoculados con tierra (n=190)
fueron mantenidos en condiciones de bioseguridad, debidamente
acondicionados, suministrandoles alimentos y agua ad libitum
durante 50 dias’.

Previa extraccién de una muestra de sangre, los animales fue-
ron sacrificados seglin recomendaciones de la reglamentacién para
bioterios de laboratorios elaboradores de especialidades medicina-
les y/o de andlisis para terceros de la Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica'. Se separaron los
sueros y en estos se realizé una btisqueda de anticuerpos anti-H.
capsulatum utilizando contrainmunoelectroforesis (CIEF) e inmu-
nodifusién doble (IDD) frente a suero y antigeno de referencia
IMMY (Immuno Mycologics, Inc., OK, EE. UU.).

Los animales fueron sometidos a autopsia completa y se extra-
jeron higado, bazo, rifiones y pulmones de cada uno. Los 6rganos
fueron macerados y cultivados en ASG-CC e incubados durante
50 dias a 25°C o hasta desarrollo de alguna colonia sospechosa.
Las colonias sospechosas fueron reaisladas y estudiadas en base a
sus caracteristicas macroscépicas y microscépicas'>.

Estudios microbioldgicos

La identificacion definitiva de los aislamientos flingicos obteni-
dos fue realizada por produccion de exoantigenos en medio liquido
y comprobacién de su dimorfismo'3.

Una vez identificados, los aislamientos fueron caracterizados
genéticamente utilizando la técnica RAPD-PCR con los primer
1281-1283, como se realizé en un trabajo previo3’. Las imagenes
de los perfiles genéticos obtenidos fueron digitalizadas, normaliza-
das y comparadas con BioNumerics ver. 5.1 (Applied Maths NV,
Bélgica), utilizando el coeficiente de Dice, con los perfiles de 8
cepas de H. capsulatum aisladas entre 2000 y 2002 de casos clinicos
autéctonos de la Provincia de Buenos Aires, area endémica mas cer-
cana al brote (02932, 02934, 02935, 02926, 01842, 01744, 00205,
021196), una cepa de 1999 de un caso autéctono de la Provincia de
Chaco (993445), y 3 cepas de pacientes de Neuquén del afio 2003
no involucrados en el brote (031830, 031839, 031842). Se incluye-
ron, ademas, en el andlisis 2 cepas de referencia: G186B (Panama)
y Downs (EE. UU.). Todas las cepas utilizadas en el estudio estan
depositadas en la coleccién de cultivos fingicos del Departamento
de Micologia del INEL

Resultados

Los pacientes eran todos de sexo masculino, adultos y sin ante-
cedentes relevantes de enfermedades previas al episodio. Todos
eran oriundos de la provincia de Neuquén, residian en la ciudad
de Zapala, ubicada a 183 km al oeste de la ciudad capital de Neu-
quén, y no habian viajado fuera de la provincia con anterioridad.
Eran ex trabajadores ferroviarios contratados desde marzo de 2002
para realizar mantenimiento de caminos. Habian realizado tareas
de desmalezamiento en un campamento vial en el Puente Picun
Leuft y removieron la nieve en las rutas cercanas a Zapala durante
los meses de junio y julio de 2002 en grupos de 20 a 30 operarios.
Otras tareas, asociadas al brote y estrechamente relacionadas al
grupo de personas afectadas fueron: limpieza de un alcantarillado
pluvial a principios de agosto sobre la ruta 40 en direccién a Las
Lajas (38°47’S, 70° 13’ 0), a 20 km de Zapala, y recoleccién de pie-
dras al pie del Cerro Cansino (38° 52’S, 70° 19’ O), frente a la Laguna
Miranda. Ademas, los pacientes habian convivido durante 4 h dia-
rias, de lunes a viernes, en una casilla del campamento de vialidad
de Zapala desde marzo y con frecuencia limpiaban excrementos de
roedores en ese sitio.

Al ingreso los pacientes estaban ltcidos, estables desde el punto
de vista hemodinamico, constatindose en 3 de ellos temperatura
axilar de 38 °C, y en uno, febricula. Todos presentaban un sindrome
gripal de 7 a 10 dias de evolucién, con fiebre, escalofrios, cefalea,
mialgias, malestar general, tos seca y disnea de intensidad varia-
ble, ademas de taquipnea. Los niveles de saturacién de oxigeno
(FiOy 21%) eran del 90% en el caso indice y entre el 94-95% en
los restantes. Las nuevas radiografias tomadas en el HPN mostra-
ban micronédulos diseminados (fig. 1) en todos los pacientes. Las
TAC de térax confirmaban lo observado en las radiografias.
Las pruebas de laboratorio para el diagnéstico de hantavirus Andes,
leptospirosis, coccidioidomicosis y VIH fueron negativas, mientras
que la intradermorreaccién con histoplasmina fue positiva en los
4 pacientes. El resumen de las principales caracteristicas clinicas,
radiolégicas y de laboratorio de los pacientes internados y del eva-
luado de forma ambulatoria se resumen en la tabla 2.

Para realizar un diagnéstico certero, se le efectué una biopsia
pulmonar al caso indice, que posteriormente fue derivado a la Uni-
dad de Cuidados Intensivos (UCI) con un cuadro de insuficiencia
respiratoria. El andlisis preliminar de la biopsia pulmonar mos-
tré levaduras compatibles con H. capsulatum en las observaciones
microscépicas con diversas tinciones. El diagndstico microscépico
fue confirmado en el Centro de Micologia de la UBA. El paciente
presentd inestabilidad hemodindmica durante las primeras 72 h,
requiriendo asistencia respiratoria mecanica durante 9 dias y sos-
tén inotrépico los primeros 6 dias. Durante la internacién se le
realiz6 otra TAC de térax de control (fig. 2). El diagnéstico de
histoplasmosis fue confirmado por la presencia de anticuerpos anti-
H. capsulatum en suero y por el desarrollo de H. capsulatum en
hemocultivo y en la muestra de biopsia pulmonar. La basqueda
de anticuerpos anti-H. capsulatum también fue positiva en otros
2 pacientes. Con este resultado se suspendié la antibioterapia y
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Figura 1. Radiografia de térax del caso indice. Se observa infiltrado micronodular
diseminado con adenopatias en regiones axilares.

se comenzd el tratamiento del caso indice con anfotericina B-
desoxicolato hasta 825 mg. Durante su estadia en UCI, el paciente
presenté insuficiencia renal aguda, derrame pleural y alteracién
de las enzimas hepaticas, siendo finalmente dado de alta 20 dias
después. Hubo de continuar el tratamiento de forma ambulatoria
durante 6 meses con itraconazol 400 mg/dia durante 3 meses, y
luego 200 mg/dia hasta completar 6 meses. Durante ese tiempo el
paciente present6 un cuadro febril sin que se documentara infec-
ci6én intrahospitalaria intercurrente. Respondié parcialmente a los
antiinflamatorios no esteroideos y se control6 totalmente con cor-
ticosteroides por via oral.

A los otros 3 pacientes internados se les suspendi6 el trata-
miento con antibidtico y se les evalué clinicamente hasta que el
cuadro se autolimité de forma espontanea y se les dio el alta hos-
pitalaria entre los 5 y 7 dias posteriores al ingreso.

El quinto paciente, citado de forma ambulatoria, acudi6 a la
consulta durante la primera semana de septiembre de 2002. En
el interrogatorio refirié haber padecido un cuadro gripal con aste-
nia, decaimiento, cefalea leve, mialgias generalizadas, sensacién
febril con escalofrios, odinofagia y tos seca, proceso que comenz6 el
13 de agostode 2002 y duré aproximadamente 5 dias. La radiografia
de térax mostré imagenes nodulares, pequefias, que podian corres-
ponder a secuelas o afectacion alveolar minima con calcificaciones
aisladas en el parénquima y adenomegalias en la regién hiliar. La
intradermorreaccién con coccidioidina fue negativa. La histoplas-
mina fue positiva y no presenté anticuerpos anti-H. capsulatum en
suero.

Laboratorio

diseminada con patrén
reticular, compromiso
intersticio-alveolar y
adenopatias hiliares

micronodulillar
dispersa con patrén
alveolar

Enzimas hepaticas (sVMN) >5 >3
LDH (sVMN) >1,5 >2
T Quick (%) 64 58
Hemograma Leucocitosis c¢/LR LR
Intradermorreaccién con 15 21
histoplasmina (mm)
Inmunodifusién para + +
Histoplasma capsulatum
EM y cultivo de biopsia de Histoplasma capsulatum ~ NR
pulmén y hemocultivo

Tratamiento
ARM Si No
Oxigenoterapia No Si
FiO, 90
Antiftingico AMB-ITZ NR

Imagen
micronodulillar con
patrén alveolar

Imagen
micronodulillar
dispersa con patrén
alveolar

Tabla 2
Resumen de las caracteristicas clinicas y del diagndstico de cada paciente involucrado en el brote de histoplasmosis
Caso indice Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5
Edad (afios) 33 24 26 47 29
Sexo M M M M M
Internacion (dias) Si(20) Si(5) Si(5) Si(5) No
Datos clinicos
Sindrome gripal + + + + +
Mal estado general + + + + +
Mialgias + + + + +
Cefalea + + + + +
Tos seca + + + St NI
Fiebre (°C) + + + + NI
Escalofrios + + + + +
Taquipnea e hipoxemia Grave Leve Leve Leve No
Diagnéstico por imdgenes
Rx/TAC térax Imagen nodulillar Imagen Adenopatias hiliares. Adenopatias hiliares. Adenopatias hiliares.

Imagen
micronodulillar
dispersa con patrén
alveolar

NR NR NR
>1,5 NR NR
NR 53 NR
LR Leucocitosis c/LR NR
7 23 14
+ _ -

NR NR NR
No No No
Si Si No
NR NR NR

AMB-ITZ: anfotericina B-itraconazol; ARM: asistencia respiratoria mecdnica; EM: examen microscépico; FiO,: concentracion de oxigeno en el aire inspirado; LDH: lactato
deshidrogensa; LR: linfocitos reactivos; NI: no informada; NR: no realizada; Rx: radiografia; TAC: tomografia axial computarizada; TP: tiempo de protrombina; sVMN: sobre

el valor maximo normal.
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Figura 2. Tomografia axial computarizada de térax del caso indice. Se observan miltiples imagenes nodulares distribuidas en ambos campos pulmonares desde los vértices
(A) hasta las bases (B). Se observa un aspecto alveolar, especialmente en la periferia pulmonar del 16bulo superior derecho e inferior izquierdo. Claro patrén reticular.
La condensacién parenquimatosa periférica, asi como el refuerzo de la pleura en la cara lateral del hemitérax derecho, corresponde a secuela de biopsia. Se observan
adenomegalias mediastinales escasas y muy pequefias en ambos hilios. Adenopatias en regiones axilares. Hacia las bases, se observan nédulos densos, calcificados, de

aproximadamente 8 mm de didmetro, compatibles con granulomas secuelares.

Entre los estudios ambientales, en los cultivos realizados direc-
tamente de las muestras de suelo no se obtuvo desarrollo de
H. capsulatum.

Los 6rganos extraidos de los 15 ratones centinela y de los
190 ratones inoculados con suelo no presentaron alteraciones
macroscopicas y no se pudo aislar H. capsulatum en los cultivos.
Sin embargo, el suero de los ratones inoculados con la muestra de
la alcantarilla oeste, ruta nacional 40, km 22, present6 anticuerpos
anti-H. capsulatum por CIEF e IDD.

H. capsulatum se desarrollé en agar Sabouraud a 25°C a par-
tir de los cultivos de la biopsia de pulmén y del hemocultivo del
caso indice. El hongo fue identificado por la presencia de macro-
conidios de 8-12 wm de didmetro con prolongaciones digitiformes
y microconidios de 2-4mm de didmetro, y por termoconversiéon
de fase micelial a fase levaduriforme después de sucesivos pasa-
jes en agar BHI adicionado con cisteina a 37°C en atmoésfera de
CO, 5%. Los antigenos extracelulares obtenidos a partir de cultivo
estatico de los aislamientos presentaron las bandas H y M caracte-
risticas de H. capsulatum. Las cepas se encuentran depositadas en
la Coleccién de Cultivos del Departamento de Micologia del INEI-
ANLIS Dr. Carlos G. Malbran con los niimeros 042247 (acrénimo
4617-hemocultivo) y 042248 (acrénimo 4621-biopsia de pulmén).

El andlisis de los perfiles genéticos permitié observar que las
cepas del paciente involucrado en el brote presentaban baja homo-
logia (60%) con el resto de las cepas de pacientes argentinos, y
entre un 62 y un 68% de homologia con las cepas G186B y Downs,
respectivamente (fig. 3).

Discusion

El trabajo aqui presentado describe el cuadro clinico y los
hallazgos de laboratorio en 5 pacientes involucrados en un brote
por exposicién laboral en Neuquén, Patagonia Argentina, una
region geografica excluida del area endémica de histoplasmosis
por sus caracteristicas geograficas. Los individuos enfermos forma-
ban parte de una cuadrilla que se ocupaba de diferentes tareas en el
mantenimiento de caminos provinciales, eran residentes de la zona
y no habian visitado otras regiones geograficas con anterioridad.
Solo el caso indice necesité tratamiento especifico, probablemente
debido a causas inherentes al individuo o a una mayor exposicion al

microorganismo'>. Los restantes 4 pacientes tuvieron una sintoma-
tologia leve, no necesitaron medicacién y solo 3 fueron internados
por precaucion debido a las caracteristicas clinicas del caso indice.
Dos pacientes no desarrollaron anticuerpos anti-H. capsulatum
probablemente porque su respuesta humoral fue baja o mas lenta;
uno de estos tuvo la intradermorreaccién frente a la histoplasmina

Dice (Opt:10,00%) (Tol 2,0% - 2,0%) (H > 0,0% S > 0,0%) [0,0% - 100,0%]

o
o o o o
~ © > —
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042247 CI - hemocultivo
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042248 Cl - biopsia pulmonar
100
100 G186 B Panama
Cepa downs EEUU.
02935 Buenos Aires
031830 Neuquén
100| 031839 Neuquén
97
100 | 031842 Neuquén
o 021196 Buenos Aires
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01744 Buenos Aires
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Figura 3. Dendrograma originado a partir de los polimorfismos del ADN de His-
toplasma capsulatum obtenidos con los primers 1281-1283. Se sefiala a la derecha
de la figura el origen geografico de los aislamientos. Las cepas 042247 (hemocu-
livo) y 042248 (biopsia de pulmén) corresponden a las aisladas del caso indice. Se
incluyeron 2 cepas de referencia: Downs y la G186B. El andlisis fue realizado por
BioNumerics ver. 5.1 (Applied Maths NV), utilizando el coeficiente de Dice.
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de mayor intensidad (tabla 2); lamentablemente, no se pudieron
tomar muestras de suero con mayor tiempo de evolucién para
poder confirmar el diagnéstico clinico de este paciente.

La deteccién de anticuerpos anti-Histoplasma en los ratones ino-
culados con la tierra obtenida en la alcantarilla de la ruta 40, km 20,
nos permiti6 inferir el posible lugar donde los individuos adquirie-
ron lainfeccién. Como los primeros estudios de campo se realizaron
casi un mes después de la exposicion de los pacientes, en ese tiempo
la tierra que los operarios habian removido estuvo expuesta a las
inclemencias climaticas de la zona y al sol, que tal vez inactivaron
o disminuyeron la carga de conidios de H. capsulatum. Esta pudo
ser la causa por la que el hongo no logré aislarse del suelo de la
alcantarilla; no obstante, el sistema inmune de los ratones detect6
los antigenos flingicos produciendo anticuerpos.

La mayoria de los brotes de histoplasmosis se documentan en el
Centro y Norte de América®'3. En Sudameérica se han documentado
brotes en Colombia'?, en varios estados de Brasil”-20-22:25 y, recien-
temente, uno en Morén (34° 40’ S, 58° 38’ 0), localidad ubicada a
15 km al oeste de la capital de Argentina'®. Lo particular del brote
aqui documentado fue que la fuente de infeccién estaba en el suelo
de la meseta basaltica correspondiente a la Patagonia preandina,
1.050 m sobre el nivel del mar entre el paralelo 38° y 39° S, con un
clima semiarido y frio propio de la estepa patagénica, con tempera-
turas medias anuales entre 13 y 14°C3; se sabe que H. capsulatum
puede crecer a estas temperaturas. Sin embargo, la precipitacién
promedio anual en esta zona es inferior a 200 mm anuales®, un valor
muy por debajo del necesario para el crecimiento del hongo, que es
de 1.000 mm anuales'3. Los suelos patagénicos son pobres, de tex-
turas francoarenosas, arenosas y arcillosas, con moderada a escasa
materia organica®, muy diferentes a los suelos fértiles con alto con-
tenido en nitrégeno y fosfatos requeridos por H. capsulatum'3. En
el area de Zapala se den nevadas entre los meses de mayo y sep-
tiembre, ademas soporta fuertes vientos predominantes del oeste
y sudoeste entre los meses de agosto y octubre, con velocidad pro-
medio de 45 km/h, con rafagas que suelen alcanzar los 180 km/h.
Es conocido que los desbordamientos de los rios y la presencia de
piedra caliza en el suelo son factores que pueden influir en la epi-
demiologia y la diseminacién de H. capsulatum en la naturaleza; en
este sentido, a principios de agosto de 2002 tuvo lugar una gran
nevada en toda la zona de la cordillera cercana, cubriendo Zapala
y Las Lajas. La nieve lleg6 a los 10 cm y la temperatura descendié a
—10°C*; este fenémeno meteorolégico fue seguido de un deshielo
que aument6 el caudal de los rios y originé aludes. Uno de estos
aludes fue el que sell6 la alcantarilla en la ruta 40, km 22, y la tierra
acumulada fue la removida por los operarios. El aluvién provino de
la zona serrana al oeste de la ruta, razén por la que en el segundo
estudio de campo se buscé el nicho ecolégico de H. capsulatum en
los sistemas cavernarios, ya que estos ambientes son mas propi-
cios para que el hongo sobreviva en condiciones adversas®!3. En
el interior de las cavernas visitadas no se observaron murciélagos,
animales reconocidos como los principales dispersores y reservo-
rios del hongo en la naturaleza; sin embargo, los habitantes del
lugar relatan la existencia de quirépteros en la zona en los meses
de primavera y verano austral (octubre a marzo). En este segundo
estudio de campo tampoco pudimos aislar el hongo.

Una expansion de la histoplasmosis a limites boreales también
ocurrié en 2002, cuando un brote de la enfermedad se produjo en
Alberta, Canad4, asociado a remociones de tierra en un campo de
golf?. El brote ocurrido en Alberta y el aqui descrito ampliaron el
area endémica de histoplasmosis en América del Norte desde
el paralelo 45° N%6 al 50° N, y en América del Sur desde el 34°
S!8 3] 38° S, respectivamente, zonas donde se crefa que H. capsu-
latum no podia sobrevivir. En climas inclementes, probablemente
este hongo ocupe micronichos en los cuales permanece cuando las
condiciones son adversas; esto fue sugerido por otros autores que
registraron brotes asociados a microambientes'327,

Trabajos previos que utilizaron diversos marcadores molecula-
res pusieron en evidencia una alta homologia entre los aislamientos
clinicos y ambientales de Argentina®. Incluso estudios de secuen-
cias génicas pusieron en evidencia que las cepas argentinas tienen
un origen clonal'!. Sin embargo, la cepa de H. capsulatum involu-
cradaen el brote de Neuquén mostré un perfil genético diferente del
resto de las cepas argentinas analizadas. Esto nos hace pensar que la
cepa haya sido introducida por algin dispersor natural del hongo,
que amplié su habitat alatitudes australes por razones inherentes al
cambio climatico global y su efecto sobre la distribucién de mami-
feros vectores y reservorios de diferentes patégenos®; o que se trate
de un genotipo restringido y autéctono de la zona geogréfica, que
no se aisla con frecuencia, hecho que fue observado en aislamientos
de H. capsulatum del Estado de Goias, Brasil??. En nuestro estudio,
otros 4 aislamientos de pacientes de Neuquén tuvieron un per-
fil coincidente con el genotipo argentino y diferente al del brote.
Estos 4 pacientes eran enfermos de sida y no hay certeza de que
hayan adquirido la infeccién en la provincia de Neuquén, por lo
que inferimos que pueden ser reactivaciones enddégenas de
infecciones adquiridas previamente en las areas endémicas en
Argentina. Para determinar si la cepa involucrada en el brote de
Neuquén es un genotipo autéctono o introducido seria necesario
analizar un niimero elevado de aislamientos de H. capsulatum de
pacientes y de la naturaleza de la zona del brote y de otras regiones
geograficas de Argentina, con el fin de caracterizar los genotipos de
H. capsulatum circulantes en el cono sur de América.

En Argentina, seg(in el Decreto 658/1996, la histoplasmosis se
considera una enfermedad ocupacional para «trabajadores de bode-
gas, cuevas o edificios viejos abandonados»'”; sin embargo, el brote
aqui informado se asocié a trabajadores viales que removieron
tierra en un lugar donde H. capsulatum no tendria un habitat favo-
rable. Este hecho debe alertar al personal de atencién primaria de
la salud a incluir la histoplasmosis como diagnéstico diferencial
en pacientes con enfermedad respiratoria de etiologia no deter-
minada, que hayan manipulado o removido tierra probablemente
contaminada con guano, en espacios cerrados o abiertos, incluidas
areas donde la enfermedad no es considerada endémica.

El hecho de que ninguno de los pacientes haya salido de la zona
del brote, y la localizacién indirecta del agente a través de la detec-
cién de anticuerpos anti-Histoplasma en ratones, sugeriria que la
provincia patagénica de Neuquén deberia incluirse dentro del area
endémica de la histoplasmosis, y que el hongo causal de esta mico-
sis ha encontrado la manera de sobrevivir en ambientes hostiles
como la estepa patagénica por debajo del paralelo de latitud 38° S
en el continente americano. Probablemente, seria necesario conti-
nuar con los estudios ambientales para poder aislar H. capsulatum
del ambiente en esta zona geografica.
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