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Resumen

Brotes por H. capsulatum fueron informados con frecuencia en el continente americano, sin
embargo hasta la notificacién de éste, no £ habia registrado otro asociado a exposicion laboral
en zonas australes por debajo del paralelo 34 de latitud sur.

Objetivo:

Describir las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de un brote de histoplasmosis asociado a

exposicion laboral en la ciudad de Zapala, Provincia de Neuquén, Patagonia Argentina.

Métodos:

Se evalud el cuadro clinico y las caracteristicas epidemioldgicas de cinco pacientes involucrados.
Se realizaron estudios ambientales para conocer la fuente de infeccion. Los aislamientos
obtenidos de uno de los pacientes fueron analizados genéticamente utilizando una RADP-PCR
con los primers 1281-1283. Los polimorfismos fueron comparados con 12 aislamientos

clinicos de H. capsulatum de pacientes argentinos y dos cepas de referencia: la cepa Downs y la
G186B.

Resultados:

Los individuos trabajaban en el mantenimiento de caminos provinciales, todos eran residentes
de Zapala y ninguno habia salido de la provincia. Solo un paciente recibié antimicoticos (caso
indice) y tuvo evolucion favorable. Cuatro individuos tuvieron sintomatologia leve y no
requirieron medicacion. Del caso indice pudo aislarse H. capsulatum de hemocultivos y biopsia
de pulmon, siendo la serologia para dicho microorganismo positiva. Tres de cuatro pacientes
fueron diagnosticados solo por serologia. La presencia del hongo pudo confirmarse a través de
la deteccidn de anticuerpos anti-Histoplasma en los ratones inoculados con la tierra obtenida de

una alcantarilla en el Km 20 de la ruta 40, donde los operarios removieron tierra de un aluvion.

Conclusiones:

El primer brote epidémico de histoplasmosis en la provincia de Neuquén, Patagonia Argentina
nos hace pensar que el habitat del hongo se esta extendiendo y el diagnostico debe ser
considerado en presencia de pacientes con cuadros respiratorios inespecificos, como asi
también en aquellos con insuficiencia respiratoria y compromiso intersticial, aun en zonas no

endémicas.



Marco Tedrico — Conceptual

La histoplasmosis es una micosis endémica producida por el hongo termodimérfico
Histoplasma capsulatum var. Capsulatum (Hc). La micosis es cosmopolita, endémica en la zona
central y medio oeste de los Estados Unidos @ lo largo de los valles de los rios Misisipi y
Ohio), México, América Central y del Sur (principalmente Honduras, Guatemala, Panama,
Jamaica, Puerto Rico, Martinica, Cuba, Venezuela, Colombia, Peru, Brasil, Argentina y
Uruguay). Fuera del Continente Americano se ha demostrado la presencia del agente en partes
del Africa (70 % provienen de Nigeria, Zaire, Uganda y Senegal, donde coexisten Hc var.
capsulatum y var duboisii), sudeste de Asia (en particular Tailandia, Malasia, Indonesia, India y
Vietnam) y Australia (1).

Sin embargo, las &reas endémicas mas importantes se sitGan en el continente
americano en zonas con climas templados (temperaturas medias anuales de 22-29 °C), con
precipitaciones anuales alrededor de 1000 mm y humedad relativa entre 67 y 87 % @, 3).
Histoplasma capsulatum tiene una fase saprofitica, en la naturaleza, como micelio tabicado
ramificado hialino con macro y microconidias, y una parasitaria, en los tejidos del hospedero,
en forma de pequefias levaduras redondas con brotes (4).

La fase micelial infectiva del hongo crece en lugares oscuros y himedos. Su presencia
ha sido documentada en s6tanos, construcciones viejas, galpones, cuevas, grutas, gallineros,
asociado a excretas de aves y murciélagos que le proveen un excelente medio para su desarrollo.
También se han sefialado como fuentes de infeccion suelos fertilizados con materia fecal de
aves y/o murciélagos o espacios verdes con abundantes deyecciones de aves (5). Estos
requerimientos especiales de crecimiento explican, en parte, la localizacion de la histoplasmosis
en los llamados microfocos. Actividades que se realizan en esas areas pueden producir
disturbios de las mismas que se asocian a exposicion al H. capsulatum. Corrientes de aire
pueden transportar conidias a gran distancia, exponiendo a individuos, los que no tendran
conocimiento de haber estado en areas contaminadas. Méas aun, sitios del medio ambiente que
no estan visiblemente contaminados con excretas pueden albergar al microorganismo, haciendo
muy dificultoso sospechar a la histoplasmosis en un namero significativo de casos.

A diferencia del murciélago, la infeccion nunca fue documentada en aves,
probablemente debido a su alta temperatura corporal (6).

La disrupcion del suelo que contiene excrementos de aves o murciélagos es una forma
frecuente de generar aerosoles y exponer al ser humano a los esporos.

Una importante cantidad de comunicaciones han documentado brotes adquiridos por
exposicion laboral asociados con tareas de construccién y actividades de remodelacion de areas.
Sin embargo, personas no directamente involucradas con el proceso de disrupcion de los
suelos, incluyendo viajeros que pasan por areas endémicas, también tienen riesgo incrementado

pues los esporos que se encuentran en el aire pueden ser transportados a una distancia



considerable del sitio donde se generaron. La infecciébn en humanos se produce por la
inhalacion de conidios y fragmentos de hifas que el hongo produce en la naturaleza (3). Por
ello, las personas que trabajan en la construccion, excavacion y remodelacién de
construcciones, o aquellas que tienen algunos hobbies o realizan actividades tales como
espeleologia o viajeros a areas endémicas pueden ponerse en contacto estrecho con aerosoles
contaminados y por ende con alto riesgo de desarrollar la infeccion con el hongo.

Las manifestaciones clinicas de la primoinfeccion de histoplasmosis varian desde
formas asintomaticas o leves, que son las mas frecuentes y ocurren en el 95 % de casos
aproximadamente, a formas diseminadas y graves. El periodo de incubacién es de
aproximadamente 15 dias (rango 5 a 18). En la mayoria de los pacientes la infeccion se auto
limita y puede dejar calcificaciones residuales en los pulmones, los ganglios linfaticos y el bazo
en aproximadamente el 30 % de los casos Un pequefio porcentaje de pacientes puede padecer
enfermedad pulmonar progresiva cronica, enfermedad cutanea o sistémica, o infeccidn
sistémica aguda fulminante, rapidamente fatal. Este Gltimo cuadro es mas frecuente en
pacientes inmunocomprometidos y en nifios. La severidad de la enfermedad depende de
factores tales como la concentracion de elementos infectantes en el indculo, estado inmunitario
y edad del huésped (7).

Existen diferentes clasificaciones clinicas (8). Siguiendo a Negroni (9) se puede
mencionar:

1. Histoplasmosis en huésped inmunocompetente:

1.1 Primoinfeccion asintomatica o subclinica

1.2. Primoinfeccion sintomatica:

a) Formas respiratorias leves.

b) Forma neumonica en el contexto de microepidemias.

1.3 Manifestaciones de hipersensibilidad:

a) Pleuresia serofibrinosa.

b) Pericarditis serosa

c) Eritema nodoso.

d) Artritis serosa.

1.4 Lesiones residuales de la primoinfeccion y formas mediadas por respuesta inmune:
a) Focos de calcificacién pulmonar y extrapulmonares.

b) Histoplasmomas.

¢) Mediastinitis fibrocaseosa (con sindrome de vena cava superior).
1.5 Forma pulmonar crénica progresiva:

a) Infiltrados difusos e intersticiales biapicales.

b) Lesiones cavitarias en los vértices pumonares.

2. Histoplamosis en el huésped inmunocomprometido:



2.1 Histoplasmosis diseminada cronica
2.2 Histoplasmosis diseminada subaguda.
2.3 Histoplasmosis diseminada aguda.

El hombre adquiere la infeccién por inhalacion de conidios de la naturaleza, la mayoria
de las infecciones subclinicas o leves, pueden presentar estas personas prueba cutanea con
histoplasmina positiva 0 pequefias lesiones calcificadas que contienen hongos en los pulmones
0 en ganglios del mediastino.

La mayoria de los conidios inhalados llegan intactos a los alveolos pulmonares,
estimulando una respuesta inflamatoria del huésped que involucra a células mononucleares y
macr6fagos que son ineptos para destruir al microorganismo. EI Histoplasma capsulatum se
multiplica en el interior de los macrofago y por via linfatica a partir de los pulmones acceden a
los ganglios parahiliares y mediastinales y luego a la circulacion sistémica, produciendo focos
inflamatorios en otros drganos como bazo y médula 6sea. Luego de la segunda o tercera
semana del inicio de la infeccid n, aparece una respuesta de tipo Thl, que produce interferén —
gamma y otras citoquinas, que activan a los macréfagos, los que adquieren la capacidad de lisar
a las levaduras intracelulares del Hc. Esta respuesta promueve la formacion de granulomas
epitelioides, con células gigantes de tipo Langhans y necrosis tipo caseosa que se resuelven por
fibrosis y calcificacion en un tercio de los casos. La respuesta Th2 se monta yse forman
anticuerpos especificos detectables en el suero de los pacientes. La respuesta Thl lleva d
control de la infeccion aportando resistencia. Hongos viables pueden permanecer en areas
cicatrizadas por varios afos.

Excepcionalmente la infeccion puede producirse por via cutanea, origina un sindrome
chancriforme similar al de la esporotricosis e involuciona espontaneamente en un mes (9).

En los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica, por lo habitual
varones, grandes fumadores y de raza blanca, la infeccion pulmonar primaria no cura
espontaneamente, genera focos de neumonitis crénica intersticial, que conduce a un cuadro
clinico similar a la tuberculosis crénica excavada ().

La histoplasmosis diseminada aguda es mas frecuente en la primera infancia y se la
observa también cuando se comporta como una micosis oportunista. La fiebre elevada,
adenopatias mudltiples, trastornos gastrointestinales, acentuada pérdida de peso, lesiones
cutdneo-mucosas, anemia y leucopenia, son las manifestaciones de esta forma clinica. Las
lesiones cutaneomucosas suelen ser maltiples y polimorfas: papulas semejantes a leucemides,
purpuras o petequias, lesiones acneiformes que evolucionan hacia la ulceracion. El sistema
nervioso central y los huesos pueden, también, participar en este cuadro sintomatico. (10).

En el afio 1984, Pablo Negroni y Ricardo Negroni mencionaban que la forma
diseminada cronica era la mas frecuentemente observada en la Argentina, con una mayor

incidencia en el sexo masculino entre los 40 y 60 afios. (10). Con el crecimiento de la pandemia



de SIDA a partir de la década del 80, el nimero de pacientes con esta patologia y formas
diseminadas de presentacion fue incrementandose en nuestro pais, en forma similar a lo
ocurrido en otras partes del mundo.

Las formas progresivas, extrapulmonares de la histoplasmosis se deben a fallas de la
inmunidad de tipo Thl. En los casos mas graves la pruebas cutaneas con histoplamina son
negativas, el numero de 6rganos afectados es mayor, el curso de la enfermedad es mas agudo y
la carga fangica en los tejidos es muy elevada (9)

La inmunodepresion parece ser un factor preponderante en desencadenar la
reactivacion de una infeccion previa. El Histoplasma capsulatum puede ser considerado uno de los
patdgenos oportunistas mas importantes del ser humano. Pacientes con linfoma, trasplante
renal, cardiaco o hepatico, personas que reciben altas dosis de corticoides, y pacientes con
SIDA pueden presentar cuadros graves de histoplasmosis diseminada, como consecuencia de la
reactivacion de infecciones latentes, o menos frecuentemente de la re exposicion al
microorganismo en areas hiperendémicas. Es decir, que la respuesta clinica de los pacientes que
se infectan depende de una serie de factores, entre los que se destacan la respuesta
inmunoldgica y el tamafio del indculo. Formas diseminadas de micosis, muestran una respuesta
inmunoldgica de tipo Th2, que producen citoquinas del tipo IL4, IL5 e IL10 que son
inhibidoras de la respuesta protectora Thl. En estos casos, los granulomas se forman mal o no
se forman, con gran proliferacion de macrofagos, prueba cutinea a histoplasmina negativa,
titulos de anticuerpos muy elevados y curso de la infeccion aguda y grave. (11).

Una persona que ha tenido histoplasmosis puede presentar reinfeccion luego de
reexposicion al Hc. No se debe confundir reactivacion de infeccién latente (inactiva) con
reinfeccion.

La reactivacion, como se menciond, puede ocurrir en personas afiosas y en pacientes
inmunocomprometidos, luego de afios de sufrir infeccién primaria por H. capsulatum. La
actividad
metabdlica de las levaduras inactivas (el concepto de levadura inactiva no es claro) y los
mecanismos por los cuales estos microorganismos escapan a la eliminacion por parte del
sistema inmunitario del huésped son desconocidos (12).

Multiples estudios de laboratorio pueden ser utilizados para el diagnostico, incluyendo
cultivos, histopatologia, blsqueda de antigenos o biomarcadores, serologia y métodos
moleculares. La sensibilidad y especificidad de estas pruebas dependen de factores que incluyen
el sindrome clinico del paciente, tipo y momento de la recoleccion de la muestra, carga fangica,
y estado inmunitario del huésped (1).

El diagndstico de la histoplasmosis se puede realizar por examen directo de muestras
representativas, de acuerdo a la localizacion de las lesiones, a través de la realizacion de la

coloraciéon de Giemsa de extendidos que permiten observar las levaduras con una masa



cromatica Unica polar dentro y fuera de las células, que constituye un diagnostico de alta
sospecha. Los cultivos a dos temperaturas con la recuperacion de ambas fases, la saprofitica a
temperatura ambiente donde observamos micelios hialinos tabicados y ramificados con
macroconidios esféricas y espiculadas acompafiadas de microconidias y a 37° C las formas
levaduriformes, constituye el diagnostico de certeza.

La deteccion de anticuerpos hace pensar que el hongo esta produciendo enfermedad
pues el hallazgo de anticuerpos coincide con el periodo de enfermedad y convalecencia
posterior. La caida del titulo de los mismos es un signo de buen prondstico y permite el
seguimiento de los pacientes.

La prueba cutanea utilizando histoplasmina como antigeno, es una herramienta
importante para conocer antecedentes de exposicion, en especial en &reas no endémicas, sin
embargo, esta prueba no posee valor diagnéstico (13).

La presencia del hongo se puede demostrar por el crecimiento de la fase miceliar a
temperatura ambiental 28 °C, donde desarrollaran colonias algodonosas en medios de cultivo
como agar-glucosado de Sabouraud y en Lactrimel de Borelli. El examen microscopico de estas
colonias permite observar la presencia de macro y microconidias tipicas. Las macroconidias
miden entre 8 a 15 micrometros, en tanto las microconidias o0 pequefios esporos miden entre 2
y 5 micrometros de diametro. Incubando la muestra a 372 C, en agar caldo infusién cerebro-
corazén con o sin sangre bovina, el hongo desarrolla la fase levaduriforme, como en los
tejidos. Las levaduras son ovales a redondeadas, y su didmetro es de 1 a 5 micrémetros. Si bien
los cultivos permiten el desarrollo de la fase micelial y levaduriforme entre los 10-15 dias, es
necesario mantener los cultivos hasta 30 dias para descartarlos como negativos La
identificacion de la fase micelial se basa en las caracteristicas micromorfologicas de los cultivos,
pero debe confirmarse a través de la prueba de exoantigenos con antisuero especifico y en
algunos paises se cuenta con sondas de ADN aptas para la identificacion de este
microorganismo. Por el riesgo para el personal del laboratorio que maneja estos cultivos se
recomienda que los mismos sean manipuladosen camaras de bioseguridad BS3 (9).

Las muestras que brindan mayor utilidad para el diagnostico dependen de la forma
clinica, la localizacion de las lesiones y la metodologia a emplear (9).

Escarificaciones y biopsias cutaneo-mucosas. en la Unidad de Micologia del
Hospital de Enfermedades Infecciosas Francisco Javier Mufiiz de Buenos Aires, en mas del
60 % de los pacientes con histoplamosis asociada al SIDA, el diagnéstico se obtuvo por
escarificacion o biopsia de lesiones cutaneas. La toma de muestra se debe realizar luego de la
asepsia de la piel, se levantara la costra que cubre la lesion y se tomara el material del fondo de
la misma con una hoja de bisturi, y se preparan extendidos que se observan al microscopio
previa tincion con Giemsa. Las biopsias remitidas que deben ser enviadas en solucion salina

estéril, permiten ademas realizar cultivos para el aislamiento de los hongos. (9).



Secreciones respiratorias: el esputo y el lavado broncoalveolar son materiales Utiles
para el aislamiento del hongo cuando hay compromiso respiratorio. Sin embargo, la
visualizacion de las levaduras en la coloracion de Giemsa no tiene tan alto rendimiento en estas
muestras y requieren mayor experiencia del observador. En muchos casos la presencia de
Candida puede dificultar la tarea. Expertos sugieren obtener muestras seriadas de esputo para
aumentar el rendimiento de este material, e incubar tubos a 28 C para obtener la fase
filamentosa del hongo y evitar el desarrollo de bacterias contaminantes y a 372 C en medios
enriquecidos para el crecimiento de la fase de levadura y acortar el tiempo de incubacion. En
muestras muy contaminadas también pueden agregarse tubos con medios adicionados de
cicloheximida (9).

Hemocultivos: Los pacientes que presentan hemocultivos positivos suelen tener peor
evolucion (9).Segun la experiencia reportada por integrantes de la Unidad de Micologia del
Hospital Mufiz de Bs As a partir del resultado de 5034 hemocultivos implementando el
método de lisis- centrifugacion con saponina, en 322 muestras de sangre (6.3%) obtenidas a
partir de pacientes HIV positivos desarrolld6 un hongo. H. capsulatum se aislé en 95 (1.89%).
Este método fue el més importante para confirmar el diagndstico en el 54% de pacientes con
histopasmosis. (14). En esa institucién se desarroll6 el método de lisis-centrifugacion que tiene
el mismo rendimiento que el comercial (Isolator) (9).

Mielocultivo: la puncidn-aspiracion de médula Osea, en los extendidos tefiidos con
Giemsa, puede mostrar las levaduras caracteristicas y permite el aislamiento de H. capsulatum
con igual sensibilidad que los hemocultivos.

Otros materiales: recoleccion de LCR, biopsia de ganglios, nédulos subcutaneos,
mucosa gastrica, entre otros.

La anatomia patoldgica colabora con el diagndstico, ya que en diversas muestras (piel,
mucosas, pulmones, médula 6sea, higado, ganglios linfaticos, intestino) se demuestra la
presencia de granulomas epitelioides, de aspecto sarcoide, donde los microorganismos pueden
ser observados en el interior de las células utilizando tinciores especiales tales como Gomori 0
Grocott y PAS. Es frecuente que estos pacientes con poco compromiso de la inmunidad
presenten necrosis caseosa en el centro del granuloma.

En los granulomas bien organizados € nimero de levaduras es mas reducido, y casi
siempre se los encuentra en el interior de macréfagos o células gigantes, en areas de necrosis o
en pacientes con escasa capacidad de respuesta Thl, pueden estar libres. En la primera de estas
situaciones  habitualmente estdn muertas y solo pueden ser vistas en la coloracion de
metenamina de plata de Grocott.

En los pacientes gravemente inmunocomprometidos predomina los fendmenos
necroticos y una respuesta inflamatoria constituida por infiltrados difusos de macrofagos y

polimorfonucleares neutréfilos, no se observan granulomas epiteliodes compactos, ni necrosis



caseosa, y se ven gran cantidad de elementos levaduriformes, tanto dentro como fuera de los
macrdfagos. (9).

Existen diversas pruebas seroldgicas con diferentes sensibilidad y especificidad para el
diagndstico de histoplasmosis. La inmunodifusién y la fijaciobn de complemento, utilizando
histoplasmina como antigeno, muestran positividades cercanas al 80 %, incluyendo aquellos
con infeccion aguda autolimitada. Reacciones falso negativas pueden ocurrir en pacientes
inmunodeprimidos con enfermedad diseminada. Titulos de anticuerpos 1/32 o mayores, por
técnica de fijacion de complemento, sugieren infeccién activa. La prueba de inmunodifusion es
mas especifica pero menos sensible que la fijacion de complemento.

El test de inmudifusién cualitativa, mide anticuerpos precipitantes que permiten

detectar 2 bandas aracteristicas la H y la M. Dado que la banda H del test de inmunodifusion
esta presente por solo 4 a 6 semanas posteriores a la exposicion, en general su presencia indica
infeccion activa. La banda M se observa mas frecuentemente, aparece precozmente luego de la
infeccion aguda y puede persistir hasta 3 afios luego de que el paciente se recupera.
El test de fijacion de complemento, mide anticuerpos contra la forma levaduriforme intacta y
antigeno micelial (histoplasmina), y como se comentd, es mas sensible pero menos especffica.
Los anticuerpos fijadores de complemento pueden aparecer 3 a 6 semanas luego de la infeccion
(a veces tan precozmente como 2 semanas) y puede persistir positiva por meses. Titulos altos
(1:32 0 mayores) o el incremento de cuatro veces entre la primera y segunda muestra de suero
permiten establecer el diagnostico de infeccion activa. Titulos bajos (1:8 o 1:16) aunque menos
especifico puede hacer presumir evidencia de infeccién, pero también se encuentran en
personas de areas endémicas. Estos anticuerpos desaparecen meses a afios después de que el
paciente se recupera (12).

También se utilizan técnicas inmunoenzimaticas (ELISA), y la experiencia clinica
acumulada muestra que es mas sensible y especifica que la fijacion de complemento (11).

Dado que en h histoplasmosis aguda es raro que se obtengan muestras de tejido para
examen micoldgico, el diagnostico en estos casos se basa en las pruebas serolégicas. Por ello,
es importante obtener dos muestras de suero (fase aguda y convalecencia) para establecer el
diagnostico. Debido a la dificultad en muchos casos de obtener la segunda muestra, se torna
dificultosa la confirmacién de casos en pacientes con estadios tempranos de infeccion aguda.
Los estudios realizados muestran la importancia de obtener una segunda muestra (46 % de
positividad con una sola, vs. 76 % con muestra de fase aguda y convalecencia) (13).

En pacientes con SIDA las pruebas seroldgicas solo dan resultados positivos en menos
del 50 % de los casos, excepto el ELISA donde la proporcién de resultados positivos es mayor.

En pacientes trasplantados también su utilidad es limitada ya que los titulos suelen ser bajos.

9).
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Se han utilizado otros métodos de deteccion de anticuerpos como el Western blot, que
han demostrado una sensibilidad del 90 % en las formas pulmonares agudas, con 100 % de
especificidad, cuando se utiliza un antigeno deglicosilado.

La deteccion del antigeno en suero, y especialmente en orina es mas Util para el
diagnostico de histoplasmosis diseminada en pacientes con SIDA. En EEUU se utiliza
rutinariamente una prueba de ELISA, y aun no se ha logrado la especificidad deseada por
reacciones cruzadas con paracoccidiodomicosis y blastomicosis. La sensibilidad mejora cuando
las muestras se tratan con EDTA vy calor, para romper los complejos inmunes. EIl antigeno
polisacarido del hongo ha sido detectado en sangre en el 85 % de muestras y en el 95 % de
orina de pacientes infectados, y este test puede también ser aplicado a otros liquidos o a
secreciones respiratorias. El uso de anticuerpos monoclonales que reconoce epitopes especie-
especificos en un ELISA de inhibicion ha demostrado una sensibilidad de 71% y especificidad
de 98% y permite detectar antigeno en LCR y lavado broncoalveolar (15).

En general, el testeo del suero en fase aguda y convaleciente ofrece la mayor
sensibilidad para enfermedad pulmonar subaguda y crénica, y el test de antigénico (ej. ELISA
de segunda generacién, cuantitativo) parece ser uno de los mas sensibles para histoplasmosis
pulmonar aguda (1).

Hay avances en laimplementacion de técnicas de PCR para el diagndstico del hongo.

Las técnicas para detectar B1-3 glucano son frecuentemente utilizadas en pacientes
inmunocomprometidos graves, para el diagnostico indirecto de varias micosis oportunistas,
especialmente aspergilosis y candidiasis, pero puede dar resultados positivos en pacientes con
histoplamosis diseminada (9).

Las pruebas cutineas no estan recomendadas para el diagnéstico, ya que un resultado
positivo no permite diferenciar infeccion pasada de actual. De igual modo, un test negativo no
descarta enfermedad. Este test es ideal para estudios epidemiolGgicos en areas endémicas de
MICOSIs.

El tratamiento depende de la forma clinica de presentacion y del tipo de huésped. Los
antiflngicos utilizados son anfotericina liposomal, anfotericina desoxicolato, e itraconazol,
dependiendo del cuadro clinico, y tipo de huésped. Los otros azolicos son considerados de
segunda linea, y no hay pruebas fehacientes de que su eficacia sea comparable a la del
itraconazol (fluconazol, ketoconzaol, vorizonazol y posaconazol).

En relacion a las indicaciones de tratamiento, pueden resultar de utilidad las guias
elaboradas en el 2007 por la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) (17), si
bien utilizan otro tipo de clasificacion clinica, y consideran:

Indicaciones de eficacia probada o probable:
Infeccion pulmonar diseminada aguda con sintomas moderados a Severos y severos

Infeccién pulmonar cavitada crénica
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Infeccion diseminada progresiva

Infeccion del sistema nervio so central
Indicacion de tratamiento es desconocida o incierta:

Infeccion pulmonar focal aguda, casos asintomaticos o sintomas leves que persisten

por mas de un mes

Linfadenitis mediastinal

Granuloma mediastinal

Sindromes inflamatorios, tratados con corticoides.
Tratamiento no recomendado, eficacia desconocida o ineficaz:

Fibrosis mediastinal

Nodulo pulmonar

Broncolitiasis

Presuncion de Sindrome de histoplasmosis ocular

Los brotes epidémicos de histoplasmosis ocurren cuando hay exposicion a aerosoles con
elevada concentracion de conidios. Como ya se ha mencionado, estos brotes fueron descritos
en general cuando las personas se exponen a una fuente comdn, en actividades laborales o
recreativas, tales como limpieza de parques, demolicion de edificios, \sitas a cavernas o
cuevas, entre otras. Estas epidemias se relatan principalmente en Sureste de Estados Unidos,
México, Venezuela, Brasil, paises de Centroamérica, y en viajeros que visitan estas areas
geograficas (2, 5).

Hay una serie de actividades ocupacionales y recreativas con riesgo de exposicion a
esporos de H. capsulatum. Estas personas deben tomar medidas adecuadas para prevenir la
exposicion siempre que se manipule suelo contaminado, guano de murciélago o estiércol de
aves: limpiador de chimeneas, trabajador de la construccion y de demolicion, granjero y
trabajador agricola, jardinero, instalador o agente de servicios de sistemas de aire acondicionado
y calefaccion, trabajador de laboratorios de microbiologia, restaurador de edificios historicos o
abandonados, espeledlogos o personas que realizan actividades en cavernas, entre otros.

En nuestro pais, el area endémica conocida de esta micosis abarca las provincias de
Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios, Cérdoba, Este de La Pampa, Sur de Salta, Norte de
Tucuman, norte de Corrientes, este y centro de Chaco (18, 19, 20, 21, 22, 23, 13, 24). También
se han descripto casos autdctonos en la provincia de Mendoza. En la Argentina, entre el 30%
y el 40 % de los habitantes adultos aparentemente sanos de las areas endémicas han sufrido la
infeccion por este hongo.

No se han notificado casos autéctonos en provincias patagénicas y hasta el 2002, los brotes
epidémicos mas australes relatados en la literatura revisada corresponden al estado de Rio

Grande do Sur, Brasil por encima del paralelo 32° de latitud sur (25).



En la mayoria de los brotes reportados, asociados a exposicion laboral, los autores
remarcan la necesidad de educar al personal acerca de los riesgos de contraer este tipo de
infecciones, como asi también sobre la necesidad de utilizar elementos de proteccion individual
para minimizar los mismos (26, 27, 28).

El objetivo de este trabajo es describir las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de un
brote de histoplasmosis asociado a exposicion kboral en la ciudad de Zapala, Provincia de

Neuquén, Patagonia Argentina.

Justificacién del Problema

En la provincia de Neuquén hasta el estudio de este brote en el afio 2002 no se habi
diagnosticado histoplasmosis como micosis autéctona.

Hasta esa fecha, los casos de histoplasmosis diagnosticados en esta provincia, son en la
gran mayoria en huéspedes inmunocomprometidos se asumieron como reactivaciones o
menos frecuentemente como infecciones agudas adquiridas por el paciente en  zonas
endémicas.

En los pacientes descriptos en este brote, el diagndstico presuntivo por el cual fueron
derivados del Hospital Interzonal de Zapala (H1Z) al Hospital Provincial Neuquén Dr. Castro
Rend6n (HPN), el de mayor complejidad de la provincia, fue sindrome pulmonar por
Hantavirus (SPH). Esto se fundamentaba en la magnitud de las lesiones pulmonares, como asi
también en el hallazgo de excretas de roedores en el sitio donde los operarios pasaban algunas
horas diarias para alimentacion y descanso (casilla en el campamento de vialidad). Sin embargo,
al evaluar a los pacientes a su arribo al HPN ese diagnéstico parecia muy poco probable por
razones tales como: a) la tasa de ataque del hantavirus no suele ser tan alta como la que se
observaba en estos operarios expuestos b) cuando el hantavirus produce manifestaciones
respiratorias y patologia pulmonar , suele acompafarse de ciertas alteraciones de laboratorio y
clinicas  (hematocrito elevado, plaquetopenia, leucocitosis con marcada desviacion a la
izquierda de la formula, alteraciones del sedimento de orina, alteraciones de la funcion renal,
shock no cardiogénico en los pacientes mas severamente afectados) (29), ¢) Zapala no es un
area en la que se hubieran diagnosticado casos previamente.

Al interrogatorio, surgieron datos epidemioldgicos que permitieron sospechar acerca de
la exposicion a una fuente comdn y probable adquisicion por via inhalatoria de algin
microorganismo, en especial un hongo. La histoplasmosis se sospech6 como una de las mas
probables etiologias desde el inicio, sin embargo, no solo no estaba descripta como endémica
en Zapala, sino en ningun sitio de la provincia de Neuquén.

El aislamiento de un microorganismo responsable a partir de muestras de los pacientes
y ambientales permitiria establecer el diagnostico etiolégico, profundizar los conocimientos de

nuevos agentes endémicos, con las consiguientes modificaciones en conductas diagnosticas y
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terapéuticas frente a casos similares, como asi también la implementacion de medidas
preventivas en relacion a exposicion.

Objetivo del Trabajo:

Primario:

Describir el estudio de brote de histoplasmosis ocurrido en el 2002 en Neuquén, que
constituyo:

Primer brote de histoplasmosis asociado a exposicion laboral en la Argentina.

Primer aislamiento de Histoplasma capsulatum autdctono en Neuquén.

Desarrollo de una cepa diferente a otras halladas en Argentina.

Secundario:

Detallar las dificultades que se plantean en situaciones similares y las soluciones que se
encontraron

Hipadtesis
Los cuatro pacientes derivados al HPN desde el HIZ con neumonia intersticial aguda y

diagnostico presuntivo de SPH presentaban una infeccion pulmonar de probable etiologia

micatica por la forma de presentacion, la tasa de ataque y la epidemiologia.
Materiales y Métodos

Estudios Clinicos

Disefio

Estudio descriptivo, retrospectivo, basado en el analisis de las historias clinicas (HC)
de cuatro pacientes que se presentaron con sintomas de dificil diagndstico en el afio 2002 en

Neuqueén y el analisis de las muestras ambientales obtenidas para el estudio de este brote.

Poblacién de Estudio

Cuatro pacientes que ingresaron al HPN, derivados del HIZ con neumonia intersticial
aguda y diagndstico presuntivo de SPH. Un quinto paciente fue citado y evaluado en forma
ambulatoria semanas después, araiz del diagnostico efectuado en sus comparieros de tareas
laborales. Una sexta persona, que compartié las mismas actividades que las anteriores, se nego a
ser examinada.

En funcion de los resultados obtenidos, se implementaron estudios ambientales en 7
sitios de la provincia de Neuquén, cercanos a la ciudad de Zapala, donde los operarios habian

realizado los ultimos trabajos
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Mediciones realizadas

Estudios Clinicos: los pacientes fueron sometidos a un interrogatorio con el fin de
identificar el cuadro clinico y arribar a un diagnostico correcto. Se les interrogé sobre
antecedentes de relevancia (personal, familiar y ambiental), lugares visitados, trabajos
realizados, habitos de esparcimiento y contactos con animales.

A todos los pacientes se les realizd evaluacion clinica, imagenes (Rx y TAC de torax y
ecografia en el caso indice), laboratorio general, estudios microbiologicos (urocultivo y
hemocultivos para gérmenes comunes y hongos), estudios seroldgicos considerando diversas
etiologias de neumonias atipicas, incluyendo las endémicas en otras areas (Hantavirus, Leptospira,
Histoplasma, Coccidiodes, M. pneumoniae y Chlamidofora psitacci y C.pneumanie). Ademéas se solicitd
serologia para HIV, y reacciones cutaneas (PPD, coccidioidina e histoplasmina). En el caso
indice se decidid realizar biopsia de pulmon para estudios histopatoldgicos y microbiol6gicos
dada la mala evolucién del paciente en ausencia de diagndstico etioldgico.

Los pacientes iniciaron tratamiento empirico con doxiciclina 200 mg/dia

Estudios ambientales. Las muestras se recolectaron en septiembre y en diciembre de
2002. Los equipos de trabajo eran interdisciplinarios, constituidos por médicos (infectélogos,
clinicos, generalistas, epidemidlogos, micélogos), bioquimicos especializados en microbiologia y
micologia, veterinarios y espeledlogos. Se contdé con la colaboracion de profesionales de
Zapala, Neuquén, Buenos Aires y con apoyo incondicional del Departamento de Micologia de
INEI- ANLIS “Dr. Carlos G Malbran” y del Centro de Micologia de la Facultad de Medicina
de la UBA, como asi también de Epidemiologia de Nacién y de la Provincia de Neuquén.

En septiembre de 2002, se realizé la busqueda de la fuente de infeccion en los lugares
donde los trabajadores desarrollaron actividades. La investigacion consistio en primer lugar en
una inspeccion visual, que incluyé el sitio donde los operarios descansaban entre tareas en la
ciudad de Zapala (campamento de vialidad y casilla de descanso). Luego se obtuvieron
muestras de tierra a diferentes profundidades de lugares donde los operarios realizaron el
trabajo, en algunos casos el suelo estaba asociado a material fecal de aves y otros animales. La
colecta se realiz6 en: @) un terreno cercano a un basural al norte de Zapala, b) una alcantarilla
aluvional en el Km 20 de la ruta 40 entre Zapala y Las Lajas, donde los trabajadores refirieron
haber removido tierra; (c) una zona aledafia al Cerro Cansino donde los obreros habian
removido piedras, y (d) alrededores de la laguna El Toro, 6 Km al SO de Zapala. Figura 1, 2,
3,4y5
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Figura 1.- Entrada de alcantarilla

Figura 2.- Interior de alcantarilla
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Figura 4.- Paraje de ruta 40 cercano a la alcantarilla

Figura 5.- Laguna El Toro

En diciembre de 2002, después de haber llegado al diagnostico de certeza de
histoplasmosis, se realizé una segunda busqueda de H. capsulatum en el ambiente en zonas
cercanas a Zapala con el fin de conocer el habitat del hongo en la region. En esa oportunidad
se recogieron muestras de suelo de cavernas y areas sospechosas: (€) zonas aledafias al espejo
de agua del Parque Nacional Laguna Blanca, (f) cavernas de Chenque Haychol y (g) caverna del
Gendarme perteneciente al sistema cavernario de Cuchillo Curd. Ademas, en las cavernas se
expusieron ratones Bal-c como centinelas de infeccion (30), por el lapso de 8 hs, 6 en Chenque

Haychol y 9 en Gendarme. Figuras 6, 7,8y 9.

17



Figura 6.- Caverna Gendarme

Figura 7.- Dres. Canteros y Finquelievich con ratones centinela
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Figura 8.- Ingreso a una de las cavernas

Figura 9.- Laguna Blanca

Los sitios de la colecta de ambos estudios ambientales estan sefialados en la Figura 10 y
la distribucién de las muestras de acuerdo al lugar en la Tabla 1.

Se procesaron en total 38 muestras de suelo (22 tomadas en septiembre y 16 en
diciembre).
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Figura 10- Area geogréafica estudiadas en la zona del brote.
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Tabla1-
Lugar n Fecha de la toma de muestra Tipo de muestra
1 Basural cercano a Zapala 5 Septiembre 2002 suelo
2 Alcantarilla Ruta boca este 5 Septiembre 2002 suelo
2 Alcantarilla boca oeste 7 Septiembre 2002 suelo
3 Cerro Cansino 4 Septiembre 2002 suelo
4 Laguna del Toro 2 Diciembre 2002 suelo
5 Parque Nacional Laguna Blanca 7 Diciembre 2002 Suelo
6 Cueva de Cheuque Haychol 1 Diciembre 2002 Suelo
7 Cueva del Gendarme 7 Diciembre 2002 Suelo

Un gramo de suelo se resuspendio en 10 ml de una solucion bufferada, PBS (NaCl 8
g/L; KCl 0,2 g/L; Na2HPO4 15 g/L; KH2PO4 0,24 g/L) pH 7.2, suplementado con
gentamicina 100 mg/mL y cloranfenicol 250 mg/L, la misma se dejé sedimentar 15 min a
temperatura ambiente y 100 ml del sobrenadante puro y diluido 1/10 se sembraron por
duplicado en botellas de cultivo de tejidos de 250 ml con medios selectivos para aislamiento de

hongos dimérficos: Agar Sabouraud suplementado con antibiéticos ASG-CC (glucosa 2 %,
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peptona 1 %, agar 1,5 %, cicloheximida 0,004 % vy cloranfenicol 0,0025 %) y ASG-CC
suplementado con rosa de Bengala Q002 %. Las botellas se incubaron a 25 °C en camara
himeda y fueron revisadas diariamente hasta los 40 dias o hasta la aparicion de colonias
sospechosas. Las colonias sospechosas fueron reaisladas, y estudiadas en base a sus
caracteristicas macro y microscopicas (31).

Paralelamente se inocularon 0,5 ml del sobrenadante a ratones Bal-c via intraperitoneal
(5 ratones por cada muestra de tierra procesada total 190 ratones).

Los ratones centinelas y los inoculados con tierra fueron mantenidos en condiciones de
bioseguridad, debidamente acondicionados, suministrandole alimentos y agua ad libitum durante
50 dias. Los animales fueron sacrificados segun recomendaciones de la “Reglamentacion para
bioterios de laboratorios elaboradores de especialidades medicinales y/o de analisis para
terceros de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica”
(32).

Se realizd necropsia completa y se evalud y registro las caracteristicas macroscépicas de

los principales organos (higado, bazo, rifiones y pulmones). EI macerado de cada uno de los
6rganos de cada raton fue inoculado en ASG-CC en tubos e incubados por 50 dias a 25 °C o
hasta desarrollo de alguna colonia sospechosa. Las colonias sospechosas fueron reaisladas, y
estudiadas con base en sus caracteristicas macro y microscépicas para descartar la presencia de
H. capsulatum.
En el momento del sacrificio todos los ratones fueron sangrados a blanco, el suero fue
separado y con este se realizd blasqueda de anticuerpos anti-H. capsulatum utilizando pruebas de
contrainmunoelectroforesis (CIEF) e inmunodifusion doble (IDD) frente a suero y antigeno
especifico de referencia (31)

Caracterizacion genética. La identificacion definitiva de aislamientos flangicos
obtenidos fue realizada por produccion de exoantigenos en medio liquido y conversion
dimérfica (31)

Una vez identificados, los aislamientos del brote fueron caracterizados genéticamente y
comparados con ocho aislamientos obtenidos entre el afio 2000 y 2002 de casos clinicos
autoctonos de la Provincia de Buenos Aires, area endémica mas cercana al brote, (02932,
02934, 02935,02926, 01842, 01744, 00205, 021196), un aislamiento de 1999 de un caso
autoctono de la Provincia de Chaco; (993445) vy tres aislamientos de Neuquén del afio 2003 no
involucrados en el brote (031830, 031839, 031842). Se incluyeron dos cepas de referencia:
G186B (Panama) y Downs (EEUU). La extracciéon del ADN flangico y de la técnica de RAPD-
PCR con los primer 1281-1283 se realizé utilizando la metodologia previamente descrita por
Zuiani et al (33). Las imagenes de los perfiles genéticos obtenidos fueron digitalizadas y

comparadas con BioNumerics ver 5.1 (Applied Maths NV), utilizando el coeficiente de Dice.
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Aspectos Educativos: Se mantuvieron reuniones con personal del HIZ, destacandose
la importancia de la busqueda de esta patologia en pacientes con Neumonia Aguda de la
Comunidad (NAC), en especial aquellas de etiologia poco clara.

Se converso con autoridades de Vialidad Nacional para recordar la importancia de las
medidas de precaucion del personal en relacion a actividades de riesgo, tales como remocion de

tierra y escombros.

Resultados
Hallazgos clinicos

Los pacientes eran todos de sexo masculino adultos sanos, sin enfermedades
conocidas. El caso indice no presentaba antecedentes de relevancia, excepto fumador de 4 a 5
cigarrillos diarios desde hacia varios afios y consumo de alcohol en forma moderada.

Los pacientes eran oriundos de la provincia de Neuquén y residian en la ciudad de
Zapala (38° 90 S, 70° 06 O) ubicada a 183 km. de la Ciudad Capital de Neugquén y no tenian
antecedentes de haber viajado fuera de la provincia. Eran desocupados ferroviarios afectados
desde marzo de 2002 a un programa ocupacional vial. Habian realizado tareas en la ruta por
nevada durante los meses de junio y julio, desmalezamiento de un descampado en el
campamento de vialidad en Puente Picun Leufl durante igual periodo trabajando en grupos de
20 a 30 operarios. Las tareas mas recientes fueron: limpieza de un alcantarillado pluvial a
principios de agosto, el mismo se encontraba a 20 km de Zapala sobre k& ruta 40 en direccion a
Las Lajas (38° 78 S, 70° 22 O); recogieron piedras frente a Laguna Miranda, al pie del cerro
Cansino (38° 88 S, 70° 30 O). En ese campamento de vialidad de Zapala tenian asignado una
casilla donde convivian con otras dos personas un promedio de 4 hs por dia, de lunes a viernes,
desde el mes de marzo y con frecuencia limpiaban excretas de roedores.

El caso indice fue internado el 18 de agosto de 2002 en el HIZ con antecedentes de
mialgias de una semana de evolucion, medicado con analgésicos. Al momento de la internacion
el paciente presentaba fiebre, escalofrios, cefalea intensa, dolor retro ocular, malestar general y
disnea a esfuerzos moderados siendo medicado con analgésicos y antibioticos. Debido a la
hipoxemia severa con infiltrados intersticiales bilaterales en la radiografia de térax (Fig.11) se
decide su derivacién al HPN conjuntamente con otros tres pacientes que compartieron el
trabajo, y presentaban sintomas similares. Un dia después ingresaron al HPN los cuatro
pacientes, dos al servicio de clinica médica y dos a terapia intermedia. Al ingreso estaban
licidos, constatdndose temperatura axilar de 38 °C en dos de ellos y febricula en uno, estables
desde el punto de vista hemodinamico. Los pacientes presentaban un sindrome gripal de 7 a 10
dias de evolucién con fiebre, escalofrios, cefalea, mialgias, malestar general, tos seca y disnea de
intensidad variable. Todos presentaban taquipnea, con niveles de saturacion de oxigeno (FIO2
21%) que variaban entre 90 % en el caso indice y 94- 95% en los tres restantes.



Figura 11.- Rx térax
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Las nuevas radiografia de torax de los cuatro pacientes, tomadas en el HPN, mostraron
infiltrados nodulillares intersticio-alveolares, diseminados en ambos campos pulmonares en
forma mas o menos homogénea en tres pacientes, en tanto, en el cuarto respetaba los vértices
pulmonares. Se observd adenopatias en los hilios pulmonares, y ningun paciente presento
derrame pleural. Dias después se realizd tomografia axial computada de térax que mostrd
similitud con los hallazgos observados en las radiografias en todos los casos. La TAC de tdrax
sin contraste del caso indice mostr6: “Multiples imagenes nodulares distribuidas en ambos
campos pulmonares desde los vértices hasta las bases. Algunas de ellas presentan aspecto
alveolar, especialmente en la periferia pulmonar del I6bulo superior derecho e inferior
izquierdo, claro patrén reticular. La condensacion parenquimatosa periférica asi como el
refuerzo de la pleura en la cara lateral del hemit6rax derecho correspondié a secuela de biopsia.
No se detecté derrame pleural. Se observan adenomegalias mediastinales escasas y muy
pequefias en ambos hilios y adenopatias en regiones axilares. Los hallazgos tomograficos son
similares a los observados en la radiologia simple. Hacia las bases, sefialamos nédulos densos,
calcificados, de aproximadamente 8 mm de diametro, que interpretamos como granulomas

secuelares” (Fig. 12).
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Figura 12.- TAC de térax

El caso indice fue derivado a la unidad de cuidados intensivos con insuficiencia
respiratoria posterior a la realizacion de la biopsia pulmonar, presentando inestabilidad
hemodinamica durante las primeras 72 bs, requiriendo asistencia respiratoria mecanica por 9
dias y sostén inotropico los primeros seis.

Los anélisis de laboratorio mostraron discreta leucocitosis en un paciente, presencia de
linfocitos reactivos en todos los casos y plaguetas normales. S6lo en uno las enzimas hepaticas
estaban discretamente elevadas. En tres de ellos el tiempo de protrombina estaba alterado, al
igual que los valores de LDH. La intradermorreaccion con histoplasmina fue positiva en los
cuatro, con valores entre 7 mm y 23 mm, en tanto que la PPD y coccidiodina fueron
negativas.

La busqueda de anticuerpos para diagnostico de SPH, leptospirosis,
coccidioidiomicosis y HIV fue negativa en los cuatro pacientes. La busqueda de anticuerpos
anti- H. capsulatum fue positiva en tres pacientes, siendo negativa en el que presentd menor
sintomatologia y menos evidencia de compromiso pulmonar en los estudios de radiol6gicos y
tomograficos de torax.

En el informe de anatomia patoldgica como el de microbiologia describieron levaduras
compatibles con H. capsulatum en diferentes tinciones. La observacion microscopica fue
confirmada en el Servicio de Mico logia del Hospital Mufiiz de la Ciudad Auténoma de Buenos
Alires.

Con este resultado se suspendié el tratamiento con doxiciclina y se comenzé el
tratamiento solo del caso indice con anfotericina B, de la cual recibié una dosis total de 825 mg
y luego prosiguié con itraconazol 400 mg/dia inicialmente y luego 300 mg/dia. Durante su

estadia en UTI, el paciente presentd insuficiencia renal aguda, derrame pleural y mayor
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alteracion de las enzimas hepaticas, finalmente fue dado de alta el 07 de septiembre de 2002, 20
dias después, continuando el tratamiento externado durante 6 meses. Durante ese tiempo, el
paciente presentd un cuadro febril sin que se documentara infeccion intrahospitalaria o
infeccion intercurrente. Respondié parcialmente a antiinflamatorios no esteroides y se control6
totalmente con corticoides por via oral. Este Ultimo tratamiento se indicé al interpretarse el
cuadro como sindrome de respuesta inflamatoria.

A los otros tres pacientes internados se les suspendié el tratamiento con doxiciclina y se
los evalud clinicamente hasta que el cuadro se auto limité en forma espontanea pudiendo ser
externados entre 5y 7 dias luego del ingreso, sin tratamiento antimicotico.

Un quinto paciente, compafiero de tareas de los anteriores, fue citado en forma
ambulatoria, concurriendo a la evaluacion durante la primera semana de septiembre de 2002. Al
interrogatorio refirié haber padecido un cuadro gripal similar al presentado por los otros cuatro
pacientes: astenia, decaimiento, cefalea leve, mialgias generalizadas, sensacion febril con
escalofrios, odinofagia y tos seca, proceso que comenzé el 13 de agosto de 2002 y durd
aproximadamente 5 dias. La radiografia de torax mostré imagenes nodulares, pequefas, que
podian corresponder a secuelas o afectacion alveolar minima con calcificaciones aisladas en el
parénquima y adenomegalias en la region hiliar. La intradermoreaccion con coccidiodina fue
negativa, al igual que la PPD, en tanto la histoplasmina fue positiva (4 mm) y presentd
anticuerpos anti-H. capsulatum en suero. Las principales caracteristicas clinicas, radiologicas y de
laboratorio de los cinco pacientes se resumen en la Tabla 2.

A partir del cultivo de la biopsia de pulmén y del hemocultivo del caso indice en agar
Sabouraud a 25 °C desarrollé6 un hongo de micelio hialino que al examen microscopico
presentd micelio fino ramificado con escasos macroconidios de 812 mm de diametros con
prolongaciones digitiformes y microconidios de 24 mm de diametro. El hongo revirtié a
levaduras después de sucesivos pasajes en agar BHI adicionado con cisteina a 37°C en
atmosfera de CO2 5%. Los antigenos extracelulares obtenidos a partir de cultivo estatico
presentaron las bandas H y M caracteristicas de H. capsulatum. Las cepas se encuentran
depositadas en la Coleccion de Cultivos del Departamento Micologia del INEI-ANLIS “Dr.
Carlos G. Malbran” con los nimeros 042247 (acrénimo 4617 - hemocultivo) y 042248

(acrénimo 4621 - biopsia de pulmén). Figura 13, 14, 15y 16.
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Figura 13.- Cultivos fase levaduriforme y micelial

Figura 14.-Disgregado de cultivo de Histoplasma, forma filamentosa
con azul de lactofenol 400X.
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Figura 15.- Disgregado de cultivo de Histoplasma fase levaduriforme con
azul de lactofenol 400X .

Figura 16.- Extendido de biopsia de pulmén de caso indice. Coloracion
de Groccot 1000 Xx.
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Tabla 2.- Resumen de las caracteristicas clinicas, radiologicas y de laboratorio de
los cinco pacientes involucrados en el brote de histoplasmosis

_CASO PACIENTE 2 PACIENTE3 PACIENTE4 PACIENTES
INDICE
Edad 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 + + + + NI
Fiebre (°C) + + + + NI
Escalofrios + + + + +
Taquipnea e hipoxemia Grave Leve Leve Leve No
DIAGNOSTICO POR
IMAGENES
imagen
dis:rg?#fllc:?::on _ Adep_opatl’as Adeln‘opatias Ade_nlopatias
patron reticular _ imagen h|l|ares. r_1|I|ares. hlllares.
Rx de térax compromiso ml_cronodullllar ~ imagen ~ imagen. ~ imagen
intersticio dispersa con micronodulillar  micronodulillar - micronodulillar
alveolar y patron alveolar con patron dlspersa con dlspersa con
adenopatias alveolar patron alveolar  patrén alveolar
hiliares
LABORATORIO
GPT ? 5 VMN* ? 3VMN* NR NR NR
LDH ? 1.5 VMN* ? 2 VMN* ? 1.5 VMN* NR NR
T Quick 64% 58% NR 53% NR
Hemograma leucocitosis ¢/ leucocitosis ¢/
LR LR LR LR NR
Intradermorreaccion con 15 21 7 23 14
histoplasmina (mm)
In_munodlfusmn para . + + j j
Histoplasma capsulatum
ED y Cultivo de biopsia H. capsulatum NR NR NR NR
pulmén y hemocultivo
TRATAMIENTO
ARM si No no no no
Oxigenoterapia no Si si si no
FI102 90
Antifungicc AMB-ITZ NR NR NR NR

LDH: lactico deshidogensa, TP: tiempo de protrombina, ARM: asistencia respiratoria mecanica, FIO2;

Concentracién de oxigeno en el aire inspirado, NI: no informada, NR: no realizada, LR: linfocitos

reactivos, AMB-ITZ: anfotericina B — itraconazol. *valor méaximo normal

Hallazgos genéticos

El andlisis de los perfiles genéticos mostrd que las cepas del paciente involucrado en el

brote presentaban 60 % de homologia con el resto de las cepas de pacientes argentinos, 62 % y

68 % de homologia con las cepas G186B y Downs respectivamente (Figura 8).
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Figura 8.- Dendrograma originado a partir de los polimorfismos del ADN de H. capsulatum
obtenidos con los primers 1281-1283. Se sefiala a la derecha de la figura el origen geografico de
los aislamientos. Las cepas 042247 (hemoculivo) y 042248 (biopsia

de pulmon) corresponden a las aisladas del caso indice. Se incluyeron dos cepa de referencia:
Downs y la G186B. EIl analisis fue realizado BioNumerics ver 5.1 (Applied Maths NV),
utilizando el coeficiente de Dice

Dice (Opt:10.00%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0%
$>0.0%) [0.0%-100.0%]

BROTE NEUQUEN

7 8 go 10C

o 042247 A PACIENTE BROTE
. 042248 PACIENTE BROTE
boc G186 B PANAMA
CEPA DOWNS EEUU
02935 BUENOS AIRES
°031830 NEUQUEN
, 031839 NEUQUEN
§ 10c | 031842 NEUQUEN
b 021196 BUENOS AIRES
L 00205 BUENOS AIRES
01842 BUENOS AIRES
87 1OC1°E)1744 BUENOS AIRES
02926 BUENOS AIRES
993445 CHACO
© 02032 BUENOS AIRES
%02934 BUENOS AIRES

Hallazgos ambientales

En los lugares visitados en las dos salidas para realizar estudios de campo, y ya
conociendo que el diagndstico de los pacientes era histoplasmosis pulmonar, llamo la atencién
a los integrantes del grupo interdisciplinario involucrado las caracteristicas de la zona: desértico,
seco, ventoso, tan diferente a las areas endémicas descriptas para el Histoplasma capsulatum.

En el primer estudio ambiental se tom6 muestras de suelo de lugares abiertos asociados
0 no a excretas de aves y/o murciélagos, al igual que plumas de aves. En la alcantarilla se
muestred parte de la tierra removida por los obreros luego de una aluvién ocurrido a principio
de agosto. Ninguna de las muestras cultivadas resulto positiva para H capsulatum.

En el interior de las cavernas visitadas en el segundo estudio ambiental no se
observaron murciélagos ni guano de estos mamiferos, a pesar de que los lugarefios relatan la

existencia de quirdpteros en la zona en los meses estivales (octubre a marzo).
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Ninguno de los 15 ratones centinela ni los 190 ratones inoculados con suelo desarroll6
la enfermedad, ni presento alteraciones macroscopicas en la necropsia y tampoco pudo aislarse
H. capsulatum. Las pruebas de contrainmunoelectroforesis CIEF) e inmunodifusion (IDD)
fueron negativas, excepto en los ratones inoculados con la muestra rotulada V14 (alcantarilla
oeste, ruta nacional 22-40, 22 Km, 38° 78 S, 70° 22 O). El suero de los ratones inoculados con
esta muestra formo una bandas en la CIEF y una banda de identidad parcial frente al suero y
antigeno de referencia de H. capsulatum con la técnica de IDD.

La Subsecretaria de Salud elaboré un alerta en Diciembre de 2002, informando al
personal de salud de la provincia, acerca de estos hallazgos, remarcando la importancia de la
busqueda de histoplamosis en pacientes con NAC, en especial aquellas de etiologia no clara,
como asi también sobre la importancia de prevencion en relacion a actividades laborales que
impliquen riesgo para los operarios.

Discusion

Los casos de histoplasmosis aguda asociados a exposicion ocupacional son descriptos
con frecuencia en los EEUU (26,34, 35,36) y Meéxico 37). Con anterioridad a la comunicacion
de este brote (38) no se habia descripto otros. En afios posteriores fueron notificados nuevos
brotes en la Provincia de Buenos Aires (39) y (40, 41)

En este trabajo se describe el cuadro clinico y hallazgos de laboratorio de cinco
pacientes involucrados en un brote de histoplasmosis asociado a exposicion laboral en la
Patagonia Argentina, un area no endémica de esta micosis. Los individuos formaban parte de
una cuadrilla que se ocupaba de diferentes tareas en el mantenimiento de caminos provinciales.
Todos eran residentes de la zona geografica y no tenian antecedentes de haber visitados otras
areas del pais.

Solo un paciente requirio tratamiento especifico (caso indice) probablemente debido a
causas inherentes al individuo o a una mayor exposicion al microorganismo (5). Al
interrogatorio surgio el dato de que el caso indice fue el primero en palear tierra para despejar
el alcantarillado, y fue el que més tiempo estuvo en contacto con la tierra liberada. Los restantes
cuatro individuos tuvieron una sintomatologia leve, no requirieron medicacion y fueron
internados por precaucién debido a las caracteristicas clinicas del caso indice. Ninguno de los
operarios utilizo en ninguno de los trabajos mencionados, equipo de proteccion.

El hecho de que ninguno de los pacientes hubiera salido de la zona del brote, confirma
la presencia de H. capsulatum en la provincia patagénica de Neuquén aunque, el hongo, no pudo
ser aislado del ambiente. Los individuos adquirieron la infeccién removiendo la tierra de la
alcantarilla del km 20 de la ruta 40, esto pudo confirmarse a través de la deteccion de
anticuerpos anti-Histoplasma en los ratones inoculados con la tierra obtenida en el lugar. Los

primeros estudios de campo se realizaron casi un mes después de la exposicion de los
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pacientes, en ese tiempo la tierra que los operarios habian removido estuvo expuesta a las
inclemencias del clima de la zona y al sol que tal vez inactivdo y/o disminuyo la carga de
conidios de H. capsulatum. Esto pudo ser la causa por la que el hongo no pudo aislarse del suelo,
no obstante, el sistema inmune de los ratones detectd los antigenos flngicos.

Actualmente, se han informado casos autdctonos de histoplasmosis en los cinco
continentes. La mayoria de los brotes de histoplasmosis se observan en Centro y Norte de
América 6). En Sudamérica se han descrito brotes en Colombia (43) y en varios estados de
Brasil incluyendo el Estado de Rio Grande del Sur @4, 45, 46, 47, 25).

En Argentina, la histoplasmosis es endémica en la llanura pampeana, los valles fértiles
precordilleranos del noroeste y en el noreste también se han detectado cosos autoctonos. La
region donde ocurrié el brote aqui documentado se asienta sobre una meseta basaltica,
correspondiente a la Patagonia pre andina, 1050 metros sobre el nivel del mar entre el paralelo
38° y 39° de latitud sur (48). El clima es semi-arido y frio propio de la estepa patag6nica, con
gran amplitud térmica; veranos con temperatura media de 22 °C e inviernos con temperatura
media de 6° C (48). Se sabe que H. capsulatum puede crecer a estas temperaturas ), sin
embargo, la precipitacién promedio anual en esta zona es de 200 a 300 mm anuales (49), un
valor muy inferior a la necesaria para el crecimiento del hongo que es de 1000 mm anuales (3).
Los suelos son pobres de texturas franco arenosa y arcillosas, con moderada a escasa materia
organica (49), muy diferentes a los suelos fértiles con alto contenido de nitrégeno y fosfatos
requeridos por H. capsulatum (3).

En el area de Zapala ocurren nevadas de 50 cm entre los meses de mayo y septiembre,
ademas soporta fuerte vientos predominantes del Oeste y Sudoeste entre los meses de agosto y
octubre, con velocidad promedio de 45 Km/h con réfagas que suelen alcanzar los 180 Km/h
(49).

Es conocido que los desbordamientos de los rios y la presencia de piedra caliza en el
suelo son factores que pueden influir en la epidemiologia y la diseminacién de la
histoplasmosis. En este sentido a principio de agosto de 2002 ocurri6é una gran nevada en toda
la zona de la cordillera cercana y en la zona de Zapala y Las Lajas la nieve llego a los 10 cm y la
temperatura descendié a -10 °C (50). Esto fue seguido de un deshielo que aumentd el caudal
de los rios, con la mnsecuente aparicion de aluviones. Uno de estos aluviones fue el que muy
probablemente sello la alcantarilla en la ruta, y la tierra proveniente del mismo fue b removida
por los operarios. Es posible que el aluvion proviniera de la zona serrana del oeste de la ruta, y
esto explicaria la razén por lo que en el segundo estudio de campo se busco el nicho ecoldgico
en los sistemas cavernarios siendo estos ambientes mas propicios para que el hongo sobreviva
en condiciones adversas (6, 37) y sin embargo no se pudo aislar el hongo. En la inspeccion

ocular de los sistemas cavernarios visitados, no se encontraron murciélagos, aves, ni cimulos
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de guano de éstos, a pesar de haber hecho la visita en meses de primavera y verano austral,
época en que segun referencias de los lugarefios suelen encontrarse estos animales.

Una expansion de la histoplasmosis a limites boreales fue informado en 2002; en ese
afio ocurrié un brote de la enfermedad en Alberta, Canadd, asociada a remociones de tierra en
un campo de golf 61). El brote ocurrido en Alberta y el aqui descrito extendieron el area de
brotes epidémicos ocasionados por H capsulatum en América desde 45° @9) a 50 © de latitud
norte y desde 30° @) a 38° de latitud sur, respectivamente, asociando la enfermedad a zonas
donde se creia que el hongo no podia sobrevivir. En climas inclementes, probablemente, H.
capsulatum ocupe micronichos en los cuales permanece cuando las condiciones son adversas.
Esto fue sugerido por otros autores que registraron brotes asociados a microambientes (30, 5).

Trabajos previos utilizando diversos marcadores moleculares demostraron una alta
homologia entre los aislamientos clinicos y ambientales de Argentina (42). Inclusive, estudios
de secuencias génicas demostraron que las cepas argentinas tienen un origen clonal @47). El
hecho que el perfil genético de la cepa involucrada en el brote de Neuquén presente un perfil
genético diferente del resto de las cepas argentinas analizadas, nos hace pensar que puede ser
una cepa introducida, probablemente por murciélago, ya que se conoce que estos mamiferos
son reservorios y potenciales dispersores de H. capsulatum en la naturaleza (6). Si bien la meseta
patagdnica presenta temperaturas ambientales poco favorables para los murciélagos, sobre todo
en época invernal, las alteraciones ocasionadas por el cambio climatico global pudieron estar
influenciando el desplazamiento de estos animales desde zonas tropicales a latitudes cada vez
mas australes dispersando el hongo.

Otra posibilidad es que se trate de un genotipo de H. capsulatum restringido y autoctono
de la zona geogréfica, que no se aisla con frecuencia, hecho que fue observado en el Estado de
Goias, Brasil (53). Sin embargo, en el Centro Nacional de Referencia ANLIS, el estudio de
otros cuatro aislamientos de pacientes de Neuquén tuvo un perfil coincidente con el genotipo
argentino y diferente al del brote. Estos cuatro pacientes eran HIV + y no tenemos certeza de
que hayan adquirido la infeccién por histoplasma en la provincia, probablemente hayan sufrido
una reactivacion de una infeccion adquirida previamente en las areas endémicas en Argentina.
Para determinar si la cepa involucrada en el brote de Neuquén es un genotipo autoctono o
introducido seria necesario analizar un namero elevado de aislamientos de pacientes con
histoplasmosis de la provincia de Neuquén 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 nuestro pais la histoplasmosis es considerada un enfermedad ocupacional para
“Trabajadores de bodegas, cuevas o edificios viejos abandonados” (54). El brote aqui
informado se asocid a trabajadores viales que removieron tierra en un lugar donde H. capsulatum
no tendria un habitat favorable. Profesionales de salud involucrados en el estudio de este brote

tuvieron la posibilidad de reunirse con autoridades zonales de vialidad, para realizar las
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recomendaciones correspondientes para la prevencion de infecciones del personal a partir de
exposicion a material potencialmente contaminado.

El hecho debe alertar al personal de atencion primaria de la salud a incluir la
histoplasmosis como diagnoéstico diferencial en pacientes con enfermedad respiratoria de
etiologia no determinada que hayan manipulado o removido tierra contaminado o no con
guano, en espacios cerrados y/o abiertos, inclusive en areas donde la enfermedad no es
considerada endémica. La Subsecretaria de Salud Publica de la Provincia de Neuquén elaboro

un alerta a raiz de los hallazgos de este estudio de brote, en diciembre de 2002.

Conclusiones

Los pacientes derivados del HIZ con cuadro de NAC y diagndstico presuntivo de SHP
presentaron histoplamosis.

Fue el primer brote asociado a exposicion laboral documentado en Argentina.

Se pudo demostrar la presencia de histoplasmosis autdctona en la provincia de
Neuquén.

El H. capsulatum aislado en nuestra provincia es diferente al hallado en otras regiones
de la Argentina con micosis endémica por este hongo.

En Neuquén, la histoplasmosis debe ser tenida en cuenta como un diagndstico
diferencial en pacientes con cuadros de neumonia aguda de la comunidad, de etiologia
no clara.

Los operarios que realicen tareas que conlleven riesgo de inhalacion de esporas, tales
como remocion de tierra, escombros, entre otros, deberan utilizar elementos de

proteccion personal.
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