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RESUMEN

Antecedentes: Histoplasma capsulatum es el agente causal de la histoplasmosis, micosis asociada prin-
cipalmente a pacientes inmunocomprometidos. La rapida identificacién del hongo a partir del cultivo
permite el tratamiento temprano.
Objetivo: Evaluar un sistema de PCR para dos dianas especificas de H. capsulatum en lisados acuosos de
cultivos.
Métodos: Se utilizaron dos técnicas de PCR previamente descritas que, en reacciones independientes,
amplifican fragmentos especificos de 111y 279 pb del gen AgM de H. capsulatum. Se analizaron 248 cepas
de H. capsulatum y 68 de otras especies flingicas.Para la amplificacion se partié de un lisado acuoso (que
contenia el ADN), obtenido por tres ciclos de hervido/enfriamiento rapido a 0°C. En casos particulares se
obtuvo ADN purificado y/o se secuenci6 el producto de la amplificacién.
Resultados: Las técnicas de PCR amplificaron las dos bandas a partir del lisado acuoso de 239 cepas de
H. capsulatum; las 9 restantes s6lo mostraron bandas de amplificacién a partir de ADN purificado. No se
observé amplificacién especifica a partir de lisado acuoso ni de ADN purificado de 66 cepas de especies
distintas de H. capsulatum. Dos cepas de Emmonsia crescens presentaron ambas bandas de amplificaciéon
cuyas secuencias resultaron tener una homologia superior al 97% con secuencias de H. capsulatum. El
tiempo total de la prueba no super6 las 7 h con un 96% de sensibilidad, 97% de especificidad y un valor
predictivo positivo de 99%.
Conclusiones: Elmétodo esrapido, econémicoy puede ser utilizado como una alternativa para identificar
presuntivamente H. capsulatum en lisados de cultivo sin purificar.
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Rapid identification of Histoplasma capsulatum in culture lysates

ABSTRACT

Background: Histoplasma capsulatum is the agent of histoplasmosis, a deep mycosis mainly afflicting
immunocompromised patients. Rapid identification of the fungus isolated from clinical specimens allows
timely administration of specific treatment.

Aim: To assess the ability of a dual PCR system targeting specific H. capsulatum DNA sites to identify
fungal species in simple aqueous lysates from cultured fungi.

Methods: We analysed the performance of two independent PCR reactions designed to amplify fragments
of 111 and 279 bp included in H. capsulatum-specific gene AgM. We used 248 H. capsulatum strains and 68
isolates of other fungal species. Reaction templates consisted of aqueous lysates of cultured fungi (either
in mycelial or yeast phase) obtained after three cycles of boiling and immediate cooling at 0 °C. Selected
strains were submitted to conventional DNA extraction and/or sequencing.

Results: Both PCR systems performed identically. Amplification from aqueous lysates was achieved
from 239 H. capsulatum strains; the remaining 9 strains only showed specific bands when purified
DNA was used as template. Of all other fungal species tested, only 2 Emmonsia crescens strains ampli-
fied H. capsulatum-specific bands and sequences of their amplified PCR products matched > 97% with
H. capsulatum sequences. Total test time did not exceed 7 h with 96% sensitivity, 97% specificity and 99%
positive predictive value.
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Conclusions: The assay is fast, accurate and economical, and can be an alternative method for presumptive
identification of H. capsulatum in simple culture lysates.
© 2010 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Histoplasma capsulatum var. capsulatum es un hongo termo-
dimorfo, agente etiol6gico de la histoplasmosis. Las personas
adquieren la infeccién por inhalacién de conidios y pequefios frag-
mentos de hifas que el hongo desarrolla en la naturaleza. En las
tltimas décadas hubo un incremento de la enfermedad asociada a
pacientes inmunocomprometidos!4.

El diagndstico se realiza a través del examen microscépico de
los especimenes clinicos previa coloracién de Giemsa, que permite
observar las levaduras intracelulares caracteristicas de H. capsula-
tum. Esto requiere de un observador experimentado, depende de
una buena toma de muestra, y no deja de ser un método presun-
tivo, puesto que otras especies fiingicas como Candida glabrata®18
y Sporothrix schenkii'® pueden confundirse con H. capsulatum en
los materiales clinicos. El diagnéstico definitivo requiere el des-
arrollo e identificacién del agente causal en cultivo. A 25-28°C se
observan conidios caracteristicos de la fase micelial y a 35-37°C
se desarrollan levaduras. Ademas de la morfologia microscépica
de los cultivos, la termoconversién de la fase micelial a levaduri-
forme o viceversay la deteccién de exoantigenos H y M especificos,
son pruebas que completan la identificacion definitiva de la espe-
cie. La aparicién de conidios en la fase micelial requiere de 2 a 4
semanas de desarrollo (media de 20 dias)'419. La termoconversién
es laboriosa y no siempre exitosa, puesto que en algunos casos no
es completa. Por su parte, la deteccién de exoantigenos requiere
entre 4 semanas y 3 meses!6. El hallazgo cada vez més frecuente
de aislamientos aberrantes, que no presentan macro y/o micromor-
fologia caracteristica?!27-29  |a ausencia de la termoconversién!7-24
y la produccién lenta de exoantigenos aumenta la dificultad en el
diagnéstico de la histoplasmosis. Ademas, hongos miceliales de los
géneros Sepedonium, Chrysosporium, Corynascusy Renispora pueden
producir macroconidios tuberculados rememorando la micromor-
fologia de H. capsulatum en su fase micelial'7814, De lo expuesto, se
infiere que la identificacién microbiolégica clasica de H. capsulatum
puede ser dificultosa y requiere a veces de tiempos prolongados.

Un avance importante en la identificacion fue el AccuProbe His-
toplasma (Gen-Probe, Inc., San Diego, CAm EE.UU.)!0. La dificultad
de este método radica en que pueden observarse reacciones falsas
positivas con especies de Chrysosporium?2, Aspergillus'® e incluso
Nocardia asteroides®>; ademas, la sonda quimioluminiscente posee
una baja vida media (seis meses), y el instrumental necesario para
la lectura de la reaccién posee un elevado costo!!.

Recientemente, se comenzaron a desarrollar técnicas utilizando
diferentes variantes de la técnica de PCR. Existen métodos basados
en los perfiles de amplificaciéon de secuencias repetitivas del ADN
cromos6émico?3, de las secuencias ITS'?, y del antigeno M (proteina
con actividad catalasa)8.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la utilidad de un sistema
de dos reacciones de PCR descritas por Guedes et al'3 en lisados
acuosos de cultivos para identificar cultivos de H. capsulatum.

Materiales y métodos
Cepas

Se estudiaron 245 cepas de H. capsulatum incluidas en la colec-
cién de cultivos del Departamento de Micologia del INEI-ANLIS
Dr. Carlos G. Malbran, Argentina. Los hongos fueron recibidos en
el centro para su identificaciéon entre los afios 1988 y 2009. Se
incluyeron tres cepas de referencia: Downs (ATCC 38904), G186B
(ATCC26030)y G217B (ATCC 26032). Algunos aislamientos poseian

caracteristicas atipicas desde el primocultivo (falta de conidiacién,
morfologia aberrante o pigmento poco caracteristico).

Ademas se analizaron 68 cepas de diversas especies comun-
mente involucradas en patologias fingicas y especies saproéfitas que
por su morfologia pueden confundirse con H. capsulatum (tabla 1).
El ADN purificado de las especies diferentes de H. capsulatum fue
gentilmente cedido por los laboratorios de Hongos Miceliales y de
Levaduras del Departamento de Micologia.

Todas las especies fueron identificadas fenotipicamente,
y cuando fue necesario se recurri6 a la identificaciéon
genotipica®1215:28,

Extraccion y purificacion de ADN

Para estandarizar la PCR a las condiciones de nuestro labo-
ratorio se utiliz6 ADN purificado de las cepas Downs y 073061,
esta Gltima aislada de un paciente argentino con histoplasmosis.
El ADN se obtuvo a partir de un cultivo con agitacién por 72h en
100 mL de caldo GYE (glucosa 2%, extracto de levadura 1%) a 36°C.
A partir de alli se sigui6 el protocolo de Méller et al?? modificado.
Brevemente, las células flingicas se separaron por centrifugacion,
se lavaron con buffer TES (0,1 M TRIS-CIH pH=38,0; 10 mM EDTA
pH=8,0; 10mM de DTT) y se resuspendieron en solucién de lisis
(TES-SDS 2%). Se trituraron mecanicamente por agitacion en vortex
con esferas de vidrio de 500 um de diametro. Se agregé protei-
nasa K (concentracién final 100 pg/mL) y se incub6 durante 1h a
55°C. Posteriormente, se realiz6 una extraccion fendlica, el ADN
se purificé por tratamiento con RNAsa (100 pg/mL) y proteinasa K
(0,2 mg/mL) y se repiti6 la extraccién fenélica. El ADN se resuspen-
di6 en agua y se conservd a —20 °C hasta su uso.

Tabla 1
Especies flingicas analizadas utilizando ADN purificado y extracto acuoso.

Especie 2 n PCR positiva a partir de

Extrato acuoso ADN purificado ¢

Histoplasma capsulatum 248 239 248
Chrysosporium spp.4 5 0 0
Emmonsia crescens 2 2 2
Renispora flavissima 1 0 0
Sepedonium sp.® 1 0 0
Coccidioides posadasii 4 0 0
Paracoccidioides brasiliensis 4 0 0
Blastomyces dermatitidis 1 0 0
Sporothrix schenckii 2 0 0
Trichophyton spp. 2 0 0
Microsporum spp. 2 0 0
Epidermophyton floccosum 1 0 0
Aspergillus sp. 15 0 0
Candida spp. 13 0 0
Cryptococcus spp. 12 0 0
Trichosporon sp. 1 0 0
Otras levaduras 2 0 0

3 Laidentificacién se realizé por métodos fenotipicos y en algunos casos se com-
plementé con métodos moleculares.

b Sensibilidad 96%, especificidad 97%, valor predictivo positivo (VPP): 99%, valor
predictivo negativo (VPN): 88%.

¢ Sensibilidad 100%, especificidad 97%, VPP: 99,2%, VPN: 100%.

d Especies incluidas: Chrysosporium keratinophilum, C. anamorfo Renispora, C. indi-
cum, C. queenslandicum.

¢ Se observé una banda de 207 pb con el primer MSP1F-MSP1R. La secuenciacion
de esta banda en el andlisis con BLAST no mostré similitud con ninguna secuencia
depositada en el GenBank.
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Los acidos nucleicos de Emmonsia crescens, Sepedonium sp., Chry-
sosporium spp. y Renispora flavissima se extrajeron especialmente
para este estudio. El indculo inicial de 10°-108 conidios se prepar6
a partir de un cultivo de 7 dias en PDA (extracto acuoso de papa
con glucosa al 30%, agar 1,5%). Cinco mililitros de este in6culo se
trasvasaron a caldo PYG (peptona 2%, glucosa 2%, extracto de leva-
dura 1%) y se incubd en agitacién a 120 rpm durante 48 h a 28 °C. El
micelio obtenido se separé por filtracién, se lavé con agua destilada
estéril y se liofilizé. Una porcién del micelio liofilizado se colocé en
un tubo tipo Eppendorf y se tritur6 con un pistillo. Se le agregd
solucién de lisis (0,05 M TRIS-CIH pH=8,0; 0,05M EDTA pH=8,0;
SDS 3%; beta mercaptoetanol 1%) y se incubo durante 1h a 65°C.
Posteriormente, el ADN se extrajo y se purificé como se indica en
el parrafo anterior.

Lisados de cultivos sin purificar

Como fuente de ADN de la reaccién de PCR se utilizaron los
lisados de los cultivos sin purificar, obtenidos por tratamiento
con calor/frio de micelio y/o levadura. Brevemente, se coloca-
ron aproximadamente 100 mg de levadura y/o micelio en un
1mL de agua Milli Q. La suspension se calenté en bafio a 100°C
durante 5min y se enfrié rapidamente en hielo (0°C). Este pro-
ceso se repiti6 tres veces. Se dej6é reposar 10 min y se separ6 el
sobrenadante.

Reaccion de PCR

Se utilizaron los primers disefiados por Guedes et al®; estos reco-
nocen un fragmento especifico del gen que codifica para el antigeno
M de H. capsulatum. El par Msp1F (ACA AGA GAC GAC GGT AGC TTC
ACG) y Msp1R (GCG TTG GGG ATC AAG CGA TGA GCC) origina una
banda de 111 pb, y el Msp2F (CGG GCC GCG TTT AAC AGC GCQ) y
Msp2R (ACC AGC GGC CAT AAG GAC GTC) una banda de 279 pb. Los
primeros se emplearon en dos reacciones independientes.

Para evaluar la utilidad de los lisados acuosos como fuente de
ADN para la prueba de PCR se utilizaron las cepas Downs y 073061
como controles positivos y la cepa de R. flavissima (073100) como
control negativo.

Las 248 cepas de H. capsulatum y las 68 de otras especies fiin-
gicas se evaluaron usando como fuente de ADN de la reaccién el
lisado acuoso de los cultivos. En cada reaccién de PCR se incluy6 un
control de inhibicién; para ello cada prueba se realizé por dupli-
cado y a uno de los tubos se le agregd 1wl de ADN purificado de
H. capsulatum (5 ng/pl). Cuando el resultado de alguna PCR fue
negativo en el control de inhibicién; se repitié la PCR utilizando
ADN purificado del aislamiento correspondiente. Ademas, se eva-
luaron los acidos nucleicos purificados de las especies diferentes de
Histoplasma.

Interpretacion y andlisis de resultados

La presencia de una o ambas bandas fue indicativo de H. capsula-
tum. En los casos en que se obtuvieron productos de amplificacién
de las cepas diferentes de H. capsulatum, éstos se purificaron con
PureLink PCR Purification kit (Invitrogen Life-Technologies, CA,
EE.UU.)y se secuenciaron las bandas para ambas hebras. Utilizando
el programa BLAST se buscé la homologia de las secuencias con las
depositadas en GenBank y con las secuencias de los productos de
amplificacién obtenidos de la cepa Downs y dos cepas autdctonas
de H. capsulatum (062776 y 073061).

Los resultados fueron volcados a una tabla de dos por dos y se
analiz6 la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo
(VPP) y el valor predictivo negativo (VPN).

Condiciones de bioseguridad

La manipulacién de los hongos se realiz6 segiin recomenda-
ciones del CDC?. La identificacién presuntiva de los primocultivos
de hongos dimérficos (observacién de las caracteristicas micros-
cépicas y obtencién de lisados de cultivos para PCR), asi como la
extraccién y purificacién de acidos nucleicos se realizé en un labo-
ratorio de nivel de bioseguridad 2 (BSL2) dentro de una cabina de
seguridad biolégica clase 11. La propagacién y manipulacién de cul-
tivos para las pruebas de dimorfismo y produccién de exoantigenos
de H. capsulatum y otros hongos dimérficos se realizé en BSL3.

Resultados

Las reacciones de PCR presentaron las bandas de 111 y 279 pb
a partir de los acidos nucleicos purificados y de los lisados acuosos
sin purificar de las cepas Downs y 073061. Las reacciones realiza-
das a partir del ADN purificado y del lisado acuoso de R. flavissima
(073100) resultaron negativas.

Ambas técnicas de PCR realizadas sobre los lisados acuosos
fueron positivas para 239 de las 248 cepas de H. capsulatum (sen-
sibilidad 96%) (tabla 1). Los lisados acuosos que no produjeron
amplificados por PCR correspondieron a 9 cepas; tres eran de afios
recientes (2005 en adelante) y las seis restants tenian una larga
historia en la coleccién de cultivos e incluian dos cepas de referen-
cia (G186B y G217B). La sensibilidad aumento al 100% cuando se
repiti6 la metodologia con el ADN purificado de estas 9 cepas.

Entre las 68 especies diferentes de H. capsulatum evaluadas, 66
no produjeron amplificados ni a partir de los lisados acuosos ni a
partir del ADN purificado (especificidad 97%). Dos cepas de E. cres-
cens (083307 y 062869) presentaron las bandas de 111y 279 pb, y
una cepa de Sepedonium sp. una banda de ~ 200 pb con el primer
MSP1F-MSP1R.

Las secuencias de las bandas de 111 y 279 pb de las cepas de
E. crescens tuvieron una homologia mayor al 97% cuando fueron
comparadas en BLAST, con la secuencia de H. capsulatum depositada
en el GenBank (AF026268.2). Una homologia similar se observé con
los fragmentos secuenciados de la cepa Downs, 062776 y 073061
(fig. 1). La secuencia de la banda de Sepedonium sp. result6 de
207 pb, y en el andlisis con el programa BLAST no mostré simi-
litud con ninguna secuencia depositada en el GenBank ni con las
bandas de las cepas de H. capsulatum secuenciadas en este estudio.
Esta reaccion fue considerada negativa.

El tiempo consumido desde la obtencién del lisado acuoso hasta
la visualizacién de los productos amplificados vari6 entre 5y 7 h.

Las técnicas de PCR evaluadas sobre los lisados acuosos tuvo un
VPP de 99% y un VPN de 88%. Cuando se utilizé ADN purificado el
VPP se mantuvo en un valor similar: 99,2%, mientras que el VPN
aumento a 100%.

En 85 de las 248 cepas de H. capsulatum se realizaron las técnicas
de PCRa partirdel lisado de cultivo sin purificar antes de identificar-
las morfolégicay fisiolégicamente. En estas cepas se documentaron
los tiempos de termoconversién y de produccién de exoantigenos.
La termoconversion insumié en promedio 72 dias (mediana de 40
dias)y la produccién de exoantigenos 60 dias (mediana de 45 dias).
En este grupo de aislamientos, 3 tuvieron micelio estéril, uno pro-
dujo el exoantigeno a los 52 dias y la termoconversién insumié 35
subcultivos (mas de un afio). En otras dos cepas la termoconversién
fue incompleta hasta el momento en que finaliz6 este estudio.

Discusion
El diagnéstico de la histoplasmosis requiere el aislamiento y la

identificacién de H. capsulatum a partir de los cultivos de especi-
menes clinicos3. Las técnicas clasicas de identificacién conllevan
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Figura 1. Secuencias de las bandas de 111 (a) y de 279 pb (b) de H. capsulatum (Hc): cepa ATCC 38904 (Downs), dos cepas clinicas aut6ctonas (062776 y 073061) y de las
cepas de E. crescens (Ec) (062869 y 083307). Estas secuencias estan comparadas con la secuencia AF026268.2, depositada en Gen Bank.

tiempos de hasta 4 semanas debido al lento desarrollo del hongo
en los medios de cultivo? y demandan trabajar en BSL3%.

El método aqui evaluado es econémico, de facil implementa-
cién y permite la identificacién rapida de H. capsulatum a partir de
lisados de cultivos. En coincidencia con los autores que describie-
ron inicialmente las técnicas de PCR8, los dos sistemas produjeron

resultados equivalentes, lo que confirma que la presencia de
una de las bandas es suficiente para identificar presuntivamente
H. capsulatum. En nuestro estudio, ninguno de los dos sistemas
de PCR ensayados permiti6 diferenciar las cepas de E. crescens de
las de H. capsulatum; inclusive, en el andlisis de las secuencias de
los fragmentos amplificados (fig. 1). En estudios complementarios,
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enfrentando el antigeno de las dos cepas de E. crescens con suero
anti-Histoplama (IMMY H60110 Immuno Mycologics, Norman, OK,
EE.UU.) se formaron bandas de identidad parcial en las pruebas de
inmunodifusién (datos no mostrados). No sabemos si otras espe-
cies genéticamente relacionadas a H. capsulatum, no incluidas en
este trabajo, son capaces de producir las bandas de amplificacién
con los primers ensayados. Probablemente sea necesario investigar
un nimero mayor de cepas de especies relacionadas con el género
Emmonsia. Las cepas de E. crescens aqui analizadas fueron aisladas:
una de una biopsia perianal de un paciente HIV positivo (062869), y
la otra de un lavado broncoalveolar (083307). Ambas fueron iden-
tificadas sin inconvenientes por su morfologia y la presencia de
adiasporas en los cultivos a 36 °C. Es importante considerar en este
punto que, si bien la adiaspiromicosis y la histoplasmosis presentan
cuadros clinicos similares, la enfermedad provocada por E. crescens
es extremadamente rara en humanos, y tanto en el tejido como
en cultivos a 36 °C produce adiasporas®. Otros autores observaron
reacciones cruzadas entre especies utilizando métodos molecu-
lares. Dot et al® utilizaron ADN de H. capsulatum como control
positivo de una reaccién de PCR para diagnosticar una adiaspi-
romicosis. La reaccién de PCR positiva en las cepas de E. crescens
probablemente se deba a que el agente de la adiaspiromicosisy el de
la histoplasmosis son ascomicetes. Ambos géneros tienen su estado
teleomorfo en el género Ajellomyces (Onygenaceae, Onygenales) y
comparten un ancestro comtn evolutivamente cercano®22-26,

Valores del 100% de sensibilidad y especificidad fueron referi-
dos por otros autores que trabajaron sobre lisados de cultivos de
H. capsulatum sin purificar utilizando PCR en tiempo real basandose
endianasITS'?, sin embargo, estos autores no detallan si incluyeron
cepas de E. crescens en su estudio.

A partir de 2005, los aislamientos que llegaron al laborato-
rio como presuntos hongos dimérficos fueron analizados por la
metodologia aqui descrita. Cuatro aislamientos no arrojaron ampli-
ficados por PCRy posteriormente se identificaron como Coccidioides
posadasii, Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus sp. y R. flavissima;
estas cepas estan incluidas como control de especificidad en la
tabla 1.

Otros tres aislamientos de pacientes con sospecha de histoplas-
mosis y cultivo con micelio estéril dieron como primer resultado
indicativo de H. capsulatum amplificados por PCR a partir del lisado;
estos resultados fueron confirmados en un tiempo superior a los 30
dias por termoconversion y produccién de exoantigenos.

Otros métodos rapidos de identificacion como el AccuProbe
Histoplasma requiere instrumental especifico, a lo que se suma
el elevado coste del reactivo!!'. Por su parte, el analisis de las
secuencias ITS, consideradas dianas especificas y eficaces paraiden-
tificar hongos patégenos como Histoplama'?13, requiere equipos
de secuenciacién. Muchos centros asistenciales de mediana y alta
complejidad cuentan con BSL2 con cabinas de seguridad bioldgica
clase 11 y estan aptos para manejar primocultivos de Histoplasma.
En estos laboratorios, la metodologia aqui descrita puede conver-
tirse en un método alternativo, ya que en general cuentan con
laboratorios de biologia molecular, pero no cuentan con servicio
de secuenciacién para utilizar las dianas ITS.

Entre las ventajas del método aqui propuesto destacamos que
solo necesita un termociclador convencional, reduce los tiempos
de identificacion (5-7 horas), y en consecuencia reduce los costes
de la determinacién. Aun teniendo que obtener ADN purificado, el
método es ventajoso puesto que se extenderia a no mas de 6 dias
entre el desarrollo del hongo y la extraccién de ADN. Es importante
recalcar que aunque el VPP se mantuvo, la sensibilidad y el VPN
aumentaron al 100% cuando se utiliz6 ADN purificado.

Independiente de la edad del cultivo, la fase de desarrollo uti-
lizada, la contaminacién bacteriana asociada y el medio de cultivo
(algunos extractos acuosos se obtuvieron a partir de H. capsula-
tum crecido en el medio de Lowestein Jensen) las reacciones de

PCR a partir de los lisados acuosos de cultivos sin purificar per-
mitieron identificar H. capsulatum con muy buena sensibilidad y
especificidad.

El método aqui ensayado se propone como una alternativa al
AccuProbe Histoplasma y a la secuenciacién de ITS, para aquellos
laboratorios con presupuestos limitados, que poseen termocicla-
dor pero no tienen acceso a equipos de secuenciacién. Aunque las
reacciones cruzadas con Emmonsia podrian ser una limitacién, la
identificaciéon de esta especie a partir de materiales clinicos no
es dificultosa. Es importante tener en cuenta que, segdn los crite-
rios vigentes, la identificacién definitiva de H. capsulatum requiere
de la termoconversion dimérfica y/o la deteccién de exoantigenos
especificos en el sobrenadante del cultivo?16,
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