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RESUMEN

Se describe un brote de histoplasmosis que afecté a 6 cadetes de la Fuerza Aérea Argentina, sin antecedentes patolo-
gicos previos. Todos consultaron por problemas respiratorios después de haber limpiado un hangar. En ese recinto se
encontraron abundantes deyecciones de animales, presuntamente de palomas y murciélagos. Los pacientes sufrieron
fiebre, mialgias, taquipnea y tos no productiva. Las radiografias y tomografias de térax mostraron imagenes pulmonares
micronodulares, engrosamiento de los tabiques interalveolares y adenopatias hiliares. Todos tuvieron una evolucion
favorable y no requirieron tratamiento antifungico. Las pruebas de inmunodifusién y contrainmunoelectroforesis con
antigenos de Histoplasma capsulatum fueron positivas, al igual que las intradermorreacciones con histoplasmina. Se
recogieron 5 muestras de tierra del lugar, las que fueron inoculadas por via intraperitoneal a 20 hamsteres. De los
cultivos de higado y bazo de dichos animales se consiguio aislar la fase micelial de H. capsulatum. La cepa aislada
se compard con las obtenidas de 12 pacientes argentinos utilizando perfiles genéticos y se observé un clado unico
con mas de 96% de similitud, lo que confirma la homogeneidad de las cepas argentinas. Si bien la histoplasmosis es
endémica en la Pampa humeda, este es el primer brote totalmente documentado al sur del paralelo 34°.
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ABSTRACT

Histoplasmosis outbreak in Moron, Buenos Aires Province, Argentina. An histoplasmosis outbreak affecting 6
previously healthy Air Force cadets is herein presented. The patients suffered from fever and respiratory symptoms
after having cleaned an abandoned hangar soiled with pigeons and bat droppings. They all presented fever, myalgia,
tachypnea, and nonproductive cough. Chest X-ray and CT scan studies showed disseminated reticulonodular images
affecting both lungs. Hiliar adenomegalies were also observed. All patients achieved a favourable outcome without
antifungal treatment. Both serologic tests searching for specificic antibodies (immunodiffusion and counterimmuno-
electrophoresis) and histoplasmin skin tests were positive in all cases. Five soil samples mixed with pigeons and bat
droppings were collected from the hangar. Suspensions of these samples were inoculated into 20 hamsters by intra-
peritoneal injection; mycelial phase of H. capsulatum was isolated from liver and spleen cultures. The genetic profile
of this strain was compared with 12 isolates obtained from Argentinean patients, and a great degree of homogeneity
was observed (> 96% similarity). Although histoplasmosis is endemic in the wet Pampas, this is the first epidemic
outbreak reported south of the 34" parallel.
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INTRODUCCION

La histoplasmosis clasica es una micosis sistémica
endémica producida por el hongo dimorfo Histoplasma
capsulatum var. capsulatum. Esta afeccidon es mas co-
mun en el continente americano; en el Cono Sur de Suda-
mérica se han reconocido varias zonas endémicas, como
la Serra do Mar en el sur de Brasil, la Pampa humeday las
cuencas de los rios Parana y Uruguay en Brasil, Uruguay y
la Republica Argentina (18, 20). En este ultimo pais, entre

el 30% y el 40% de los habitantes adultos aparentemente
sanos de las areas endémicas han sufrido la infeccion
por este hongo (20). La fuente de infeccion es el suelo,
especialmente las tierras ricas en sustancias organicas
cuando contienen heces de aves o de murciélagos. En
la tierra vive la forma micelial de H. capsulatum, cuyas
microconidias son los elementos infectantes (14, 28). La
infeccion se produce por via inhalatoria, es asintomatica
en la gran mayoria de los casos y cuando presenta ma-
nifestaciones clinicas, éstas son respiratorias, leves y
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con tendencia a la involucion espontanea. Esta infeccion
fungica no se transmite frecuentemente de persona a
persona ni de los animales al ser humano.

En los primeros dias posteriores a la infeccion, el
organismo humano se defiende mediante las barreras
anatémicas de la mucosa respiratoria y la inmunidad inna-
ta. Entre la segunda y la tercera semana de la infeccion,
la inmunidad adaptativa mediada por células consigue
habitualmente controlar la infeccion mediante la estimu-
lacion de los macrdfagos por parte de las citoquinas de
tipo Th, producidas por los linfocitos T CD, positivos, en
especial la IL,, y el y interferon (14, 18, 28). Las mani-
festaciones clinicas de la primoinfeccién son tanto mas
graves cuanto mayor es la carga infectante. Sin embargo,
una vez superadas las dos o tres primeras semanas se
produce la mejoria clinica, independientemente de la
gravedad inicial.

En lugares densamente infectados, la primoinfeccion
es masiva y suele ser sintomatica y afectar a varias per-
sonas a la vez; se originan de esta forma brotes.

El propdsito de esta comunicacion es dar a conocer
un brote de histoplasmosis que afect6 a 6 cadetes de la
Base Aérea de Mordn, dependiente de la Fuerza Aérea
Argentina.

MATERIALES Y METODOS

La Unidad Micologia del Hospital Francisco J. Muniz fue
consultada para estudiar a 6 pacientes, todos ellos cadetes
asignados a la Base Aérea de Mordn, que en setiembre de 2008
(primavera del hemisferio sur) presentaron manifestaciones
respiratorias y fiebre, dos semanas después de haber efectuado
tareas de limpieza en un hangar abandonado.

El hangar habia sido abandonado durante varios afos y
cuando los cadetes efectuaron las tareas de limpieza encontraron
deyecciones de animales, que no pudieron identificar, junto con
plumas y otros restos organicos. Sélo pudimos estudiar a los
cadetes que presentaron sintomatologia, dado que las autorida-
des de esta base aérea no permitieron el estudio del resto del
personal. Por otra parte, cabe sefialar que soélo estas 6 personas
estuvieron afectadas a dicha tarea.

Se confeccionaron fichas con los datos demograficos, las ma-
nifestaciones clinicas, los estudios porimagenes y los hallazgos
de laboratorio de los pacientes.

Los estudios seroldgicos se llevaron a cabo con pruebas de
inmunodifusion en gel de agar y de contrainmunoelectroforesis
con inmunodifusion secundaria, de acuerdo con procedimientos
ya publicados (17, 31). El antigeno empleado fue un extracto
acuoso de la fase levaduriforme de H. capsulatum obtenido
conforme con una técnica previamente comunicada (16).

Las pruebas cutéaneas se realizaron con histoplasmina diluida
1/100, este antigeno fue obtenido por filtracion del desarrollo de
H. capsulatum en medio liquido de asparagina-sales descrito
por Smith (2). El reactivo utilizado, correspondiente al lote L63,
fue provisto por el Centro de Micologia de la Facultad de Medi-
cina de la Universidad de Buenos Aires. También se usé con el
mismo propdsito el antigeno de fase levaduriforme empleado en
las pruebas seroldgicas, diluido 1/50. La lectura de las pruebas
cutaneas se realiz6 a las 48 horas y sus resultados se expresaron
en milimetros de infiltrado.

Los lavados broncoalveolares fueron centrifugados a 2000
rpm. durante 10 minutos y el sedimento se examiné al microsco-
pio en preparaciones al estado fresco y tefidas por los métodos
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de Gram, Kinyoun y Giemsa. Los cultivos se efectuaron en agar-
miel de Sabouraud (17) y agar-infusion de cerebro y corazén, am-
bos adicionados con cloranfenicol y estreptomicina; la incubacién
se llevé a cabo a 28 °C y 37 °C durante 3 semanas.

Se recibieron 5 muestras de tierra con deyecciones de anima-
les, tomadas de los lugares del hangar en donde se encontraron
excrementos de animales y plumas de aves similares a los
descritos por los cadetes destinados a las tareas de limpieza.
Los cadetes nos informaron que la parte del hangar que estaba
menos alterada por la limpieza era la correspondiente a la puerta
del recinto y de ese lugar se recogieron 2 muestras.

Las muestras de tierra fueron colocadas en recipientes es-
tériles utilizando cucharas previamente flameadas en alcohol.
Veinte gramos de cada muestra fueron vertidos en Erlenmeyers
que contenian 100 ml de solucion salina isotdnica con 600
U/ml de penicilina, 100 pg/ml de cloranfenicol, 100 pg/ml de
estreptomicina y 500 pg/ml de cicloheximida. La suspension
obtenida fue agitada en un agitador Vortex durante 1 minuto;
seguidamente se le agregaron 20 ml de aceite mineral estéril y
se dejo el frasco en reposo durante 20 minutos. A continuacion
se obtuvo material de la interfase aceite-agua para efectuar las
siembras y la inoculacion a los animales. Se sembraron 150 pl
de cada muestra en 4 placas de Petri con agar-glucosado de
Sabouraud, estos cultivos fueron incubados durante 4 semanas
a 28 °C. Ademas, 4 hamsteres adultos de aproximadamente 80 g
de peso (machos y hembras) se inocularon con 1 ml del material
obtenido de la interfase aceite-agua. Se dej6 a estos animales
en jaulas separadas, con comida y bebida ad libitum. Al cabo de
4 semanas se los sacrificd y se efectuaron siembras de higado
y bazo en tubos de ensayo con agar-miel de Sabouraud. Estos
cultivos se incubaron a 28 °C durante 3 semanas.

La identificacién de las cepas aisladas de H. capsulatum
en su fase micelial se realizé6 mediante la demostracion de su
capacidad patégena en 2 hamsteres adultos (de igual peso que
los antes citados) inoculados por via intratesticular con 0,1 ml de
una suspension del cultivo en solucién salina isotonica estéril, con
una opacidad equivalente al N° 3 de la escala de Mac Farland.

La cepa aislada del hangar fue comparada con 12 cepas pro-
venientes de casos clinicos autéctonos de la Republica Argentina
diagnosticados entre 2006 y 2009 y con la cepa Downs (ATTC
38904) mediante métodos moleculares. Se utilizé la técnica
RAPD-PCR con los cebadores 1281-1283 y el microsatélite M13.
La extraccion del ADN fungico y las condiciones de las técnicas
de PCR fueron realizadas de acuerdo con una metodologia pre-
viamente descrita (6, 32). Los perfiles electroforéticos de los ADN
genomicos fueron documentados fotograficamente, digitalizados
y comparados utilizando el método de UPGMA y el coeficiente de
Dice, con 2% de tolerancia, en el programa BioNumerics ver 5.1
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Los datos obteni-
dos fueron reunidos en un arbol de consenso estricto originado
en el mismo programa; se dio igual categoria a los resultados
de PCR obtenidos con ambos cebadores.

RESULTADOS

Los pacientes estudiados eran jévenes de 19 a 25
afos de edad, de sexo masculino, sin antecedentes
patoldgicos.

Todos presentaron manifestaciones generales y res-
piratorias, 5/6 tuvieron fiebre mayor de 38 °C y ninguno
tuvo hemoptisis. Los sintomas que se presentaron en
3 0 mas pacientes estan consignados en la Tabla 1.
Las radiografias de térax fueron patoldgicas en todos
los enfermos, mostrando imagenes micronodulillares
simétricas y diseminadas en ambos pulmones (Figura
1). Las tomografias de térax de alta resolucion mostraron



256

Revista Argentina de Microbiologia (2010) 42: 254-260

Tabla 1. Manifestaciones clinicas y radioldgicas de los pacientes

Paciente Edad Cefalea Fiebre Tos Dolores TAC térax
(afos) seca musculares  In®™ No® Ad® Ti®

1 20 + + + - + + + -
2 23 + + + + + +
3 22 + + - + - + + -
4 19 + + + + + + + -
5 20 + - + + + + + -
6 25 + + + + + + + +

®In: engrosamiento del intersticio pulmonar; ®No: nédulos pulmonares de 2 a 5 mm de didmetro; ®Ad: adenopatias hiliares de 0,5

a 1 cm de diametro y “Ti: agrandamiento del timo.

Figura 1. Radiografia de térax de frente. Se observan lesiones
micronodulares diseminadas en ambos pulmones.

hallazgos patoldgicos que se consignan en la Tabla 1;
se muestra un ejemplo de ellos en la Figura 2. Ninguno
de los pacientes tuvo derrame pleural ni pericardico. Las
ecografias abdominales no aportaron datos patoldgicos.
Los estudios funcionales de aparato respiratorio obtenidos
por espirometria dieron resultados dentro de los limites
normales en 5/6 casos.

Respecto de los estudios de laboratorio, los resultados
estuvieron comprendidos dentro de los siguientes valores:
eritrosedimentacion en la primera hora, 5 a 32 mm; he-
moglobina, 15,1 a 16,9 g/dl; hematocrito, 43,1% a 48,5%;
leucocitos, 5800 a 7810/ul, con féormula leucocitaria
normal. Las concentraciones de lactico-deshidrogenasa
oscilaron entre 426 U/mly 565 U/ml (valor normal: 230 a
460 U/ml) y las de proteina C reactiva entre 80 y 287,2
pg/ml (valor normal: 0 a 5 pg/ml).

Ninguno de los pacientes recibio tratamiento antifungi-
co y todos mejoraron en la evaluacion clinica y radioldgica
después de 2 meses de control. Al aio de producido el
brote, todos gozaban de buena salud y estaban realizando
sus tareas habituales.

Figura 2. Tomografia axial computarizada de térax. Se observan
micronddulos y aumento de espesor de los tabiques interalve-
olares.

Los estudios micoldgicos de los lavados broncoalveola-
res no acusaron la presencia de hongos en los exdmenes
microscopicos y los cultivos no presentaron el desarrollo
de estos microorganismos.

Los resultados de las pruebas cutaneas con histo-
plasmina y con el antigeno de la fase levaduriforme de
H. capsulatum se presentan en la Tabla 2; se ilustra lo
observado en una de estas pruebas en la Figura 3.

Las pruebas de contrainmunoelectroforesis con an-
tigeno levaduriforme de H. capsulatum fueron positivas
en 5/6 pacientes, con la formacion de 2 a 4 bandas de
precipitacion. La inmunodifusion en gel de agar con el
mismo preparado antigénico fue positiva en 4/6 casos,
con sueros sin diluir o diluidos al medio. Los resultados
obtenidos en cada paciente se consignan en la Tabla
2. Estas pruebas seroldgicas repetidas un afo después
arrojaron resultados negativos en todos los casos.

Los cultivos en agar glucosado de Sabouraud de
las muestras de tierra procesadas segun se describid,
e incubadas a 28 °C durante 4 semanas, presentaron
el desarrollo de numerosos hongos ambientales, con
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Tabla 2. Resultados de las pruebas cutaneas y seroldgicas
con antigenos de Histoplasma capsulatum.

Paciente Pruebas serolégicas  Pruebas cutaneas (mm)

ID  CIE® Histoplasmina Antigeno
levaduriforme
1 +® + 20 40
2 -4 + 22 45
3 - - 23 55
4 + + 10 35
5 + + 25 60
6 + + 10 38

MID: inmunodifusion en gel de agar; @CIE: contrainmunoelectroforesis en
gel de agarosa; @+: positiva; “-: negativa.

Figura 3.
los pacientes. Se aprecia eritema e infiltrado de mas de 25 mm
de diametro.

Intradermorreaccion con histoplasmina en uno de

predominio de Scopulariopsis spp. Asimismo, los hams-
teres inoculados con dicho material estaban todos vivos
4 semanas después. Estos animales fueron sacrificados
bajo anestesia con éter etilico y se les practico la necrop-
sia. El examen macroscépico de las visceras no acusé
alteraciones. Se sembraron trozos de higado y de bazo
de todos los animales en agar-miel de Sabouraud y en
Lactrimel de Borelli (17). Estos cultivos fueron incubados a
28 °C durante 4 semanas. Los 6rganos de los hamsteres
inoculados con las dos muestras extraidas del porton del
hangar presentaron el desarrollo de colonias vellosas, ini-
cialmente blancas y luego de color canela (Figura 4), que
examinadas al microscopio presentaron macroconidias y
microconidias compatibles con H. capsulatum (Figura 5).
Para confirmar el diagnéstico se inocularon 2 hamsteres
por via intratesticular. A las 3 semanas de inoculados, los
2 hamsteres presentaron orquitis granulomatosa. Estos
animales fueron sacrificados, se extrajo el testiculo y
se hicieron improntas de la superficie de corte de estos
érganos. Dichas improntas fueron tefiidas con el método
de Giemsa y con el resto de estos 6rganos fijados en
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Figura 4. Cultivos de la fase micelial de H. capsulatum obtenidos
de los 6rganos de animales inoculados con las muestras de tierra
provenientes del hangar de la Base Aérea de Mordn.

Figura 5. Examen microscépico de los cultivos de la Figura
4. Preparacion por disociacion montada en azul lactofenol
observada con 400 X; debe notarse la presencia de macro y
microconidias tipicas.

Figura 6. Extendido de la superficie de corte del testiculo de un
hamster inoculado con el cultivo aislado de las muestras de tierra
provenientes del hangar de la Base Aérea de Mordn. Se ve un
macrofago con elementos levaduriformes intracitoplasmaticos,
tipicos de H. capsulatum. Tinciéon de Giemsa, 1000 X.
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Figura 7. Dendrograma de consenso y perfiles electroforéticos del ADN gendémico de diferentes
cepas de H. capsulatum, entre las que se incluyo la cepa aislada de las muestras de tierra prove-

nientes del hangar de la Base Aérea de Morodn.

formol al 10% e incluidos en parafina se realizaron cortes
histologicos, que fueron tefidos con el método de PAS.
Ambos tipos de preparaciones mostraron numerosos
macrofagos con elementos levaduriformes intracelulares
de H. capsulatum (Figura 6).

La cepa de H. capsulatum aislada del hangar de la
Base Aérea de Mordn presentd un perfil genético con mas
del 96% de similitud con las cepas obtenidas de pacientes
argentinos, con las que formo un grupo muy homogéneoy
diferente de la cepa de referencia Downs (ATCC 38904),
originaria de los EE.UU. (Figura 7).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las infecciones primarias producidas por H. capsula-
tum después de una exposicion moderada a los esporos
de este microorganismo suelen ser asintomaticas o pre-
sentar un cuadro seudogripal leve, acompafiado de tos
seca, fiebre y astenia. En estos casos, las alteraciones
radiologicas son variables y pueden consistir en el au-
mento del tamafo de los ganglios del hilio pulmonary del
mediastino, asi como en la aparicidn de infiltrados difusos
en el parénquima pulmonar. Por lo general estos procesos
son leves, curan espontdneamente en 2 0 3 semanas y
suelen pasar sin diagnodstico etiolégico. Como esta in-
feccion no se trasmite de persona a persona, cuando la
exposicion a la fuente infectante es leve o moderada, los
casos sintomaticos son aislados (11, 14, 18, 28).

En los casos de exposicidon a una fuente masiva de
infeccion suele producirse un ataque difuso a ambos pul-
mones. Los sintomas, tanto generales como respiratorios,
son gravesy consisten en fiebre alta, escalofrios, astenia
intensa, disnea, tos seca y dolor toracico. Las radiogra-
fias y los estudios tomogréaficos del pulmén muestran
imagenes difusas reticulonodulillares que abarcan ambos
pulmones, y a veces adenopatias hiliares y mediastinales

(11, 14). Enlos casos mas graves, esta infeccion primaria
puede conducir a la falla respiratoria y a la muerte, aun-
que esta Ultima circunstancia es rara (14). Cuando varias
personas se exponen simultaneamente a una fuente de
infeccidon masiva se originan pequefos brotes epidémicos,
de los cuales pueden participar tanto personas como
animales mascota, especialmente perros (25). Los pacien-
tes afectados de estas infecciones respiratorias agudas
de cierta gravedad pueden recuperarse totalmente sin
necesidad de tratamiento antifungico. Sin embargo, esta
recuperacion suele ser lenta y los pacientes permanecen
con astenia durante varias semanas (11).

Se han registrado brotes en diversas regiones, in-
cluyendo EE.UU., México, Centroameérica, islas del Mar
Caribe y Peru (1, 3-5, 8, 21, 26). Cabe desatacar la gra-
vedad de los brotes registrados en minas de México, con
casos clinicos muy graves y con frecuencia fatales (4, 10).
Ademas, en varias regiones se comprobaron brotes de
histoplasmosis aguda entre agricultores que empleaban
guano de diversas aves como abono (1, 3).

En los EE.UU. se han registrado también epidemias
que afectaron a un gran numero de personas, en especial
brotes urbanos en areas endémicas, frecuentemente
vinculados con construcciones que removieron tierra con
heces de murciélagos o que afectaron a nidos de estorni-
nos (pajaros negros que fueron llevados a EE.UU. desde
Inglaterra). Inclusive se evalu6 el riesgo de los obreros
que trabajaron en estas construcciones y se propusieron
medidas protectoras para evitar o disminuir el nimero de
infectados (7, 12, 26, 28).

Tanto en los EE.UU. como en Europa se han regis-
trado brotes entre turistas que visitaron areas endémicas
de histoplasmosis. En uno de los brotes observados en
los EE. UU., los participantes habian efectuado obras de
remodelacion en una iglesia en El Salvador; en el otro
brote habian estado en un hotel de Acapulco, México, que
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estaba en remodelacion, y un grupo de turistas espafno-
les habian visitado Honduras; estos ultimos no pudieron
precisar la fuente de infeccion (15, 19, 27).

La mayor parte de los brotes comunicados en la region
austral de América del Sur han sido estudiados en Brasil,
en especial en el litoral del estado de Rio de Janeiro,
en el litoral norte de Sao Paulo, en las sierras de Santa
Catarina, en una zona de la altiplanicie central vecina a
Brasilia y en Rio Grande do Sul (9, 22-25, 30). Todos
estos estudios fueron bien documentados e incluyeron
aspectos clinicos, radioldgicos e inmunolégicos de los
pacientes y el aislamiento del agente causal de la fuente
de infeccion. De ellos cabe destacar la alta frecuencia de
brotes estudiados en el litoral fluminense, que comprome-
tieron a nifios y perros que entraban en minas de arcilla
abandonadas e invadidas por murciélagos, situadas en
las sierras vecinas al litoral maritimo (25).

A diferencia de lo ocurrido en Brasil, los brotes epidé-
micos de histoplasmosis en la Republica Argentina han
sido raros e incompletamente documentados, y no hay
publicaciones acerca de ellos.

Este brote detectado en la Base Aérea de Moron pre-
senté las caracteristicas habituales de las histoplasmosis
agudas ocasionadas por una fuente masiva de infeccion
en un espacio circunscripto. Los pacientes presentaron
las manifestaciones clinicas mas comunes en este tipo
de brotes, los hallazgos radiolégicos coincidieron con los
descritos en otros brotes epidémicos y la involucién es-
pontanea de su enfermedad hizo sospechar la posibilidad
de histoplasmosis. Esto ultimo se confirmé mediante el
aislamiento de H. capsulatum de la fuente de infeccion,
asi como por la positividad de las pruebas cutaneas y
seroldgicas con antigenos de H. capsulatum.

Los resultados de los perfiles genéticos demostraron
que el aislamiento obtenido de las muestras de tierra
tomadas del hangar de la Base Aérea de Mordn es idén-
tico a los otros aislamientos de la Republica Argentina.
Esto coincide con estudios previos que sugirieron una
alta homogeneidad de la poblacion de H. capsulatum en
nuestro pais (32), poblacion de la que inclusive se postula
que tendria un origen clonal (13). Aunque no podemos
asegurar que la fuente de infeccién del brote fue la tierra
acumulada en el citado hangar contaminada con guano
de murciélagos, estudios previos realizados en quirdpte-
ros de la ciudad de Buenos Aires demostraron que estos
animales estan infectados con H. capsulatum, con un
genotipo idéntico al de los aislados de pacientes, hecho
que sugiere que estos animales estarian dispersando
este hongo patdgeno (6).

Hasta la fecha, los brotes epidémicos de histoplas-
mosis mas australes se informaron en el estado de Rio
Grande do Sul, Brasil, al norte del paralelo 32° de latitud
sur (24). Si bien la histoplasmosis es endémica en toda
la regién de la Pampa humeda, este es el primer brote
totalmente documentado al sur del paralelo 34° 30", en
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un sitio distante a tan solo 15 km del centro geografico
de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

El interés de esta presentacién es dar a conocer este
brote producido en las inmediaciones de la ciudad de
Buenos Aires, dado que es el primero en ser totalmente
documentado en la Republica Argentina. También desea-
mos advertir sobre la necesidad de informar a la poblacién
acerca de los riesgos de contraer infecciones primarias
masivas por H. capsulatum vinculadas con la exposicion
a lugares muy contaminados con excretas de aves y de
murciélagos o a maderas enmohecidas.
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